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Templatkontrollierte chemische Reaktionen zeigen Eigen-
schaften, die f�r enzymatische Reaktionen typisch sind.[1] Das
Binden von Reaktanten ordnet reaktive Gruppen in r#umli-
cher N#he an, sodass Reaktionen, die ohne Templat mit ge-
ringer Effizienz verlaufen, erleichtert werden. Die templat-
kontrollierte Synthese wurde in der Nucleins#urechemie
vielfach f�r den Aufbau von Architekturen im Nanometer-
maßstab,[2] f�r die Kodierung von Bibliotheken amplifizier-
barer kleiner Molek�le,[3] in Studien �ber die molekularen
Mechanismen der Evolution,[4] f�r die Freisetzung von
Wirkstoffen[5] und in diagnostischen Ans#tzen zum Nachweis
des Vorhandenseins eines Nucleins#uretemplats verwendet.[6]

Anders als bei enzymatischen Reaktionen, insbesondere bei
Verkn�pfungsreaktionen, wird in templatkontrollierten Re-
aktionen nur selten ein katalytischer Umsatz erreicht, da das
Produkt �blicherweise st#rker an das Templat bindet als die
Reaktanten.[7] Aus diesem Grund werden st7chiometrische
Mengen des Templats ben7tigt, was besonders f�r Studien zur
chemischen Evolution und in der DNA/RNA-Detektion von
Bedeutung ist. Wir stellen hier eine m7glicherweise univer-
selle Methode zur Verringerung der Produkthemmung in
templatkontrollierten Verkn�pfungsreaktionen vor. Es wird
gezeigt, dass eine der Verkn�pfung nachgeschaltete Umla-
gerung die Templataffinit#t des zun#chst gebildeten Ver-
kn�pfungsprodukts senkt und damit eine katalytische Reak-
tionsf�hrung erleichtert.

Wir erkundeten templatkontrollierte Verkn�pfungsreak-
tionen als eine der leistungsf#higsten Methoden zur se-
quenzspezifischen DNA-Detektion.[6a–c] Chemische Ver-
kn�pfungsmethoden k7nnen eine ausgesuchte DNAvon ihrer
Einzelbasenmutante mit einem 103fachen Unterschied be-
z�glich der Reaktionsgeschwindigkeiten diskriminieren.[6c]

Konventionelle Methoden der chemischen Oligonucleotid-
verkn�pfung liefern nur ein >quivalent Verkn�pfungspro-
dukt pro Mol DNA-Analyt. Eine Verst#rkung des Produkt-
signals, d.h. mehr als ein Produktmolek�l pro Templat#qui-

valent, w#re daher w�nschenswert, vor allem falls die zu de-
tektierende DNA oder RNA in geringer Konzentration vor-
liegt. F�r die Sicherstellung ihrer Einzigartigkeit muss die
nachzuweisende Sequenz �blicherweise mindestens 16 Nu-
cleotide umfassen.[8] Ein Problem f�r das Design einer kata-
lytisch ablaufenden Verkn�pfung ist die hohe Zahl der ko-
operativ gebildeten Watson-Crick-Basenpaare. Dabei ist die
Herausforderung, die DNA-Affinit#t des Verkn�pfungspro-
dukts zu senken, ohne die Affinit#t der Reaktanten zum
Templat oder die Reaktion selbst zu beeinflussen. K�rzlich
wurde gezeigt, dass die Einf�hrung von flexiblen Linkern an
der Verkn�pfungsstelle hilft, die Produkthemmung zu ver-
ringern.[7a] Als eine m7glicherweise universell anwendbare
L7sung f�r das Problem der Produkthemmung in DNA-
kontrollierten Reaktionen schlagen wir eine zweistufige
Verkn�pfungs-Umlagerungs-Sequenz vor (Schema 1).

Diesem Konzept folgend, w�rde durch Hybridisierung die
Bildung des Verkn�pfungsintermediats 1·4 ausgel7st. Wir
stellten uns vor, dass eine spontan verlaufende Umlagerung
die Kettenl#nge des R�ckgrats #ndert und damit die Tem-
plataffinit#t des Umlagerungsprodukts 5 reduziert. Als Re-
sultat wird die Dissoziation des Produkt-Templat-Duplex 1·5
erleichtert, und das freigesetzte Templat 1 k7nnte f�r einen
weiteren Katalysezyklus zur Verf�gung stehen. Zur Erh7-
hung der Sequenzspezifit#t und als zus#tzlicheMaßnahme zur
Verringerung der Templataffinit#t des Verkn�pfungsprodukts
war geplant, die Verkn�pfung gegen�ber einer nichtpaaren-
den Nucleobase stattfinden zu lassen.[6c]

K�rzlich stellten wir die native chemische PNA-Ver-
kn�pfung („native chemical PNA ligation“; PNA=Peptid-
nucleins#ure) vor,[6b] eine besonders schnelle und selektive
Reaktion,[9] die �ber eine Verkn�pfungs-Umlagerungs-Se-
quenz verl#uft. Beim Design einer Verkn�pfungsarchitektur,
die eine Dissoziation des Produkt-Templat-Duplex erleich-
tern k7nnte, wurden Studien von Egholm und Buchardt be-
r�cksichtigt. Diese zeigten, dass die Verl#ngerung des Ami-
noethylglycin-R�ckgrats in einer PNA um eine CH2-Gruppe
zu einer Destabilisierung des entsprechenden PNA-DNA-
Duplex f�hrt.[10] Wir vermuteten, dass der korrekte Abstand
zwischen den Nucleobasen nicht nur bei nahtlosen Basen-

