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Die Sequenzierung von Biopolymeren wie Proteine und DNA zdhlt
zu den bedeutendsten wissenschaftlichen Leistungen des 20. Jahr-
hunderts. Tatsdchlich ist es mithilfe moderner chemischer Methoden
der Sequenzanalyse moglich geworden, den ,,Code des Lebens* zu
lesen und zu verstehen. Somit spielen Sequenzierungsverfahren derzeit
eine wichtige Rolle bei so unterschiedlichen Anwendungen wie der
Genomik, der Gentherapie, der Biotechnologie und der Datenspei-
cherung. Letzten Endes ist die Sequenzierung aber keine spezifisch
biologische Methodik, sondern lisst sich allgemein als ein Problem der
makromolekularen Chemie auffassen, definiert als die Analyse von
Monomersequenzen in einem Polymer. Allerdings haben sich die
Verfahren zur Untersuchung von Monomersequenzen in biologischen
und synthetischen Polymeren in der Vergangenheit stark unterschie-
den. Mit der neuesten Entwicklung von synthetischen sequenzkon-
trollierten Polymeren verschwinden diese , kulturellen“ Unterschiede
jedoch langsam. Das Ziel dieses Kurzaufsatzes ist es, einen Uberblick
itber die Hilfsmittel zu geben, die gegenwiirtig fiir die Sequenzanalyse

struktur von Insulin durch Sanger.”
FEinige Jahrzehnte spiter beschrieben
Sanger et al.¥! sowie Maxam und Gil-
bert®! Verfahren zur DNA-Sequenzie-
rung, die den Weg zur modernen Ge-
nomik bahnten. Sowohl Proteinse-
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in der makromolekularen Wissenschaft zur Verfiigung stehen.

1. Einfiihrung

Die vollstiandige Entschliisselung des menschlichen Ge-
noms, die 2001 veroffentlicht wurde,!! und die neueren Er-
gebnisse des ENCODE-Projekts®® haben das Gebiet der
Genomik revolutioniert. Die wissenschaftliche Bedeutung
dieser Erkenntnisse ist enorm und wird die Forschung und
Technologie des 21. Jahrhunderts nachhaltig beeinflussen.”!
Dies alles wire jedoch nicht moglich ohne die Entwicklung
zuverlidssiger Methoden fiir die Sequenzierung (d.h. das
,Lesen“ von Monomersequenzen) von Biopolymeren. Die
Urspriinge der Sequenzierung von Makromolekiilen konnen
bis in die frithen 1940er Jahre mit den Arbeiten von Berg-
mann und Niemann,! Perutz® und Sanger™® zuriickverfolgt
werden. Als das fritheste Beispiel einer entschliisselten Ma-
kromolekiilsequenz gilt dabei die Beschreibung der Primér-
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quenzierung als auch DNA-Sequen-
zierung haben das Feld der Moleku-
larbiologie fiir immer verdndert.

Im Grunde ist die Sequenzierung
von Makromolekiilen jedoch nicht nur ein Gegenstand der
Biologie, sondern auch der Chemie und ganz speziell der
Polymerchemie. Tatsédchlich kann das Gebiet der Sequenzie-
rung einfach als die Analyse von Monomersequenzen in
Makromolekiilen aufgefasst werden. Historisch bedingt wur-
den biologische und synthetische Polymere jedoch in zwei
unterschiedlichen Disziplinen getrennt erforscht. Infolgedes-
sen unterscheiden sich die Analysewerkzeuge, die zur Cha-
rakterisierung von Biomakromolekiilen entwickelt wurden,
oft sehr stark von denen zur Analyse synthetischer Polymere.
Beispielsweise wird die Grofle von Biopolymeren klassisch
durch Gelelektrophorese ermittelt, wiahrend synthetische
Polymere meist durch Gelpermeationschromatographie ana-
lysiert werden. Doch die historischen und kulturellen Gren-
zen zwischen den Disziplinen verschwinden langsam, da
moderne synthetische Polymere inzwischen fast so komplex
wie Biopolymere geworden sind. In den vergangenen Jahren
wurden zahlreiche Beispiele von synthetischen Polymeren
mit kontrollierter Primérstruktur™” und Sekundirstruktur™”
beschrieben. So hat die Herausbildung des Gebiets der se-
quenzkontrollierten Polymere!'? interessante Perspektiven in
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der angewandten Polymerwissenschaft eroffnet."”! Vor kur-
zem wurde beispielsweise vorgeschlagen, dass synthetische
Polymere genutzt werden konnen, um molekulare Informa-
tion zu speichern.!

In diesem Kontext hat die Analyse von Comonomerse-
quenzen in synthetischen Copolymeren in letzter Zeit grof3es
Interesse ausgelost.””! Die Werkzeuge, die gegenwiirtig hier-
fiir eingesetzt werden, sind jedoch weit davon entfernt, so
ausgekliigelt wie die Verfahren der biologischen Sequenzie-
rung zu sein. In den vergangenen Jahrzehnten hat man die
Sequenzen synthetischer Copolymere hauptséchlich mittels
'H- und "“C-NMR-Spektroskopie untersucht.® Obgleich
klassische NMR-Messungen in der Lage sind, einfache sta-
tistische oder alternierende Copolymere zu beschreiben, sind
sie fiir die vollstindige Sequenzierung von komplexeren Pri-
marstrukturen vermutlich nicht ausreichend.

