ZUSCHRIFTEN

Tabelle 3. Spaltprodukte nach Abbau von Ecoflex mit isolierter Reinkul-
tur (Test 1-3) und mit Rein- und Mischkultur aus Kompost (Test 4). x =
detektiert; — =nicht detektiert.

Testl?! Monomerel’! aliph. Oligomerel®  arom. Oligomerel®!
B A T BA ABA BT BTB

1 X X X X X X X

2 X X X X X - -

3 X X X - -

4 _ _ _ _ _ _ _

[a] Test 1: 1750 mg Polyester in 80 mL Medium. Abbauprodukte mit
isolierter Reinkultur nach 21 d. Abbruch der Enzymaktivitdt durch pH-
Wertianderung (In-situ-Bildung groBer Mengen an Sduren). Test2-4:
350 mg Polyester in 80 mL Medium. Abbauprodukte mit isolierter
Reinkultur nach 7 d (Test 2) und nach 21 d (Test 3). Bei Test 4 wurde 7 d
mit isolierter Reinkultur und anschlieBend 14 d mit Komposteluat inoku-
liert. [b] A: Adipinsdure, B: 1,4-Butandiol, T: Terephthalsidure. Produkte,
die von der Spaltung an M (sieche Schema 2) herriihren kénnten, sind hier
nicht beriicksichtigt. Nach Test 4 konnten durch GC-Analyse keine Ab-
bauintermediate mehr detektiert werden.

nicht bewiesen. Ebenso wahrscheinlich ist es, daB3 der
Copolyester ,,zuféllig” der Struktur von natiirlichen Substra-
ten &dhnelt und deshalb von den Exoenzymen gespalten
werden kann, die Monomere aber dann durch die innerzellu-
laren Biosynthesewege nicht verarbeitet werden konnen.

Anhand der hier beschriebenen Abbauuntersuchungen
konnte gezeigt werden, daB die im Kompost ubiquitir
vorhandenen Mikroorganismen in der Lage sind, auf fossilen
Rohstoffen basierende aliphatisch-aromatische Copolyester
wie Ecoflex vollstdndig biologisch abzubauen, d. h. vollstéandig
in natiirliche Endprodukte des Stoffwechsels zu mineralisie-
ren. Entscheidend ist demnach fiir die biologische Abbau-
barkeit allein die chemische Struktur und nicht die Rohstoff-
quelle.
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Topologische Verbindung zwischen einer
Doppelstrang-DNA und einer ringformigen
Einzelstrang-DNA **

Heiko Kuhn,* Vadim V. Demidov* und
Maxim D. Frank-Kamenetskii*

Es ist bekannt, da DNA eine Reihe topologischer (und
pseudotopologischer) Strukturen wie Knoten, Catenane,
Borromiische Ringe und Pseudorotaxane bilden kann.[!
Ebenso weil man, daB die Topologie der DNA eine
entscheidende Rolle bei solch grundlegenden biologischen
Phinomenen wie ihrer Uberspiralisierung und Topoisomeri-
sierung spielt.?! Eine andere Ursache fiir das erhebliche
Interesse an topologischen DNA-Strukturen hoherer Ord-
nung rithrt von der Erkenntnis her, dafl topologische und
pseudotopologische DNA-Formen eine stabile und sequenz-
spezifische DNA-Adressierung erméglichen konnten. Ent-
sprechend lieen sich auch eine ,,punktgenaue* DNA-Detek-
tion und eine préazise rdumliche Positionierung von Liganden
an einem DNA-Geriist realisieren. Dies konnte zu neuen
Anwendungen in der molekularen Biotechnologie, der Gen-
therapie und dem aufblithenden Feld der DNA-Nanotechno-
logie fithren.['d-3]

