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Eine Metallionen freisetzende Sonde fiir
den DNA-Nachweis durch katalytische
Signalverstirkung**

Nora Graf, Mareike Goritz und Roland Krimer*

Chemische oder physikalische Signale werden in biologischen
Systemen sehr effizient verstirkt und iiber Signalkaskaden,
die verschiedene Signaltransduktions- und katalytische Am-
plifizierungsschritte einschliefen, schnell in biochemische
Antworten umgewandelt. Die Signalverstdrkung durch Ka-
talyse wird fiir die Entwicklung hoch empfindlicher Analy-
sesysteme genutzt. Viele leistungsfiahige Verfahren beruhen
auf enzymatischer Verstdarkung, z.B. der viel verwendete
ELISA-Test (enzyme-linked immunosorbent assay). Die
Entwicklung von Amplifizierungsstrategien, die biologischen
Systemen nachempfunden sind, aber chemische Katalysato-
ren einsetzen, ist ein aufstrebendes Forschungsgebiet.!'! Bei-
spielsweise wurde kiirzlich ein Chloridsensor beschrieben, bei
dem der Analyt als allosterischer Effektor? wirkt und einen
synthetischen Katalysator aktiviert.”! In einem von Anslyn
und Mitarbeitern eingefiihrten Analyseverfahren! verdringt
das zu detektierende Metallion (Priméirsignal) ein anderes
Metallion aus einem Makrocyclus. Letzteres (das ,,umge-
wandelte® Signal) assoziiert als Cofaktor mit einem Prika-
talysator zum aktiven, signalverstirkenden metallorgani-
schen Katalysator.

Unser Sensorkonzept beruht auf einer neuartigen allo-
sterischen Umwandlung des Primirsignals (hier ein DNA-
Oligonucleotid) in ein Metallionen-Signal (Schema 1). Dieses
Ion aktiviert als Cofaktor einen chemischen Redoxkatalysa-
tor, der ein nicht fluoreszierendes Substrat in ein fluoreszie-
rendes Produkt umsetzt. Das Verfahren wird dadurch flexib-
ler, dass die Strukturen von Primirsignal und umgewandel-
tem Signal nicht dhnlich sein miissen. Aktuell besteht grof3es
Interesse am PCR-unabhidngigen Nachweis von Nuclein-
sduresequenzen durch katalytische Signalverstdrkung, wobei
Enzym- und Ribozym-Methoden im Vordergrund stehen.”’

Der Primérrezeptor in Schema 1 ist eine an beiden Enden
mit 2,2":6'2"-Terpyridin (tpy) modifizierte 20mere DNA 1
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Schema 1. Detektion von DNA 3 (= Primirsignal) durch allosterische
Signalumwandlung und katalytische Signalverstarkung durch Bildung
des Fluoreszenzfarbstoffs DCF. Die Abkiirzungen sind im Text defi-
niert.

(Schema 2). Die Synthese von 1 und der 3’-Mono(tpy)-DNA
2 wurde an anderer Stelle beschrieben.[*!
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Schema 2. Strukturen von DCFH, DCF, substituiertem tpy und phen
sowie die Basensequenzen der Terpyridin-Oligonucleotid-Konjugate 1
und 2, der komplementidren DNA 3 und der DNA 4 mit Fehlpaarung.

Die Koordination von Kupfer(II) durch beide Terpyridin-
Einheiten in 1-Cu kann tiber UV-spektrophotometrische Ti-
tration, ein charakteristisches EPR-Signal (g, =2.23, A, =
156 G) und die Destabilisierung eines Hybrids von 1 mit
einem kurzen komplementiren DNA-Strang nachgewiesen
werden (siehe Hintergrundinformationen). Ein Uberschuss
an 1,10-Phenanthrolin (phen), einem hoch affinen Kup-
fer(II)-Chelator (Komplexbildungskonstanten: lgK =9.2"
fiir (phen)Cu", 1gK=9.1 fiir (tpy)Cu"®), fiihrt nicht zur
Extraktion des Metallions aus 1-Cu. Die Intensitdt der UV-
Bande bei 320 nm fiir Kupfer(II)-komplexiertes tpy nimmt
jedoch bei der Zugabe komplementirer 20merer DNA 3 zu
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einer Losung von (1-Cu)phen spontan ab (siche Hinter-
grundinformationen), und nach einer Minute ist keine wei-
tere Verdanderung der Absorptionsbande zu beobachten. Of-
fensichtlich macht die Bildung der starren 1:3-Doppelhelix
eine intramolekulare Bis-Chelatisierung unmoglich und de-
stabilisiert dadurch die Wechselwirkung in 1-Cu.