Tatséachlich konnten einige der fiir die Protein- und DNA-
Sequenzierung angewendeten Verfahren auch fiir die Unter-
suchung von kiinstlich hergestellten Makromolekiilen geeig-
net sein. Dieser Kurzaufsatz stellt daher die wichtigsten
Verfahren vor, die in der Vergangenheit fiir die Analyse von
biologischen und synthetischen Makromolekiilen entwickelt
wurden. Die Ubersicht ist in zwei Hauptabschnitte gegliedert,
um die parallelen Entwicklungen der beiden Disziplinen ge-
geniiberzustellen. Es sei darauf hingewiesen, dass diese
Ubersicht keineswegs umfassend sein soll. Viele spezifische
Aspekte der Protein- und DNA-Sequenzierung sind in frii-
heren Ubersichtsartikeln dargestellt worden und werden hier
deshalb nicht detailliert beschrieben.['”)

2. Sequenzierung von Biopolymeren
2.1. Proteinsequenzierung

Klassische Methoden der Proteinsequenzierung sind
Verfahren zur Spaltung der Proteinkette. Derartige Verfah-
ren erfordern héufig die chemische Modifizierung eines der
Polymerkettenenden (d.h. C- oder N-Terminus). Die frithen
Verfahren der Proteinsequenzierung nach Sanger und Tup-
py"' sowie Edman'® basieren beide auf der Modifizierung des
N-Terminus (Abbildung 1). Verfahren unter Modifizierung
des C-Terminus wurden ebenfalls in Betracht gezogen, er-
wiesen sich aber als viel schwieriger.'”! Wie links in Abbil-
dung 1 dargestellt ist, wird im Sanger-Verfahren zuerst der N-
Terminus des Peptids mit Dinitrofluorbenzol modifiziert.
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Danach wird das Peptid durch chemischen oder enzymati-
schen Abbau gespalten, und die Fragmente werden analysiert
und entschliisselt. Bei dieser Vorgehensweise hilft die Mar-
kierung des Kettenendes mit Dinitrofluorbenzol bei der
Entschliisselung des Peptids, denn das mit Dinitrophenol
markierte endstidndige Fragment kann durch seine charakte-
ristische Wanderungsgeschwindigkeit in der Diinnschicht-
chromatographie oder Papierelektrophorese identifiziert
werden. Beim Edman-Verfahren (Abbildung 1, rechts) wird
der N-Terminus des Peptids mit Phenylisothiocyanat modifi-
ziert. Diese Modifizierung 16st eine Cyclisierung der Ket-
tenenden aus, die zur Abspaltung der terminalen Aminosédure
von der Kette fiihrt, die anschlieSend mittels Fliissigchro-
matographie analysiert wird. Danach wird der Ablauf wie-
derholt, bis alle Aminosiduren identifiziert sind. Somit kann
das Edman-Verfahren als schrittweiser Abbauprozess am
Kettenende beschrieben werden (siche Abschnitt 3.4 fiir
Analogien zu synthetischen Polymeren). Um den Produkt-
nachweis beim Edman-Verfahren zu verbessern, wurde die
Flissigchromatographie spédter durch Massenspektrometrie
(MS) mit optischer Detektion ersetzt.”” Darauffolgende
Verbesserungen der MS/MS-Verfahren legten den Grund-
stein fiir die Proteinsequenzierung mittels MS,*"! womit in
den 1980er Jahren erstmals multiple Proteinsequenzierungen
erméglicht wurden.

Im Laufe der Zeit wurden viele Entwicklungen im Be-
reich der Proteinsequenzierung erschlossen, z.B. das Ver-
fahren der Leitersequenzierung,®! das auf einem kontrol-
lierten stufenweisen chemischen Abbau am Aminoterminus
mit anschlieBender Analyse durch matrixunterstiitzte Laser-
Desorption/Ionisation mit Flugzeit-Massenspektrometrie
(MALDI-TOF-MS) beruht. Das damit erhaltene Massen-
spektrum enthilt Informationen zur Sequenz und Identitét
der Aminosduren (sowohl unmodifizierten als auch modifi-
zierten). Die schnelle Entwicklung dieses Gebiets machte die
auf der Tandem-Massenspektrometrie basierte Proteomik
zum Verfahren der Wahl fiir die Proteinsequenzierung. Ein
weiteres erwdhnenswertes Verfahren ist die Verwendung von
biologischen und kiinstlichen Nanoporen zur Protein- und
Nukleinsdureanalyse (siche Abschnitt 2.2.3).1

Wie in der Einleitung geschildert, hat sich das Gebiet der
Proteinsequenzierung zu einem sehr breiten Forschungsge-
biet entwickelt. Fiir weitergehende Informationen verweisen
wir auf kiirzlich veroffentlichte Ubersichtsartikel.”!
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Abbildung 1. Sanger-Abbau (links) und Edman-Abbau (rechts) zur Peptidsequenzierung. Beide Verfahren beruhen auf der Modifizierung des N-
Terminus mit einem identifizierbaren Marker unter alkalischen Bedingungen. Bei der Sanger-Sequenzierung wird der N-Terminus mit 2,4-Dinitro-
fluorbenzol umgesetzt, das Edman-Verfahren verwendet Phenylisothiocyanat. Der Vorteil des Edman-Verfahrens ist, dass die Sequenzierung vom
N-Terminus aus erfolgt und das restliche Peptid unversehrt bleibt. Die gesamte Reaktionsabfolge kann somit immer wieder wiederholt werden,

um die Sequenzen des Peptids zu erhalten.

2.2. DNA-Sequenzierung

Die DNA ist heute das am meisten untersuchte und se-
quenzierte Polymer. Die Entwicklung schneller und effizien-
ter Verfahren zur DNA-Sequenzierung erforderte jedoch
Jahrzehnte der Forschung und ein tiefgehendes Verstidndnis
der Chemie und Physikochemie der DNA. Das 1977 verof-
fentlichte Sanger-Verfahren hat das Gebiet der DNA-Se-
quenzierung iiber mehr als 25 Jahre bestimmt® und wurde
spater durch schnellere und kostengiinstigere Verfahren ver-
driangt, darunter auch zerstorungsfreie Verfahren (bei denen
der Polymeranalyt nicht abgebaut wird) wie die Nanoporen-
analyse. In diesem Abschnitt wird die chronologische Ent-
wicklung der zur Nukleinsduresequenzierung angewendeten
Verfahren kurz beschrieben. Dabei ist hervorzuheben, dass es
nur eine begrenzte Auswahl an chemischen Verfahren der
DNA-Sequenzierung gibt, die in den meisten Fillen auf der
Verwendung von DNA-Polymerasen basieren.

