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Die Einfithrung von funktionellen Gruppen in DNA unter Erhaltung der Ba-
senpaarung und enzymatischen Prozessierbarkeit ist eine wichtige Moglichkeit
DNA mit neuen Eigenschaften fiir neue Anwendungen zu erzeugen. Ziel der
Arbeit war die Funktionalisierung von DNA mit Aldehyden zur Abscheidung
von Silber mit Hilfe der Tollens-Reaktion. Dabei wurde nicht nur der direkte
Einbau von aldehydmodifizierten Monomeren, sondern auch die Funktiona-
lisierung von DNA mit Hilfe der Kupfer(I)-katalysierten 1,3-dipolaren Cyclo-
addition von Aziden und Alkinen (,Click”“-Chemie) untersucht. Diese erst vor
kurzem entdeckte Reaktion zeichnet sich durch hohe Geschwindigkeit, hohe
Ausbeute, hohe Toleranz funktioneller Gruppen und einfache Durchfiithrung
aus. Die Reaktion wurde schon in vielen Bereichen der Chemie und Biochemie
erfolgreich eingesetzt.

Um die Kompatibilitdit der Reaktion mit DNA zu untersuchen, wurden
mit Alkinen modifizierte Thymidine tiber Festphasensynthese in kurze DNA-
Strange eingebaut. Bei der Untersuchung der Produkte der Cycloaddition un-
ter verschiedenen Bedingungen zeigte sich, dass die Stabilisierung der Cu(I)-
Ionen durch spezielle Liganden, wie Tribenzyltriazolamin (TBTA), notig war.
Die direkte Zugabe von CuBr als Kupfer(I)-Quelle ohne Reduktionsmittel er-
gab die besten Ergebnisse. Mit diesen Bedingungen gelang es, sechs aufein-
anderfolgende Alkine quantitativ mit verschiedenen Aziden umzusetzen. Die
Bandbreite der eingefiihrten Funktionen reichte von Fluoreszenzfarbstoffen wie
Fluoreszein bis hin zu metallreduzierenden Gruppen, wie Zucker. Ein gewisser
Abstand des Alkins zur Base war bei den Einzelstrangen fiir eine quantitati-
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Zusammenfass ung

ve Umsetzung essentiell. Selbst die Reaktion an bis zu 2000 Basenpaare langen
DNA-Strangen mit nur jeweils zwei Alkinen konnte ohne Schadigung der DNA
durchgefiihrt werden.

In Kooperation mit Prof. Reinhoudt an der Universitiat Twente wurde Alkin-
DNA erfolgreich im microcontact printing (uCP) auf azidmodifizierten Glaso-
berflachen verwendet. Um die DNA ohne Stérung ihrer Struktur zu immobi-
lisieren, wurden neue Festphasenmonomere fiir terminale Alkine synthetisiert.
Diese Alkin-DNA wurde danach auf der Oberfldche erfolgreich mit einem fluo-
reszenzmarkierten Gegenstrang hybridisiert.

Zur Herstellung von langen DNA-Strangen (2000 Basenpaare) mit einer ho-
hen Dichte an Aldehyden wurden Triphosphate mit Aldehyden oder Alkinen
synthetisiert. Diese substituierten das entsprechende natiirliche Triphosphat in
der PCR. Bei den Aldehyd-Triphosphaten war die Freisetzung der Aldehyde,
welche als Acetale geschiitzt waren, nicht ohne Schadigung der DNA mog-
lich. Ein Baustein mit einem acetylgeschiitzten Zucker als Aldehydkomponen-
te zeigte selektive Metallabscheidung. Diese sterisch anspruchsvollen Substrate
erwiesen sich allerdings als schlechte Substrate fiir die Polymerasen in der PCR.

Triphosphate mit Alkinen wurden deutlich besser von den Polymerasen
akzeptiert. So wurden mit 5-(1,7-Oktadiinyl)-2’-desoxyuridin- oder 5-(1,7-
Oktadiinyl)-2’-desoxycytidintriphosphat PCR-Produkte mit bis zu 2000 Basen-
paare Lange mit fast 900 Alkinen hergestellt. Die Alkin-Basen fiihrten zu einer
deutlichen Stabilisierung der DNA. Funktionalisierung der PCR-Produkte mit
einem Galaktoseazid und anschlieffender enzymatischer Abbau zu den Mono-
meren zeigte fiir das Alkincytidin quantitativen Umsatz. Bei PCR-Produkten
mit Alkinuridinen reagierten mindestens 95 % der Alkine. Die Aldehyd-DNA
konnte durch Silberfirbung auf Polyacrylamidgelen oder Membranen selektiv
und sehr empfindlich nachgewiesen werden.