Das katalytische Modul des Nucleinsdure-Detektions-
verfahrens besteht aus dem zweizdhnigen Chelatliganden und
Prékatalysator 1,10-Phenanthrolin (phen), seinem Cofaktor
Kupfer(IT), dem nicht fluoreszierenden Substrat 2',7'-Di-
chlordihydrofluorescein (DCFH), Luft als Oxidationsmittel
und Cysteamin (H,NCH,CH,SH) als reduzierendem Cosub-
strat. Ein plausibler Reaktionsweg fiir die Bildung des fluo-
reszierenden Produkts 2',7'-Dichlorfluorescein (DCF) sieht
die durch (phen)Cu vermittelte Erzeugung von H,0, aus O,
mit Cysteamin vor, auf die eine durch (phen)Cu katalysierte
H,0,-Oxidation von DCFH zu DCF folgt.”)! Obwohl bei
dieser Reaktion wahrscheinlich auch OH-Radikale und
andere reaktive Sauerstoffspezies entstehen,!'”) konnte bei
der HPLC-Analyse keine signifikante Spaltung der Oligo-
DNA detektiert werden (siche Hintergrundinformationen).
Unserer Meinung nach wirkt DCFH als Antioxidans und
schiitzt die DNA vor deren Abbau. DCFH wird als fluoro-
gene Sonde zur Quantifizierung reaktiver Sauerstoffspezies
in lebenden Zellen verwendet.!'!

Die Entstehung des Produkts DCF wurde anhand des
Anstiegs der relativen Fluoreszenzintensitét bei 523 nm zeit-
lich verfolgt (d/,/df). Das Diagramm in Abbildung 1a ver-
deutlicht die Sequenzselektivitidt und das Diagramm in Ab-
bildung 1b die Empfindlichkeit des Verfahrens. Die Kon-
zentrationen der Reagentien wurden im Hinblick auf ein
hohes Signal-Rausch-Verhiltnis optimiert.

Wihrend die Oxidation von DCFH durch 1-Cu in Ge-
genwart eines Uberschusses an phen sehr langsam ist, nimmt
die Reaktionsgeschwindigkeit nach Zugabe komplementérer
DNA 3 sehr stark zu. Etwa zwei Drittel der Aktivitédt einer
,DNA-freien“ phen/Cu"-Losung wird beobachtet, was auf
die Bildung des Katalysators (phen)Cu hindeutet.'” Tm Un-
terschied zu 1-Cu weist eine 2/Cu/phen-Mischung auch ohne
komplementidre DNA eine erhebliche katalytische Aktivitét
auf (Abbildung 1a). Dies zeigt, dass das Kupferion aus dem
Komplex mit Mono(tpy)-DNA 2 leicht verdringt werden
kann, und bestitigt die erhebliche Stabilisierung von 1-Cu
durch intramolekulare Bis-Chelatisierung. Das Verfahren
ermoglicht die Erkennung einzelner Basenfehlpaarungen:
Die Geschwindigkeit der DCF-Bildung in Gegenwart der
DNA 4 (C/T-Austausch) liegt nur leicht iber dem Hinter-
grund. Bei niedrigen Konzentrationen an 1-Cu liegt die
Nachweisgrenze fiir komplementire DNA 3 bei 5nm
(250 fmol; Abbildung 1b).