2.2.1. Historische Verfahren

In den frithen 1970er Jahren fithrte Sanger die Verwen-
dung von DNA-Polymerasen zur DNA-Sequenzierung ein.””!
Hierbei werden Polymerasen genutzt, um unvollstindige
Kopien einer vorgegebenen Sequenz herzustellen, die dann
analysiert werden konnen. Dies wurde erreicht durch In-vi-
tro-Radiomarkierung eines kleinen spezifischen Bereichs
(,,Primer*) eines unmarkierten DNA-Molekiils, womit DNA-
Polymerase mit synthetischen Oligonukleotiden als Primer
erhalten wurden. Das Verfahren wurde 1975 durch die Ein-
fihrung des kombinierten ,Plus-und-Minus“-Sequenzie-
rungsverfahrens ergédnzt, die eine spezifische Nukleotidaddi-
tion vornehmen, um das Primer-Oligonukleotid zu verldngern
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und somit eine radiomarkierte komplementidre Kopie eines
definierten Teils der Matrizen-DNA zu erstellen und nach
anschliefender Entfernung iiberschiissiger Triphosphate die
spezifische Sequenz zu ermitteln.”® Dieses Verfahren wies
jedoch einige Nachteile auf. So war es schwierig, die Lidnge
von Homopolymerstringen zu ermitteln, was bei lingeren
Sequenzen zu unzuverldssigen Ergebnissen fiihrte.
Aufbauend auf diesen frithen Arbeiten entwickelten
Sanger und Mitarbeiter ein neues bahnbrechendes Verfahren
zur Sequenzierung von Oligonukleotiden, das auf der Ver-
wendung von kettenabbrechenden Inhibitoren beruhte.
Tatsichlich dhnelte dieses Verfahren dem Plus-und-Minus-
Verfahren, bot aber den Vorteil, dass die vorangehende
Verlangerung des Primer-Oligonukleotids nicht erforderlich
war. Diese optimierte Variante, die urspriinglich als Ketten-
abbruchverfahren oder Didesoxynukleotid-Verfahren be-
zeichnet wurde, hat das Gebiet der Genomik revolutioniert.
Knapp geschildert beruht das Verfahren auf einer katalyti-
schen enzymatischen Reaktion, die die DNA-Fragmente, die
komplementdr zur interessierenden Matrizen-DNA (unbe-
kannte DNA) sind, polymerisiert. Obwohl Gilbert und Ma-
xam® im selben Jahr ein chemisches Verfahren zur DNA-
Sequenzierung einfithrten, das auf der spezifischen Modifi-
zierung von Basen im DNA-Molekiil durch Hydrazin, Di-
methylsulfat (DMS) oder Ameisensdure beruht (Abbil-
dung 2), wurde das enzymatische Verfahren das wichtigste
Werkzeug in der Genomforschung zur Erzeugung der fiir die
Sequenzierung erforderlichen Fragmente. Es sollte aulerdem
erwiahnt werden, dass die Einfiihrung von fluoreszenzmar-
kierten Kettenabbruchreagentien®! (Farbstoffterminatoren)
bedeutend zum Sequenzierungsdurchsatz beitrug und die er-
folgreiche Beendigung des Humangenomprojekts ermog-
lichte. Ungeachtet dessen hat sich ein dringender Bedarf an

Angew. Chem. 2014, 126, 13224 —13233
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Abbildung 2. Chemischer Abbau nach dem Maxam-Gilbert-Verfahren, das auf der radioaktiven Markierung von doppelstrangigen DNA-Fragmen-
ten basiert. Ein Satz von basenspezifischen Spaltungsreaktionen wird angewendet, um die erforderlichen Fragmente zu erzeugen, die anschlie-
Rend durch Elektrophorese getrennt werden. Die Spezifitit wird durch die erste Reaktion mit entweder Hydrazin, Dimethylsulfat oder Ameisen-
sdure eingebracht, die mit nur einigen Prozent der Basen reagieren. So reagiert Dimethylsulfat, wie in dieser Abbildung veranschaulicht, spezifisch
mit dem Stickstoff von G, woraus ein positiver Marker in der G-Bahn der Elektrophorese resultiert.

Sequenzierungstechniken mit noch hoherem Durchsatz er-
geben.

2.2.2. DNA-Sequenzierung der niichsten Generation

Als Sequenzierungsverfahren der ,,nidchsten Generation®
(next-generation sequencing, NGS) versteht man im Allge-
meinen Verfahren der DNA-Sequenzierung, die in den letz-
ten zwei Jahrzehnten — nach den auf der Sanger-Sequenzie-
rung beruhenden Verfahren der Kapillarsequenzierung —
entwickelt wurden."”? NGS-Verfahren sind parallelisierte
Verfahren, die die gleichzeitige Sequenzierung von Tausen-
den bis Millionen von Molekiilen ermoglichen. Fiir eine de-
taillierte Beschreibung von NGS-Verfahren verweisen wir auf
den umfassenden Ubersichtsartikel von Mardis und Mitar-
beitern.'” Es sollte angemerkt werden, dass das erste weit-
verbreitete NGS-Verfahren auf Basis der Pyrosequenzierung
durch Margulies et al. eingefiihrt wurde.’” Nach NGS-Ver-
fahren der zweiten Generation (gleiche Chemie der DNA-
Synthese wie bei der herkommlichen Sanger-Sequenzierung)
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und dritter Generation erleben wir derzeit eine vierte Ge-
neration (4G), die auf Nanoporentechniken beruht.