In einer Kooperation mit Prof. Eichen (Technion, Haifa) und Prof. Simon an
der RWTH Aachen wurden die aldehydmodifizierten PCR-Produkte mit Silber
oder Gold beschichtet. Mit AFM oder STM wurde die Selektivitat und die Qua-
litat der Metallabscheidung untersucht.
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The introduction of new functional groups into DNA without disturbing the
natural base pairing and the enzymatic processability is an important technique
to broaden the usability of DNA for many applications. The aim of this thesis
was the functionalization of DNA with aldehyde groups for the selective depo-
sition of silver. This was reached not only by introducing these groups directly
attached to nucleobases, but also by using the copper(I) catalyzed cycloadditi-
on of alkynes and azides (,,Click”-chemistry). This reaction was discovered only
very recently and combines high conversion rates, high yields, high tolerance
of functional groups together with easy procedures.

In order to verify the compatibility of the reaction with DNA, modified thy-
midines with alkynes on alkyl chains of different lengths were synthesized and
incorporated into short oligomers using solid phase synthesis. The use of the
copper(l) stabilizing ligand trisbenzyltriazoleamine (TBTA) was needed to re-
duce the DNA damage caused by copper generated radicals. As a copper sour-
ce CuBr gave best results. Using these conditions the quantitative conversion
of six consecutive alkynes with different azides was accomplished. The azides
used to modify DNA are wide-ranging, from fluorescent dyes like fluorescein to
metal-reducing groups like sugars. A certain distance between the alkyne and
the base was essential to obtain high conversion in these single strands. Even
DNA strands with up to 2000 base pairs in length comprising only two alkyne
functionalities were fluorescently labeled. Product analysis showed no damage
of the DNA.
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Summary

In a cooperation with the group of Prof. Reinhoudt (University of Twente) al-
kyne DNA was successfully used in microcontact printing (1CP) on azide modi-
tied glass slides. In order to retain the structure of the DNA after immobilization
new alkyne building blocks for introduction of terminal alkynes were synthe-
sized. These strands were printed and hybridized with a fluorescent counter
strand.

To obtain long DNA with a high density of modifications, nucleobase triphos-
phates containing aldehydes and alkynes were prepared. Substitution of a natu-
ral triphosphate with the modified one in PCR reactions allowed the production
of long DNA strands. The release of the protected aldehyde functions turned
out to be difficult in the case of acetals, since the used acids introduced DNA
damage. Only a triphosphate comprising an acetyl-protected galactose showed
selective metallization. Because of steric reasons it was not accepted very well
by the DNA Polymerases in the PCR. The alkyne triphosphates were much
better substrates. With 5-(1,7-octadiynyl)-2’-deoxyuridine-5"-triphosphate or 5-
(1,7-octadiynyl)-2’-deoxycytidine-5'-triphosphate PCR products with a length
of up to 2000 base pairs containing almost 900 alkynes were obtained. The in-
troduction of alkyne bases lead to a significant stabilization of DNA. Reaction
of PCR products using ,Click”-chemistry with a galactoseazide yielded quan-
titative conversion of the cytidine. In case of the thymidines over 95 % of all
alkynes reacted. Using silver staining the aldehyde modified DNA could be de-
tected with high selectivity and sensitivity on gels or membranes.

In a cooperation with Prof. Eichen (Technion, Haifa) and Prof. Simon (RWTH
Aachen) aldehyde modified PCR-products were coated with silver or gold. The
selectivity and the quality of the metal deposition was examined by AFM and
STM.
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1. Einleitung
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Abbildung 1.1: Verschiedene Anwendungen von DNA von Diagnostik bis hin
zu Nanomaterialien (Bilder: D. Rozkiewicz, M. Fischler, Macmillan Publishers
Ltd: Nature, © 1998).

Desoxyribonukleinsdure (DNA), das Baumaterial des genetischen Codes,
kann nicht nur zur Speicherung der genetischen Information genutzt werden.
Ihre einzigartige Doppelstrangstruktur aus zwei Einzelstrangen, welche durch
die komplementdre Basenpaarung von Adenin und Thymin, bzw. Cytosin und
Guanin gebildet wird, ist die Grundlage fiir die Weitergabe der genetischen In-
formation bei der Zellteilung und der Amplifikation von DNA durch bioche-
mische Methoden. Die hohe Spezifitdt der Basenpaarung erlaubt aber auch die
Konstruktion selbstorganisierender Strukturen jenseits des Doppelstranges. Die
,eingebaute” Biokompatibilitdt von DNA ermoglicht die Anwendung in biolo-
gischen Systemen. Abbildung 1.1 zeigt einige Anwendungen von DNA in ver-
schiedenen Bereichen. Allerdings ist das Repertoire an funktionellen Gruppen
in natiirlicher DNA limitiert. Neben den negativ geladenen Phosphatgruppen
des Riickgrats besitzen die Basen vor allem Amino- und Ketogruppen, welche
zum Aufbau und zur Stabilisierung der Struktur benétigt werden. Eine Erwei-