Eine der aussichtsreichen pseudotopologischen DNA-Kon-
struktionen ist das ,,DNA-Vorhédngeschlo“. Es besteht aus
einem langen Einzelstrang(ss)-DNA-Molekiil, das zusammen
mit einem kurzen, cyclischen Oligodesoxyribonucleotid
(cODN) ein Pseudorotaxan bildet.[) Eine andere interessante
Struktur vom Pseudorotaxantyp, die ,gleitende Klammer®,
enthilt ein kurzes cODN, das auf eine Doppelstrang(ds)-
DNA aufgefidelt ist.' Ohne den prinzipiellen Nutzen der
erwihnten pseudotopologischen Strukturen fiir die DNA-
Markierung in Zweifel ziehen zu wollen, ist zu bemerken, daf3
die cODN-Komponente in solchen Konstruktionen iiber
nennenswerte Distanzen an der Ziel-DNA entlanggleiten
kann, so daB} die rdumliche Prizision der Markierung beein-
trachtigt ist.

Wir haben eine neue supramolekulare Struktur aufgebaut,
ein ,verbundenes“ DNA-Pseudorotaxan, in dem ein Teil
einer cODN sequenzspezifisch auf einen Strang einer dsDNA
aufgefidelt zu sein scheint (sieche Schema 1l und Abbil-
dung 1a). In diesem System wird so lange eine echte
topologische Verbindung aufrechterhalten, wie das dsDNA-
Makromolekiil die native Doppelhelixkonformation beibe-
halt. Damit bleibt die cODN-Komponente wihrend mogli-
cher Manipulationen nach der Assemblierung korrekt an der
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Doppelhelix positioniert. Schema 1 verdeutlicht den schritt-
weisen Aufbau des Komplexes. Als erstes offneten wir die
dsDNA an zwei eng benachbarten Stellen mit einem Paar von
Peptidnucleinsiure(PNA)-Offnern.l* ¢l Diese binden an einen
der beiden DNA-Striange und verdridngen den gegeniiber-
liegenden Strang so aus seiner Position, da er fiir die
Hybridisierung mit einem ODN zugénglich wird.

doppelstréngige DNA

l+ Bis-PNA-,Offner

Offner 1 ffner 2

+ Oligonucleotid
+ Ligase

Ligationsstelle \ligonucleotid-Marker

T R e
P 9

Schema 1. Die wichtigsten Schritte beim Zusammenfiigen topologisch
verbundener Pseudorotaxane und Catenane III an doppelstrangiger DNA
I. Zunichst wird die Zielsequenz in der dsDNA (linear oder circulidr) an
zwei dicht benachbarten Stellen durch das Einbringen eines Paares von
PNA-Offnern zwischen die Striinge geoffnet. Dadurch bildet sich Struktur
II, in der einer der beiden dsDNA-Stringe fiir die Hybridisierung mit
einem ODN zuginglich wird. Das ODN kann eine oder mehrere
Reportergruppen enthalten; die Sequenz ist so gewihlt, daf die Enden
komplementér zu der freigelegten Ziel-DNA sind und durch die Hybri-
disierung in unmittelbarer Nachbarschaft zu liegen kommen. Nach der
Hybridisierung wird das ODN durch enzymatische Ligation circularisiert.

Wie im Fall des Vorhéngeschlosses!*! synthetisierten wir ein
lineares ODN;; es enthielt eine nichthomologe Sequenz, die
von zwei zum verdriangten DNA-Strang komplementédren
Sequenzen aus 8-10 Nucleotiden flankiert wurde (siche
Experimentelles). Nach der Hybridisierung mit der Ziel-DNA
lagen die beiden Enden der linearen ODN nebeneinander
und wurden durch eine DNA-Ligase kovalent verkniipft. Das
entstehende cODN bildete fast zwei Doppelhelixwindungen
mit der verdrdngten DNA und war daher mit der Zielsequenz
topologisch verbunden. Folglich kann der entstandene
cODN-dsDNA-Komplex nur durch Spaltung des DNA-Riick-
grats oder durch vollstdndige Trennung der komplementédren
DNA-Stringe aufgelost werden. Auf diese Weise wurde
eine topologische Markierung in Form eines Ohrrings se-
quenzspezifisch in dsSDNA eingefiihrt (siche Abbildungen 1a
und 2a).