2.2.3. Nanoporenbasierte Sequenzierung

Bei der nanoporenbasierten Sequenzierung, die mitunter
auch als Sequenzierung der vierten Generation bezeichnet
wird, wird ein Biopolymer mit defininierter Sequenz mithilfe
biologischer oder synthetischer Poren analysiert (Abbil-
dung 3). Vor fast 20 Jahren wiesen Kasianowicz und Mitar-
beiter experimentell nach, dass einzelstringige DNA-Mole-
kiile durch den Kanal einer biologischen Nanopore (a-Hé-
molysin in dieser speziellen Studie) in einer Lipiddoppel-
schicht gefiihrt werden koénnen. Beim Durchgang durch die
Pore ruft der DNA-Analyt eine Blockade des Kanalstroms
hervor (Abbildung 3).*!! Frithe Untersuchungen haben ge-
zeigt, dass DNA/RNA-Homopolymere und -Copolymere
mittels dieser biologischen Nanopore durch Vergleich cha-
rakteristischer Signale, wie der Amplitude der Stromblocka-
de, leicht unterschieden werden konnten.’” Ferner zeigten
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Abbildung 3. DNA wird sequenziert, indem sie durch eine in eine
Membran eingebettete mikroskopische Pore gefidelt wird. Im Inneren
der Nanopore resultieren aus Basenkombinationen charakteristische
Unterbrechungen des Stromflusses. Die Reihenfolge und die Identitit
der Basen werden anhand der Art und Weise, wie sie durch die Pore
strémende lonen beeinflussen, bestimmt.

zahlreiche Studien an einzel- und doppelstringiger DNA P!
dass Festkorper-Nanoporen auf Siliciumbasis als vielseitige
Alternative zu biologischen Nanoporen genutzt werden
konnen. Wanunu und Meller zeigten, dass eine Festkorper-
Nanopore durch chemische Modifizierung der Oberfldche auf
vielfiltige Weise funktionalisiert werden kann.” Insbeson-
dere konnte demonstriert werden, dass chemisch modifizierte
Festkorper-Nanoporen bei identischen DNA-Molekiilen
zwischen Translokationen in Richtung des 3’-Terminus oder
des 5'-Terminus unterscheiden konnen.* Auch andere Ma-
terialien als Silicium sind als Substrat fiir Festkorper-Nano-
poren zur Sequenzierung von einzelstrangigen DNA-Mole-
kiilen geeignet.” Ein entscheidendes Experiment stammt
von Meller und Mitarbeiter, die zeigen konnten, dass ihr als
Optipore-Technik bezeichnetes Verfahren ein mehrfarbiges
Auslesen einer DNA-Sequenz ermoglicht.’®! Eine Zusam-
menfassung nanoporenbasierter Sequenzierungen von Nu-
kleinsiuren findet sich bei Long et al.'’

3. Sequenzierung von synthetischen Copolymeren

Die Analyseverfahren, die gegenwirtig zur Untersuchung
von Monomersequenzen in synthetischen Polymeren genutzt
werden, unterscheiden sich deutlich von den Verfahren der
Biopolymersequenzierung. Diese Unterschiede sind zum Teil
darauf zuriickzufiihren, dass synthetische Polymere, die durch
Ketten- und Stufenpolymerisation hergestellt werden, poly-
disperse Proben sind, die normalweise mit Durchschnitts-
angaben analysiert werden (Polymerisationsgrad (DP), Co-
monomerzusammensetzung, Dyaden- und Triadenfraktio-
nen). Diese Beschreibung unterscheidet sich deutlich von der
Beschreibung perfekt definierter Biopolymere, die préziser
charakterisiert werden konnen. Neuere Entwicklungen bei
sequenzkontrollierten Polymerisationen haben jedoch die
Kluft zwischen natiirlichen und synthetischen Makromole-
kiilen verkleinert."” In den folgenden Abschnitten stellen wir
die derzeitigen Werkzeuge zur Sequenzanalyse synthetischer
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Copolymere vor und geben einen Ausblick auf die voraus-
sichtliche Entwicklung in den kommenden Jahren.

3.1. Sequenzanalyse mittels NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie ist die am héufigsten eingesetzte
Methode zur Analyse von Monomersequenzen in syntheti-
schen Copolymeren.'! Uber mafBgebliche Entwicklungen auf
diesem Gebiet berichteten Bovey und Mitarbeiter, die frithe
Verfahren zur 'H- und *C-NMR-Analyse sowie zur zweidi-
mensionalen NMR-Analyse von Comonomersequenzen und
Taktizititen beschrieben.’’l Die NMR-Resonanz einer spe-
zifischen Monomereinheit in einer Polymerkette wird direkt
von der molekularen Struktur ihrer unmittelbaren Nachbarn
beeinflusst."® In Abhingigkeit von der Feldstirke des NMR-
Spektrometers und von der Struktur des analysierten Copo-
lymers konnen Dyaden, Triaden, Tetraden, Pentaden und in
einigen seltenen Fillen Effekte hoherer Ordnung bis zu
Octaden beobachtet und durch Integration quantifiziert
werden. So konnen die zahlengemittelten Sequenzfraktionen
bestimmt werden, wenn die relativen Haufigkeiten aller Co-
monomer-Dyaden in einem Copolymer (z.B. die Dyaden
AA, AB und BB in einem Copolymer AB) bekannt sind.”*
Die NMR-Sequenzanalyse bleibt jedoch allgemein und liefert
nur begrenzte Informationen zur Sequenzverteilung entlang
der Polymerketten (Gradienten, Cluster, Fernordnung der
Sequenzen).