1. Einleitung

terung des funktionellen Spektrums von DNA unter Erhaltung ihrer besonde-
ren selbstpaarenden Eigenschaften wére ein grofier Fortschritt fiir viele Anwen-
dungen von DNA. Einige in der Abbildung 1.1 gezeigten Anwendungen kon-
nen von einer solchen Erweiterung der chemischen Diversitat profitieren.

Aptamere sind spezielle DNA-Sequenzen, welche aufgrund ihrer Struktur
bestimmte Substanzen binden oder Ubergangszustinde stabilisieren, und da-
her zur Katalyse von Reaktionen und zur Detektion eingesetzt werden.[!l Durch
neue Funktionen kann das Spektrum der molekularen Erkennung und Kata-
lyse erweitert werden. Bei der Anwendung in Zellen konnen Modifikationen
die Zellgdngigkeit von DNA und die Stabilitdt in der Zelle erhthen, um zum
Beispiel bessere Antisense-Eigenschaften zu ermodglichen.?! Bei der Detektion
von DNA spielt die selektive Markierung mit Farbstoffen oder anderen detek-
tierbaren Funktionen eine grofse Rolle. Neue Moglichkeiten der Funktionalisie-
rung konnen eine hohere Dichte und damit eine bessere Detektion ermdoglichen.
Im Bereich der Nanomaterialien wird DNA bereits erfolgreich zum Aufbau
komplizierter Strukturen verwendet.l®l Eine Erweiterung um metallbindende
oder -reduzierende Gruppen konnte diese Strukturen leitfahig machen.[*l Die-
se Techniken stehen erst am Beginn ihrer Entwicklung und es gibt bisher noch
nicht viele Untersuchungen zur Herstellung und Verwendung von modifizier-
ter DNA. Allerdings ist das Potential solcher Methoden enorm, da sie vom Be-
reich der Nanomaterialien bis hin zur klinischen Diagnostik von Krankheiten
eine grofie Rolle spielen kénnen.

e
Festphasensynthese modifizierte Enzymatischer Einbau
DNA
et |
]
| =T
- =
o / N o
Oay; [ ] ' bcr | 7
ka’/o o — ' Zyus E oy, o
m & fk ] i N
NH - ly
_ | — p o o o |
kS O o N So — H ©0-P-0-P-0-P-0 NS
o — 65 % © o
w e € Q
O o, /k - OH
o O«P’Nj/ Reagenzien + |mm=__: =u Polymerase +
# Synthesizer j—' PCR-Maschine THiohosohat
| riphospha
N ]
[ ]
Phosphoramidit -lj —
-—i-_.- )
= .-l-
[ |
N——

Abbildung 1.2: Verschiedene Methoden fiir die Herstellung von DNA durch
Festphasensynthese mit Hilfe von Phosphoramiditchemie (links) oder durch
enzymatischen Einbau des Triphosphats (rechts).



1.1. Festphasensynthese

Um Modifikationen in DNA einzufiihren, miissen die verschiedenen Arten
der Herstellung von DNA beriicksichtigt werden (s. Abb. 1.2). Kurze Oligomere
werden an der festen Phase synthetisiert. Daher miissen die verwendeten Mo-
difikationen mit den eingesetzten Reagenzien kompatibel sein. Im Gegensatz
dazu konnen sehr lange DNA-Strange nur iiber den enzymatischen Einbau mit
Hilfe der Polymerase Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) hergestellt
werden. Beide Methoden sollen im Folgenden kurz vorgestellt werden.

1.1. Festphasensynthese
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Abbildung 1.3: Prinzip der Festphasensynthese von DNA mit DMT-
Phosphoramiditchemie.