In unseren ersten Experimenten verwendeten wir ein
lineares, 340 Basenpaare (bp) langes dsDNA-Fragment, das
die Zielsequenz enthielt, und analysierten den resultierenden
Komplex anhand der Verédnderung der elektrophoretischen
Beweglichkeit (EMSA = electrophoretic mobility shift assay).
In Abbildung 1b sieht man, da nur wenn T4-DNA-Ligase
und das ODN vorhanden sind (Spur 3), ein spezifisches
Produkt (IIT) entsteht (das so langsam wie ein 1050 bp langes
DNA-Fragment wandert).”) Unsere topologische Markierung
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Abbildung 1. a) Nicht mafBstabsgetreue, schematische Darstellung des mit
einem linearen, 340 bp langen dsDNA-Fragment aufgebauten Pseudoro-
taxans III. Als Reportergruppe wurde ein biotinyliertes Segment in das
Riickgrat des Oligonucleotids eingefiigt. b) EMSA-Nachweis der spezifi-
schen Bildung von III (siche Schema 1; Spuren 3 und 4; Details sind unter
Experimentelles beschrieben). In Spur C ist das Fragment I allein auf-
getragen, in Spur M befinden sich (wie auch in den anderen EMSA-
Auftragungen) Markerfragmente von 100 bp GroBendifferenz (Gibco
BRL). Die Spuren 1 und 2 geben Kontrollexperimente wieder. Ein Ansatz,
der vor der Elektrophorese mit Streptavidin inkubiert wurde, ist in Spur 4
aufgetragen. Banden, die so schnell wie 700 bp lange Fragmente laufen,
entsprechen dem DNA-PNA-Komplex II. ¢) EMSA-Analyse der Stabilitit
von II. Eine Mischung aus II und III wurde im Ligationspuffer die
angegebenen Zeiten auf 65°C erhitzt. Wihrend die PNA-Offner allmih-
lich von II abdissoziieren und dabei Komplex II* als Zwischenprodukt
(Ziel-dsDNA + ein PNA-Offner) sowie die urspriingliche dsDNA I ent-
stehen, bleibt die Menge an Pseudorotaxan III nahezu unveridndert.

trug ein Biotinmolekiil, und nach Zugabe von Streptavidin
(Spur 4) wurde eine weitere spezifische Verzogerung von III
sichtbar, die durch die Komplexierung von Biotin durch
Streptavidin zustandekam (III*). Wenn III ein ,,verbundenes*
Pseudorotaxan ist, sollte es bei Temperaturen noch stabil sein,
bei denen normale ODN-DNA-Doppelhelices bereits zer-
fallen. Um dies zu priifen, erhitzten wir III zusammen mit
dem PNA-DNA-Komplex II eine Stunde lang auf 65°C.
Wihrend dieser Zeit dissoziierten die PNA-Offner, die sehr
stabile Komplexe mit DNA bilden,®! vollstindig von der
DNA ab, wédhrend die Menge an III unverédndert blieb
(Abbildung 1¢).

Nur die Bindung von allen drei spezifischen Liganden (den
beiden PNA-Offnern und der ODN-Sonde) an die dsDNA
fiihrte zur Produktbildung. Es durfte erwartet werden, daf3 bei
der Komplexbildung so gut wie keine Fehlpaarungen zwi-
schen cODN und dsDNA toleriert wiirden. Und tatséchlich
konnen Fehlpaarungen an den Bindestellen der Offner ein-
fach kinetisch beim PNA-Bindeschritt unterschieden wer-
den.Bl AuBerdem beeinflussen solche Fehlpaarungen die
supramolekulare Zusammenlagerung zweimal, ndmlich wih-
rend der Offnung der dsDNA und wihrend der Hybridisie-
rung mit dem ODN. Folglich wirken sie sich extrem ungiinstig
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aus. Eine Fehlpaarung diirfte sich weniger gravierend aus-
wirken, wenn sie sich zwischen den Bindestellen der PNA-
Offner befindet. In diesem Fall ist die Fehlpaarung jedoch
direkt an der Ligationsstelle oder in ihrer unmittelbaren
Nihe, so dal die Schwichung des ODN-DNA-Komplexes
zusammen mit der intrinsischen niedrigen Fehlertoleranz des
Ligationsenzyms!” die Circularisierung des ODN verhindern
sollte. Tatséchlich gelang es uns nicht, ein ,,verbundenes®
Pseudorotaxan auf einem dsDNA-Fragment zusammenzufii-
gen, das eine einzige Fehlpaarung in der Sequenz zwischen
den beiden PNA-Bindestellen trug (Daten nicht gezeigt; die
Position der Fehlpaarung ist unter Experimentelles angege-
ben).