Eine Moglichkeit zur genaueren Beschreibung der Co-
monomersequenzverteilung entlang der Ketten besteht darin,
mittels NMR-Spektroskopie den Einbau von Comonomeren
wihrend der Polymersynthese zu verfolgen. Allerdings sind
solche Analysen auf kontrollierte/lebende Polymerisationen
beschrénkt, bei denen alle Polymerketten mit der gleichen
Geschwindigkeit wachsen. Tats4chlich ist bei derartigen Po-
lymerisationen der kinetische Verbrauch an Comonomer di-
rekt in der Mikrostruktur der gebildeten Copolymere ver-
schliisselt. Beispielsweise wurde die kinetische Verfolgung
mittels NMR-Spektroskopie fiir die mikrostrukturelle Cha-
rakterisierung von alternierenden Copolymeren,® Blockco-
polymeren®! und Gradientencopolymeren®! genutzt, die
durch kontrollierte radikalische Copolymerisation hergestellt
wurden. Unsere Arbeitsgruppe konnte kiirzlich zeigen, dass
die NMR-spektroskopische Reaktionsverfolgung auch ge-
nutzt werden kann, um komplexe aperiodische Comono-
meranordnungen, die durch sequenzkontrollierte Copoly-
merisation erhalten wurden, zu charakterisieren.**? Diese
Messungen ermoglichen eine Beschreibung der Mikrostruk-
tur, die mittels herkommlicher NMR-Analyse des nach der
Synthese isolierten, endgiiltigen Polymers nicht erreichbar ist.
AufBlerdem ist es auch moglich, die Bildung von Comono-
mersequenzen mittels NMR-Charakterisierung insitu zu
verfolgen. So untersuchten Frey und Mitarbeiter vor kurzem
die Mikrostruktur von Gradientenpolyethern mittels *C-
NMR-Spektroskopie in situ.*!

Auch molekulares ,,Auslesen“ (read-out) kann in der
NMR-Spektroskopie zur Entschliisselung von Comonomer-
sequenzen komplexer Makromolekiile genutzt werden. Bei-
spielsweise kann man nichtkovalente Wechselwirkungen wie
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Wasserstoffbriicken oder m-m-Stapelung nutzen, um Mole-
kiile an spezielle Mikrostrukturumgebungen zu assoziieren
und die Auflosung der Sequenz zu unterstiitzen. Zum Beispiel
entwickelten Colquhoun und Mitarbeiter spaltformige Mo-
lekiile mit parallel angeordneten Untereinheiten, die mit
Substraten wechselwirken konnen (,,molekulare Pinzetten®),
zur Analyse von Polyimidsequenzen.*! Die Autoren zeigten,
dass die komplementire m-n-Stapelung ein erhebliches Po-
tenzial fiir die Entwicklung der Informationsverarbeitung auf
Molekiilebene bietet. Es wurde gezeigt, dass solche elektro-
nenreichen Pinzettenmolekiile selektiv an spezifische Ket-
tenmotive mit 13 aromatischen Ringen binden (Sequenz SIS
in Abbildung 4a).* Diese supramolekulare Assoziation
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Abbildung 4. Erkennung spezifischer Polyimidsequenzen durch supra-
molekulare Pinzetten: a) Pinzette, die spezifisch an die Sequenz SIS
bindet. b) Pinzette, die spezifisch an die Sequenz ISI bindet. | steht fiir
Diarylpyromellitimid, S steht fiir Bis(arylsulfonyl)-4,4-biphenylen. Ab-
druck mit Genehmigung aus Lit. [15b]. Copyright Macmillan Publi-
shers 2010.

fithrt zu einer Verschiebung der Imid-Resonanz im 'H-NMR-
Spektrum, und die Pinzetten konnen somit zum Nachweis
und zur Quantifizierung von SIS-Sequenzen in komplexen
Copolymeren eingesetzt werden. Tatsdchlich erzeugen Imid-
gruppen eines Copolymers in Abwesenheit der Pinzetten
gewohnlich ein einziges NMR-Signal, wihrend in Gegenwart
der Pinzetten das SIS-Signal vom Imid-Hauptpeak abge-
spalten wird und integriert werden kann. In einer neueren
Veroffentlichung wurde berichtet, dass eine sequenzselektive
Bindung durch das Einbringen geringfiigiger Verédnderungen
in die Pinzettenstruktur erreicht werden kann."™ So wurde
auch eine spezifische Pinzette fiir die Sequenz ISI gefunden
(Abbildung 4b). Folglich konnen unterschiedliche Pinzetten
verwendet werden, um die Sequenzen eines vorgegebenen
Copolymers mittels NMR-Spektroskopie genau zu analysie-
ren. Auller den von Colquhoun und Mitarbeitern entwickel-
ten Pinzetten konnen in der NMR-Spektroskopie auch an-
dere Arten von supramolekularem Read-out genutzt werden.
Beispielsweise zeigten Ramkumar und Ramakrishnan, dass
supramolekulare Interkalatoren zur Untersuchung der Se-
quenzen makromolekularer Donor-Akzeptor-Foldamere ge-
nutzt werden konnen.!
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3.2. Kerr-Effekt