Die Synthese an der festen Phase wird meistens mit Hilfe von DMT-
Phosphoramiditchemie (DMT: 4,4’-Dimethoxytrityl) durchgefiihrt (s. Abb. 1.3).
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Das Oligomer wird durch aufeinanderfolgende Kupplungen an der festen Pha-
se von 3’ in 5’-Richtung aufgebaut. Die zu kuppelnden Monomere werden
als 5’-DMT-3’-Phosphoramidite eingesetzt. Zu Beginn eines Kupplungszyklus
wird mit Hilfe von Saure die Dimethoxytritylgruppe abgespalten (Entschiit-
zen). Im ndchsten Schritt werden die nun freien Hydroxylgruppen mit dem
Phosphoramidit der ndchsten Base gekuppelt. (Kupplung). Dazu wird das Phos-
phoramidit mit einem Aktivator aktiviert. Nach der Kupplung werden nicht
umgesetzte freie 5'-OH-Gruppen im basischen Milieu durch Reaktion mit ei-
nem Anhydrid verestert, damit sie im ndchsten Kupplungsschritt nicht reagie-
ren (Abbruchsequenzen verschlieffen). Um eine Hydrolyse der Phosphorbindung
wihrend der weiteren Synthese zu verhindern wird der Phosphor mit einer Iod-
Losung zum Phosphat aufoxidiert (Oxidation). Die Cyanoethoxy-Gruppe bleibt
dabei als Schutzgruppe des Phosphates erhalten. Danach kann der Zyklus mit
einer neuen Entschiitzung des gerade gekuppelten Bausteins wieder beginnen.

In der Synthese werden fiir die reaktiven Gruppen der Basen sdure- und oxi-
dationsstabile Schutzgruppen eingesetzt. So sind die Aminogruppen der Nu-
kleobasen mit basenlabilen Schutzgruppen, mit Acetyl oder Benzoyl-Gruppen
geschiitzt. Durch Behandlung mit Base wird nach der Synthese das fertige Oli-
gomer vom festen Trdger abgespalten, die Basen entschiitzt und die Phosphate
freigesetzt.

Die Bedingungen des Synthesezyklus zeigen die Anforderungen der Festpha-
sensynthese an eine Modifikation. Sie wird im Laufe des Synthesezyklus und
der Abspaltung sowohl stark sauren als auch basischen Bedingungen ausge-
setzt. Allerdings lassen sich bestimmte Schritte durch spezielle Protokolle, z. B.
bei der Abspaltung vom Trager oder bei der Entschiitzung, durch mildere Vari-
anten ersetzen. Bei der Synthese sollte es aufserdem zu keinerlei Zersetzung der
Modifikation kommen, da sich Nebenprodukte bei langen Oligomeren kaum
noch abtrennen lassen.

Mit Festphasensynthese lassen sich auch sehr grofie Mengen an DNA (bis zu
mehreren Millimol) zuverladssig herstellen. Die Festphasensynthese ermoglicht
die Einfithrung einer grofien Anzahl an Modifikationen in einer Synthese. Im
Extremfall konnte mit jeder Kupplung eine anders modifizierte Base eingebaut
werden. Die Ausbeute im Kupplungsschritt begrenzt aber die maximale Lange
der Oligomere auf ca. 50 Basen. Dies ist allerdings fiir Anwendungen, wie Anti-
sense oder Microarrays ausreichend. Deutlich langere DNA lasst sich nur tiber
die Polymerase Kettenreaktion (PCR) herstellen.
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Abbildung 1.4: Das Prinzip der Polymerase Kettenreaktion (PCR).

Die von Kary B. Mullis in den achtziger Jahren entwickelte Polymerase Ketten-
reaktion (polymerase chain reaction PCR) revolutionierte die Biochemie.>7] Mul-
lis ibertrug das Prinzip der natiirlichen Vervielfaltigung von DNA in vivo auf
die Vervielfiltigung von beliebigen DNA-Sequenzen in vitro (s. Abb. 1.4). Fir
die PCR werden die abzulesende Sequenz (Templat), die Triphosphate der vier
Basen, die Polymerase und die Primer, welche zum Anfang und Ende der ab-
zulesenden Sequenz komplementir sind, zusammengegeben. Dabei kann das
Templat deutlich langer als das PCR-Produkt sein, z. B. ein komplettes Genom.
Im ersten Schritt wird das Templat durch Erhitzen auf Temperaturen von tiber
90 °C in die Einzelstrange aufgetrennt (Denaturieren). Im ndchsten Schritt wer-
den bei niedrigerer Temperatur (ca. 50-60 °C) die Primer mit den entsprechen-
den Sequenzen am Templat hybridisiert (Primerhybridisierung). Dies wird da-
durch begiinstigt, dass die Primer in groSem Uberschuss eingesetzt werden. Im
ndchsten Schritt verldngert die Polymerase die Primer-Templat-Hybriden zu
vollstindigen Doppelstrangen (Verlangerung). Die gebildeten PCR-Produkte
dienen nach erneuter Denaturierung als zusétzliches Templat im ndchsten Zy-
klus. Dadurch wird unter idealen Bedingungen mit jedem Zyklus die Menge
an DNA verdoppelt. In der ersten Zeit war die PCR noch ein miihseliger Pro-