Als nichstes ,,bauten” wir ein DNA-Catenan mit einem
sequenzspezifisch verschlossenen Verbindungselement, fiir
das wir ein geschlossenes circuldres (cc=closed circular)
dsDNA-Plasmid als Zielverbindung nutzten (Abbildung 2).
Das Vorgehen mit ,gleitenden Klammern“ ist fiir die

b
ODN + + +
Ligase - + +
ExoVIl = = +
M C 2 3
I
1|
In*
I

Abbildung 2. a) Nicht maBstabsgetreue, schematische Darstellung der
Catenanstruktur, die mit einer ccDNA als Zielverbindung erhalten wurde.
b) Nach Bildung des Komplexes mit der ccDNA wurde die Probe zur
Vorbereitung der EMSA-Analyse mit Pvull-Endonuclease verdaut. Der
Komplex III bildete sich fast quantitativ (Spur 2). Um die Circularisierung
des Oligonucleotids nachzuweisen, wurde das Produkt in diesem Experi-
ment mit 10 Einheiten ExoVII eine Stunde bei 37°C verdaut (Spur 3).01"]
Spur C ist ein Kontrollexperiment, in dem das ODN mit 10 Einheiten
ExoVII bei den gleichen Bedingungen vorinkubiert wurde, bevor eine zu
Spur 2 analoge Ligationsreaktion durchgefiihrt wurde. In diesem Kontroll-
experiment tauchen ebenso wie in dem ohne Ligase (Spur 1) mehrere
Banden auf, die den Strukturen I, II* (entstanden durch das partielle
Abdissoziieren von PNA-Oligomeren vom Komplex II wihrend der
Enzymreaktion) und II entsprechen.

topologische Markierung von ccDNA ungeeignet, weil dafiir
zugdngliche Enden der doppelstringigen Ziel-DNA notwen-
dig sind.l"! Um das Produkt mit EMSA zu analysieren, wurde
es mit einem Restriktionsenzym geschnitten, so daf} ein
340 bp langes dsDNA-Fragment entstand. Es wurde ebenfalls
ein Komplex III mit charakteristisch verringerter elektropho-
retischer Beweglichkeit beobachtet (Spur2). Dieser war
unempfindlich gegen Exonuclease VII (ExoVII, Spur 3).01
Dagegen wurde nicht circularisiertes ODN durch ExoVII
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abgebaut (Spur C), was ein iiberzeugender Beleg fiir die Cir-
cularisierung der ODN-Sonde in diesem Versuchsansatz ist.
So stimmen alle Daten mit der vorgeschlagenen Bildung
von ,,verbundenen®“ Pseudorotaxanen und Catenanen iiber-
ein, in denen sequenzspezifische, ohrringéhnliche Markierun-
gen unbeweglich mit der Ziel-dsDNA verbunden sind. Die
beschriebenen topologischen DNA-Strukturen unterscheiden
sich wesentlich von frither hergestellten Pseudorotaxa-
nen,l'®#l da in ihnen eine echte topologische Verbindung
zwischen dsDNA und cODN besteht, bei der die prézise
positionierte Markierung eine genau festgelegte Stelle an der
Doppelhelix einnehmen mufl. Zusammen mit der bemer-
kenswerten Sequenzspezifitit der Strukturbildung sollte diese
Eigenschaft bei der sehr genauen Lokalisierung von Marker-
sequenzen innerhalb von Genomen helfen. AuBBerdem wur-
den mit dem hier beschriebenen PNA-gesteuerten Zusam-
menbau von Komplexen, PNA-Oligomere in das Repertoire
nanotechnologischer DNA-Werkzeuge eingefiihrt.