Seit mehreren Jahrzehnten wird die *C-NMR-Spektro-
skopie in Losung als experimentelle Methode zur Aufkléarung
der Mikrostruktur synthetischer Copolymere eingesetzt. Wie
in Abschnitt 3.1 erldutert, ist die NMR-Spektroskopie jedoch
eine relativ lokale Methode.”®! Zumeist ist die Empfind-
lichkeit auf Stereosequenzen auf Pentaden- oder Hexaden-
Niveaus bzw. auf Comonomersequenzen auf Dyaden- oder
Triaden-Niveau beschrankt, die sich im giinstigsten Fall tiber
einen Nanometer entlang dem Polymergeriist erstrecken. Fiir
eine detaillierte Mikrostrukturanalyse miissen aber nicht nur
solche Nahordnungen identifiziert werden, sondern es ist
auch erforderlich, die Positionen dieser Mikrostrukturen
entlang der Copolymerketten zu ermitteln. Ein potenziell
geeignete Parameter zur Auflosung von Fernordnungen und
zur Untersuchung gesamter Makromolekiile ist die elektri-
sche Doppelbrechung (Kerr-Effekt) in verdiinnter Polymer-
16sung unter einem starken elektrischen Feld.*! Tonelli und
Mitarbeiter demonstrierten, dass die Wirksamkeit dieses
Verfahrens darauf beruht, dass der Kerr-Koeffizient — die
molare Kerr-Konstante — von Polymeren vom Gesamtpola-
risierbarkeitstensor oder von Anderungen der GréBe und/
oder Orientierung seines Gesamtdipolmomentvektors be-
ziiglich der Richtung seiner maximalen Polarisierbarkeit ab-
héngt und dadurch die vollstdndige Charakterisierung der
Mikrostruktur einer Polymerkette erméglicht wird.***”) Die
Autoren untersuchten vor allem die Kerr-Konstanten ver-
schiedener Copolymere von Styrol mit unterschiedlichen
Mikrostrukturen.”®! Die Analyse ist jedoch nicht auf Copo-
lymere dieser Art beschréinkt, und Homo- und Copolymere
mit vielféltigen chemischen Strukturen konnten durch Mes-
sungen des Kerr-Effekts analysiert werden.! Obwohl derzeit
noch wenig erforscht, wird diese Technik in Zukunft sicher zu
interessanten Entwicklungen in der Sequenzanalyse synthe-
tischer Polymermaterialien fiihren.

3.3. Massenspektrometrie

In den letzten 20 Jahre hat die Massenspektrometrie eine
wichtige Rolle in der Polymeranalyse gespielt. Insbesondere
hat die MALDI-TOF-MS viele Moglichkeiten zur Charak-
terisierung von Makromolekiilstrukturen eroffnet.*! So
wurde schon frith die Bedeutung der MALDI-TOF-MS fiir
die Analyse von Comonomersequenzen erkannt. Interessante
Ausfiihrungen zur Sequenzanalyse mittels MALDI-TOF-MS
sind in den Ubersichtsartikeln von Montaudo und Nielen zu
finden.””! Tatszchlich wurden viele friihe Beispiele der Ana-
lyse von Comonomersequenzen mittels MALDI-TOF-MS
von Montaudo und Mitarbeitern beschrieben, darunter von
Polyestern,® Polyamiden® und Polyesteramiden.®® Es
sollte jedoch angemerkt werden, dass in den meisten dieser
Arbeiten kleine Oligomere untersucht wurden, die durch
chemischen Abbau (siche Abschnitt 3.4) oder durch MS-
Fragmentierung lingerer Ketten erhalten wurden.

Wie in Abschnitt 2.1 erortert, ist die Tandem-Massen-
spektrometrie (d.h. MS/MS und MS") eine niitzliche Metho-
de zur Sequenzanalyse von Makromolekiilen. Detaillierte
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Informationen zur Anwendung dieser Methoden zur Cha-
rakterisierung synthetischer Polymere sind in neueren Uber-
sichtsartikeln zu finden.’ Beispielsweise beschrieben Lis-
kamp und Mitarbeiter die Sequenzanalyse von monodisper-
sen Peptoiden.’® Lingere Sequenzen wurden von Zucker-
mann und Mitarbeitern mittels MS/MS untersucht. Als ein
Beispiel ist in Abbildung 5 die MS/MS-Sequenzierung eines
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Abbildung 5. Sequenzierung eines Peptoid-Decamers, das einen

Oligo (ethylenglykol)-Spacer und eine die MS-Analyse erleichternde Ha-
logen-Markierung enthilt, mittels Tandem-Massenspektrometrie (MS/
MS). Abdruck in modifizierter Form mit Genehmigung aus Lit. [54].
Copyright ACS 2006.

decameren Peptoids dargestellt. In diesem Fall war das
Oligomer an einen bromierten Rest gebunden, der als Iso-
topenmarkierung fungiert und die MS/MS-Analyse verein-
facht. Erst kiirzlich beschrieben Leigh und Mitarbeiter ein
faszinierendes Beispiel einer kiinstlichen molekularen Ma-
schine, die die Synthese von monodispersen sequenzdefi-
nierten Oligopeptiden ermoglicht.!™ Insbesondere nutzten
die Autoren Tandem-MS, um die Synthese eines Peptid-Te-
tramers mit dieser Maschine zu bestitigen.”” Uber die Nut-
zung von MS/MS-Methoden zur Charakterisierung von Co-
monomersequenzen in komplexeren polydispersen Proben
wurde ebenfalls berichtet.”® So untersuchten Studer und
Mitarbeiter die Comonomersequenzen von wohldefinierten
Copolymeren, die durch nitroxidvermittelte Polymerisation
synthetisiert wurden,™ und erhielten prizise Informationen
zur Mikrostruktur. Dieses Beispiel ist besonders interessant,
weil es zeigt, dass die MS/MS-Sequenzanalyse nicht auf Po-
lymere mit Heteroatom-Gerpsten beschrénkt ist (z.B. Poly-
ester oder Polyamide), sondern auch zur Untersuchung von
C-C-verkniipften Polymeren angewendet werden kann. Es
scheint somit offensichtlich, dass die Massenspektrometrie
eine wichtige Rolle in der zukiinftigen Sequenzanalytik
spielen wird. Fiir weitere Ausfiihrungen verweisen wir auf
einen hervorragenden Ubersichtsartikel von Altuntas und
Schubert.[*!