Nach 12 Stunden Reaktionszeit kann die Fluoreszenz
einer 1 und 3 enthaltenden Lésung (Abbildung 1a) mit
bloBem Auge beobachtet werden (Abbildung 2). Bezogen auf
Kupfer(IT) und DNA 3 werden Umsatzzahlen von 20 bzw. 5
erreicht.

Der beschriebene Prototyp eines neuartigen DNA-Sen-
sors erreicht nicht die niedrigen Nachweisgrenzen einiger
bekannter Systeme,”**! denn seine Empfindlichkeit ist durch
die unkatalysierte Hintergrundoxidation des fluorogenen

www.angewandte.de

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

dl_/dt 10

1 2 143 144

dl,/dt 20

154 I

104 T

0 | . - .
0 0.005 0.01 0.05
c(3)/ pum

Abbildung 1. Zunahme der relativen Fluoreszenzintensitit zu Beginn
der Messung (0-10 min) gegen die Zeit (dl,/dt, 4,,=503 nm,
Aem=523 nm): 25°C, pH 7 (10 mm MOPS-Puffer), DCFH (10 um), Cys-
teamin (100 pm), NaCl (0.1 m) sowie 5 um phen, 0.5 um CuSO, und

2 um der angegebenen DNA-Oligonucleotide (a), oder 0.2 um phen,
0.02 um CuSO,, 0.05 um 1 und DNA 3 in variabler Konzentration (b).
MOPS = 3-(N-Morpholino) propansulfonsiure.

Substrats DCFH eingeschrinkt. Zudem ist die Signalver-
starkung aufgrund der geringen Umsatzgeschwindigkeit
(2h™") wenig effizient. Um Empfindlichkeit und Signalver-
starkung zu erhohen, muss das katalytische Modul optimiert
werden. Eine leichte Verbesserung des Signal-Hintergrund-
Verhéltnisses von 3:1 auf 5:1 bei niedrigen DNA-Konzen-
trationen wurde durch Austausch des Prikatalysators phen
gegen 5-Amino-1,10-phenanthrolin erzielt. Weiterhin unter-
suchen wir zurzeit alternative chemische und biologische
Katalysesysteme, wie die Aktivierung von Apoenzymen
durch Metallionen-Cofaktoren.

Wir haben ein chemisches Verfahren fiir den Nachweis
von DNA in Losung beschrieben, das eine allosterische Si-
gnalwandlung mit einem katalytischen Amplifizierungsschritt
kombiniert. Das System erinnert an biologische Signalkas-
kaden wie die Hormonwirkung. Vereinfacht dargestellt, wird
dabei das chemische Primirsignal Adrenalin durch einen
Membranrezeptor allosterisch umgewandelt, worauthin ein
Rezeptor-assoziiertes G-Protein aktiviert und freigesetzt
wird. Dieses bindet an die Adenylatcyclase und aktiviert sie
fiir die katalytische Erzeugung von cAMP aus ATP. Biologi-
sche Signalkaskaden konnen als Vorbilder fiir kiinstliche
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Abbildung 2. Oben: Reaktionslésung aus DNA 1 (rechts) und 1+3
(links) nach 12 Stunden unter UV-Licht betrachtet (Bedingungen siehe
Abbildung 1a). Unten: Zunahme der relativen Fluoreszenzintensitat
mit der Zeit: a) DNA 1, b) DNA 1+3.

modulare Detektionssysteme dienen, die chemische Signale
schnell und effizient verstirken.
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Zur Vereinfachung bezeichnen wir die aktive Spezies mit
(phen)Cu, obwohl zu erwarten ist, dass sowohl (phen)Cu als
auch (phen),Cu entstehen und die Oxidation von DCFH kata-
lysieren (siche Hintergrundinformationen). Die katalytische
Aktivitét der in situ erzeugten Komplexe (tpy),Cu und (tpy)Cu
ist vernachlissigbar. Eine tpy/phen/Cu"-Losung im Verhiltnis
1:1:1 zeigte unter den in Abbildung 1a angegebenen Reakti-
onsbedingungen ohne DNA nur 10% der Aktivitit einer phen/
Cu-Losung (1:1).
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