Experimentelles

Das Zielplasmid mit der Sequenz 5-GATC,T,CGA,C,T,CT, TGATC-3'/3'-
GATCA;GA,G,T,CGA,G,ATC-5" wurde durch Klonieren der entspre-
chenden Oligonucleotidpaare in die BamHI-Schnittstelle von pUC19
hergestellt (die ODN-Bindestelle ist kursiv, die PNA-Bindestellen sind
halbfett dargestellt). Die Ziel-DNA mit einer einzigen Fehlpaarung
enthielt ein A-T- anstelle des unterstrichenen G-C-Basenpaares zwischen
den PNA-Bindestellen. Folgende nach bekannten Verfahren!'!l hergestell-
te, durch Umkehrphasen-HPLC gereinigte und durch MALDI-TOF-
Massenspektrometrie charakterisierte PNAs wurden als Offner verwendet:
H-TC,T,C-egl-(Lys),-egl-JT,J,T-Lys-NH, und H-Lys,-T;JT,J,-(egl);-
C,T,CTs-Lys-NH, (Lys = Lysin, J =Pseudoisocytosin, egl =8-Amino-3,6-
dioxaoctanséure als Linker). Fiir die Circularisierung wurde das 5'-
phosphorylierte ODN 5'-GA,G,AT;GT;CT,AXT,GT;AT:A4,GA,G,T,C-
3’ (hergestellt von Operon; X symbolisiert ein biotinyliertes Reporterseg-
ment von Ibioteg, das in das Riickgrat eingefiigt wurde) eingesetzt. Die 8 —
10 Nucleotide langen Endstiicke, die zur Ziel-DNA komplementir sind,
sind kursiv gedruckt.

Fiir die Synthese des Pseudorotaxans III wurde zunéchst die Plasmid-DNA
mit Pvull-Endonuclease in zwei Fragmente von 2367 und 340 bp Lénge
gespalten; das kiirzere Fragment ist das Zielfragment I. Die verdaute DNA
wurde dann mit alkalischer Phosphatase (CIP, New England BioLabs)
dephosphoryliert. In einem typischen Experiment wurde der PNA-DNA-
Komplex II hergestellt, indem 10pL 0.1mM Natriumphosphatpuffer
(pH 6.8), 63 uL. Wasser und je 10 pL der beiden 20 um PNA-Losungen zu
7 uL verdauter, dephosphorylierter Plasmid-DNA (7 ug, 4 pmol) gegeben
wurden und alles 4 h bei 37 °C inkubiert wurde. Ungebundene PNA wurde
durch Gelfiltration iiber Sephadex G-50 (Sigma) entfernt. Zu einem 10-uL-
Aliquot dieser Losung (ca. 0.7 ug Gesamt-DNA) wurden 2 puL Ligations-
puffer (10 x , Fermentas), 5 pLWasser, 2 uL. 4 um ODN und 1 pL T4-DNA-
Ligase (30 Einheiten pro pL, Fermentas) gegeben und der Ansatz nach-
einander 2 h bei 16°C, 15 min bei 45°C und 2 h bei 16°C inkubiert. Die
Behandlung mit Exonuclease VII (USB) wurde in 1 x Ligationspuffer
durch Zugabe von 1 uL. ExoVII (10 Einheiten) gestartet und der Ansatz
1 h bei 37°C inkubiert. Vor der Elektrophorese wurden die Proben durch
Gelfiltration entsalzt, mit Phenol/Chloroform extrahiert, mit Ethanol
gefillt und wieder aufgenommen in 10 pL TE-Puffer (10mm Tris(hydroxy-
methyl)aminomethan, 0.1 mm Ethylendiamintetraessigsdure, pH 7.4). Der
Komplex II* wurde durch 1 h Inkubation von 10 uL einer Probe von III
mit 2 pL 1mwm Streptavidin bei 37 °C hergestellt.