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

J.-F. Lutz und H. Mutlu

3.4. Spaltung/Depolymerisation

Wie im ersten Teil dieser Ubersicht aufgezeigt, ist die
Kettenspaltung eine wirksame Methode zur Sequenzierung
von Makromolekiilen. Sowohl das Edmann-Verfahren'
(Abbildung 1b) als auch das Maxam-Gilbert-Verfahren®
basieren auf dem kontrollierten chemischen Abbau von
Makromolekiilen. Derartige Spaltungsmethoden sind auch
fiir die Untersuchung von Comonomersequenzen in synthe-
tischen Copolymeren von Bedeutung. Tatséchlich fanden
derartige Abbaumethoden in den Anfingen der Polymer-
wissenschaft (d.h. vor der weitverbreiteten Nutzung von
NMR- und MS-Verfahren) breite Anwendung zur Untersu-
chung der Zusammensetzung und der Comonomersequenzen
von Copolymeren. So wurden Mechanismen des oxidativen,
enzymatischen, hydrolytischen und thermischen Abbaus un-
tersucht, um Sequenzen zu analysieren.®!! Einige dieser frii-
hen Studien wurden vor rund 50 Jahren von Harwood zu-
sammengefasst.[”” Dariiber hinaus existiert zahlreiche Lite-
ratur zum Polymerabbau, da Stabilitdt sowie chemische und
biologische Abbaubarkeit synthetischer Makromolekiile seit
Jahrzehnten untersucht werden.” Im Allgemeinen bauen
sich lineare Polymergeriiste nach zwei Hauptmechanismen
ab: 1) regellose Kettenspaltung und 2) vom Kettenende aus-
gehende Depolymerisation wie beim Auftrennen eines
ReiBverschlusses (,,unzipping*). Beide Mechanismen sind fiir
die Sequenzierung von Polymeren interessant. Beispielsweise
wurde eine chemisch oder enzymatisch induzierte regellose
Kettenspaltung fiir die Sequenzanalyse von natiirlichen Po-
lyestern wie Poly(3-hydroxybutyrat-co-3-hydroxyvalerat) ge-
nutzt.”! Bei derartigen Verfahren wird das Copolymer zu-
ndchst in kleine Oligomere aufgespalten, die anschlieend
mit NMR- oder MS-Verfahren analysiert werden.[*! Ver-
gleichbare Verfahrensweisen kénnen auch fiir synthetische
Polyester entwickelt werden. So wurde vor kurzem gezeigt,
dass das Abbauprofil von aliphatischen Copolyestern stark
von der Sequenzverteilung abhingt.® In dhnlicher Weise
berichteten Meyer und Mitarbeiter, dass alternierende und
statistische Poly(milchsdure-co-glykolsdure) sich in ihrem
Hydrolyseverhalten grundlegend unterscheiden.®® Diese
neuere Arbeit bestétigt, dass der Hauptkettenabbau ein sehr
niitzliches Verfahren zur Analyse der Sequenzen syntheti-
scher Polymere ist. Ein anderes interessantes Beispiel stammt
von Aoshima und Mitarbeitern,®” die den Abbau von alter-
nierenden Polymeren eines konjugierten Aldehyds und eines
Alkylvinylethers zu niedermolekularen Verbindungen be-
schrieben, die anschlieBend isoliert und charakterisiert wur-
den.

Wohl noch interessanter ist, dass auch die Unzipping-
Mechanismen zur Sequenzierung von synthetischen Makro-
molekiilen genutzt werden konnten. FEinige Beispiele von
thermischem Unzipping wurden verdffentlicht.[! Diese Pro-
zesse werden jedoch iiblicherweise bei hohen Temperaturen
durchgefiihrt und sind daher oftmals von regellosen Ketten-
spaltungen und anderen Nebenreaktionen begleitet.[”) Ge-
wohnlich depolymerisieren Copolymere nicht kontrolliert,
wie das einige Homopolymere tun.” In den letzten Jahren
wurde dennoch gezeigt, dass eine vom Kettenende ausge-
hende Depolymerisation kontrollierter ablaufen kann, wenn
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entsprechende Bedingungen angewendet werden."! So wur-
den vor allem im Zusammenhang mit selbstabbauenden Po-
lymeren interessante Abbaumechanismen beschrieben.
Der Abbau dieser Polymere wird durch eine spezifische
chemische Reaktion ausgelost und lauft danach sequenziell
ab. Es konnte nun die Moglichkeit bestehen, die Kinetik der
Depolymerisation so zu verlangsamen, dass die Monomer-
sequenzen analysiert werden konnen. Ein erster Schritt in
diese Richtung wurde kiirzlich von Li und Mitarbeitern be-
schrieben.” Mittels zeitabhingiger 'H-NMR-Messungen
wihrend des Abbaus von Polyestern, die durch Passerini-
Mehrkomponentenpolymerisation und anschliefende Hy-
drierung synthetisiert wurden, wurde gefunden, dass die De-
polymerisation in Form eines steuerbaren Unzipping mittels
einer intramolekularen Cyclisierung erfolgen kann, wodurch
kleine cyclische Molekiile erhalten werden. Sicherlich wiren
solche Zipping-Verfahren von gréferer Bedeutung, wenn
monodisperse sequenzdefinierte Analyten synthetisiert wer-
den konnten — und dieses Ziel ist nicht zu weit entfernt, wie
viele neuere Untersuchungen zeigen.!'

3.5. Nanoporen-Analyse von synthetischen Polymeren

Wie in Abschnitt 2.2.3 aufgezeigt, ist die Nanoporen-Se-
quenzierung heute ein géngiges Verfahren zur Sequenzana-
lyse von Biomakromolekiilen wie Nukleinsduren. Dagegen
haben sich nur sehr wenige Studien der nanoporenbasierten
Analyse von nichtbiologischen Makromolekiilen gewidmet,
die meisten davon konzentrierten sich auf Polyethylenglykol
(PEG)." Vor rund 20 Jahren zeigten Bezrukov, Kasianowicz
und Mitarbeiter, dass wasserlosliche PEG-Ketten im wéissri-
gen Hohlraum des a-Toxins aus Staphylococcus aureus durch
Messungen der Ionenstromblockade nachgewiesen werden
konnen.”*! Die Experimente wurden mit PEG-Proben ge-
ringer Molekulargewichte (M, < 10 kDa) bei relativ geringer
Konzentration (¢<15%) in einem verdiinnten System
durchgefiihrt, wo die Ketten nicht verschlauft sind. Spéter
wurden auch einzelne PEG-Ketten in a-H&molysin-Nano-
poren experimentell und theoretisch analysiert.! Insbeson-
dere das von Behrends und Mitarbeitern eingefiihrte Paral-
lelverfahren mit hochauflésenden Chips ermoglicht eine
verfeinerte Analyse der Molekulargewichtsverteilung von
PEG-Proben.” Neben PEG wurden einige Polyelektrolyte
wie Dextransulfat”” und Polystyrolsulfonat” in Protein-
Nanoporen untersucht. Nanoporenanalysen von syntheti-
schen wasserloslichen Polymeren bleiben allerdings bisher
auf lineare Homopolymere beschrinkt. In letzter Zeit be-
fassten sich einige theoretische Studien mit dem Verhalten
von komplexeren Makromolekiilen in Nanoporen. Bei-
spielsweise beschrieben Sakaue und Brochard-Wyart kiirzlich
das Verhalten von verzweigten Polymeren in Poren.”” Sehr
aufschlussreich ist auch die Studie von Muthukumar und
Mitarbeitern, die die Translokation von heterogenen Copo-
lymeren mit geladenen und ungeladenen Blocken durch Po-
ren untersuchten.® Insbesondere wurde gezeigt, dass die
Translokationswahrscheinlichkeit und -geschwindigkeit stark
von der Mikrostruktur der Copolymere abhéngen. Diese in-
teressanten Ergebnisse lassen hoffen, dass verfeinerte Se-
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quenzanalysen synthetischer Comonomere in Nanoporen
bald moglich sein werden.

4. Ausblick

In den letzten 80 Jahren wurden bei der Analyse der
Comonomersequenzen natiirlicher und synthetischer Ma-
kromolekiile wichtige Fortschritte erzielt. Allerdings gibt es
einen entscheidenden Unterschied zwischen ,,.Sequenzie-
rung“ und ,,Analyse der Sequenzverteilung“: Monodisperse
Polymere mit definierter Sequenz, wie Proteine und DNA,
konnen vollstindig sequenziert werden (d.h. gesamte Ent-
schliisselung der Comonomersequenzen von einem Ketten-
ende zum anderen). Dagegen konnen Proben polydisperser
Polymere, in denen die Ketten geringfiigig verschiedene Pri-
marstrukturen haben, nur mit einem Durchschnitt der Co-
monomerverteilung wiedergegeben werden. Dennoch sehen
wir deutliche Analogien zwischen Proteinsequenzierung,
DNA-Sequenzierung und herkommlicher Polymeranalytik.
So zeigen die Verfahren, die in den Anfingen der makro-
molekularen Wissenschaft zur Analyse von Sequenzen in
Proteinen® und in synthetischen Polymeren®?® entwickelt
wurden, deutliche Ahnlichkeiten. Tatsichlich haben Biopo-
lymere und synthetische Polymere viele Analysewerkzeuge
gemeinsam. Die Tatsache, dass synthetische Copolymere im
Gegensatz zu Biopolymeren nicht vollstindig sequenziert
werden konnen, ist vermutlich auf zwei Hauptursachen zu-
riickzufithren. Als erstes ist das Spektrum an verfiigbaren
synthetischen Copolymeren breit und vielfiltig,®"! sodass fiir
einen bestimmten Copolymertyp meist nur sehr wenige Se-
quenzanalysestudien vorliegen, wohingegen Proteine in
Tausenden von Veroffentlichungen beschrieben sind. Der
zweite entscheidende Punkt ist, dass die Primérstruktur der
meisten synthetischen Copolymere unzureichend bestimmt
ist. Eine vollstdndige Sequenzierung von Copolymeren wire
nur sinnvoll, wenn monodisperse Copolymere verfiigbar wa-
ren.® Neueste Fortschritte auf dem Gebiet der sequenz-
kontrollierten Polymere lassen hoffen, dass wir vor einer
neuen Ara auf dem Gebiet der synthetischen Polymere ste-
hen.!'?") Hierbei bedarf es Analysemethoden zur Sequenzie-
rung synthetischer Copolymere, und tatséchlich deuten einige
neuere, in Abschnitt 3 beschriebene Verfahren darauf hin,
dass die vollstdndige Sequenzierung von synthetischen Ma-
kromolekiilen erreichbar ist. So sind Tandem-Massenspek-
trometrie, chemische Spaltung und nanoporenbasierte Ana-
lyse aussichtsreiche Verfahren zur Sequenzierung von syn-
thetischen Polymeren. Dabei sollte angemerkt werden, dass
manche synthetische Polymere moglicherweise leichter als
andere zu sequenzieren sind. So sind ataktische Polymere mit
vollstdndig carbonatisierten Geriisten, die durch gingige
Verfahren der kontrollierten radikalischen Polymerisation
hergestellt wurden, vermutlich keine idealen Strukturen fiir
die Sequenzierung. Die Polymerchemie bietet jedoch viele
weitere Alternativen zur Erzeugung ,lesbarer” makromole-
kularer Analyte. Deshalb hoffen wir, dass dieser Kurzaufsatz
dazu anregen wird, die Forschung auf dem Gebiet der Se-
quenzierung von Makromolekiilen weiter fortzufiihren.
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