Fiir die analoge Synthese des Catenans wurde iiberspiralisierte Plasmid-
DNA eingesetzt. In diesem Fall wurden die Proben nach der Ligations-
reaktion mit Pvull-Endonuclease verdaut.

Die EMSA-Analysen wurden in nichtdenaturierenden 10proz. Polyacryl-
amidgelen in TBE-Puffer (90mM Tris, 90mM Borsidure, 2mM EDTA,
pH 8.0) durchgefiihrt. Die Elektrophorese lief 4 Stunden bei Raumtempe-
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ratur, 250 Vund 20 mA. Die Gele wurden mit Ethidiumbromid gefarbt und
mit einer CCD-Kamera mit dem digitalen Bildauswertesystem IS-1000 von
Alpha Innotech ausgewertet.

Eingegangen am 25. November 1998,
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Caesiumhydroxid: eine hochwertige Base zur
katalytischen Alkinylierung von Aldehyden
und Ketonen und zur katalytischen
Alkenylierung von Nitrilen**

Dimitrios Tzalis und Paul Knochel*

Die metallkatalysierte Bildung von neuen C-C-Bindungen
ist eine wichtige Synthesemethode.l! Besonders interessant
sind dabei Additionen an Mehrfachbindungen, wobei keine
Nebenprodukte gebildet werden (atomdkonomische Reak-
tionen).? Somit hat die metallkatalysierte Addition von
Alkinen vom Typ 1 an Carbonylkomponenten vom Typ 2
unter Bildung von Propargylalkoholen vom Typ 3 eine
betrachtliche priparative und industrielle Bedeutung. Derar-
tige Reaktionen in Gegenwart einer stochiometrischen Men-
ge von Base, z.B. einem Organolithium oder Organomagne-
siumreagens, wobei ein intermedidres Metallacetylid® gebil-
det wird, sind ausfiihrlich beschrieben worden. Dagegen sind
nur wenige Berichte iiber die katalysierte Aktivierung von
Alkinen und Additionen an Carbonyl-Derivate bekannt.™>]
Sie sind hauptsiéchlich auf Acetylen! oder auf einige Carbo-
nylverbindungen wie Cycloalkanonel® beschriinkt. Wir wollen
iiber die auBergewoOhnliche Aktivitit von Caesiumhydr-
oxid®7 zur katalytischen Bildung von stark nukleophilen,
stabilisierten metallorganischen Spezies berichten (Sche-
ma 1). In Gegenwart einer katalytischen Menge CsOH - H,O

o , CSOH - Hz0 (10-30 Mol-%) OH
Rl)k , + H—=TR L )ﬁlﬁ
R THF/DMSO oder THF, R 2

RT, 1-5 h R
2 1 3: 66-96%

Schema 1. CsOH-katalysierte Alkinylierung von Aldehyden und Ketonen
mit terminalen Alkinen. R!, R?= Alkyl, H; R?®= Alkyl, Aryl, Alkenyl.

(10 Mol-%) addiert Phenylacetylen 1a (1.5 Aquiv.) an Cy-
clohexanon 2a in THF in 1 h bei RT. Nach Aufarbeitung wird
der gewiinschte Propargylalkohol 3a in 88% Ausbeute
erhalten (Nr.1 in Tabelle 1). Unter diesen Bedingungen
addiert Phenylacetylen an verschiedene aliphatische Ketonel®!
oder aliphatische Aldehyde mit Ausbeuten zwischen 66 und
96 %. Einige dieser Reaktionen sind nach 5 min bei RT
abgeschlossen. Fiir die Addition von weniger aciden Alkinen
wurde als Losungsmittel eine 1:1-Mischung aus THF und
DMSO zusammen mit CsOH-H,O (30 Mol-%) verwendet.
Unter diesen Bedingungen gehen die meisten terminalen
Alkine eine glatte Addition an sekundidre oder tertidre
aliphatische Aldehyde oder aliphatische Ketone ein, wobei
die entsprechenden Propargylalkohole vom Type 3 (Tabel-
le 1) gebildet werden. Um die konkurrierende Aldolreaktion
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