Schema 1. Verkn�pfungs-Umlagerungs-Sequenz zur Reduktion der
Produkthemmung in templatkontrollierten Verkn�pfungsreaktionen.
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paarungen (6 s-Bindungen) ben7tigt w�rde, sondern auch bei
Hybridisierungen, die eine Basenl�cke enthalten (12 s-Bin-
dungen). In der Tat �bertraf die Schmelztemperatur TM=

58 8C eines PNA-DNA-Duplex mit einer Glycin-Glycin-Ein-
heit (Abstand zwischen den Nucleobasen= 12 s-Bindungen)
als Basenl�ckenanalogon die Schmelztemperatur von TM=

55 8C, die f�r den Duplex mit einer Glycin-b-Alanin-Einheit
(Abstand zwischen den Nucleobasen= 13 s-Bindungen) ge-
messen wurde (Tabelle S1 in denHintergrundinformationen).

Bei der zuvor beschriebenen nativen chemischen PNA-
Verkn�pfung des PNA-Glycinthioesters 2 mit der Cys-PNA
3a wird das Thioesterintermediat 4a gebildet (Schema 2).[6b]

Eine anschließende S!N-Acylverschiebung f�hrt zu einer
Kontraktion der Hauptkette, wodurch die Nucleobasen im
Produkt 5a vermutlich in einem g�nstigeren Abstand von
12 s-Bindungen positioniert werden als im Intermediat 4a
(Nucleobasenabstand= 13 s-Bindungen). F�r eine Verringe-
rung der Produkthemmung wurde die Reaktion von Thio-
ester 2 mit der Isocystein(iCys)-PNA 3b in Erw#gung gezo-
gen. In iCys-PNA 3b sind die Positionen der Thiol- und der
Aminogruppe vertauscht.[11] Demnach verl#uft die Isocystein-
vermittelte Verkn�pfung �ber eine Erweiterung der Haupt-
kette, und im Endprodukt 5b sind die Basen in einem Ab-
stand von 13 s-Bindungen angeordnet. Das Endprodukt 5b
sollte daher weniger stark an das DNA-Templat binden als
das Thioesterintermediat 4b.

Zur Evaluierung des Konzepts wurden die Affinit#ten
von PNA-Sonden, die spezifisch an die karzinogene G12V-
Mutation eines 16meren ras-Gensegments binden, abge-

sch#tzt. TM-Analysen best#tigten, dass PNA-DNA-Duplexe,
die das Endprodukt 5b der iCys-vermittelten Verkn�pfung
enthielten (TM= 53 8C) weniger stabil waren als Duplexe, in
denen das Produkt 5a der nativen chemischen Verkn�pfung
�ber Cystein (TM= 57 8C) enthalten war. Als n#chstes wurde
die templatunabh#ngige Reaktion von Cys-PNA 3a und iCys-
PNA 3b mit PNA-Glycinthioester 2 unter den Bedingungen
der bimolekularen nativen chemischen Verkn�pfung unter-
sucht. Bei 100 mm Konzentration verliefen Cys- und iCys-
vermittelte Verkn�pfung reibungslos und lieferten nach 6.5 h
Produkt 5a in 77% bzw. 5b in 49% Ausbeute. (Abbil-
dung 1a). Der Vergleich der Anfangsgeschwindigkeiten of-
fenbarte, dass die templatunabh#ngige bimolekulare iCys-
vermittelte PNA-Verkn�pfung 4.4fach langsamer verlief als
die entsprechende Cys-vermittelte Reaktion. Bei 1 mm Son-
denkonzentration war die bimolekulare Verkn�pfung #ußerst
langsam (Tabelle S3 in den Hintergrundinformationen). In-
teressanterweise reagierten die Cys- und iCys-PNA in Ge-
genwart des komplement#ren DNA-Templats RasT gleich
schnell (Abbildung 1b). In beiden F#llen f�hrte die Zugabe
von 1 mm Templat RasT zu einer drastischen Zunahme der
Reaktionsgeschwindigkeit, sodass 5a und 5b nach einer Re-
aktionszeit von 90 s in einer Ausbeute von 20% gebildet

Schema 2. Cys- und iCys-vermittelte chemische PNA-Verkn�pfung an
DNA-Templaten (R=Bn (Bn=Benzyl) oder (CH2)2SO3Na, Ac=Acyl).

Abbildung 1. Zeitlicher Verlauf der Cys- (&) und iCys-vermittelten (*)
PNA-Verkn�pfung bei a) 100 mm 2 und 3 (100 mm Na2HPO4, ges.
BnSH, pH 7.4, 25 8C) und b) bei 1 mm 2 und 3 an komplement0rer
DNA RasT oder einzelbasenfehlpaarender einzelstr0ngiger DNA RasG
(^, nur die iCys-vermittelte Verkn�pfung ist dargestellt, 10 mm

Na2HPO4, 10 mm NaCl, ges. BnSH, pH 7.4, 25 8C).
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wurden (scheinbare Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung
kapp= 2.470m�1 s�1). Durch Verwendung von Mercapto-
ethansulfonat konnten noch st#rkere Beschleunigungen be-
obachtet werden (kapp= 10.820m�1 s�1), sodass die Ausbeute
nach 5 min Reaktionszeit bereits 75% betrug (Ergebnisse
nicht gezeigt). Demnach ist die Geschwindigkeit der Cys- und
der iCys-vermittelten PNA-Verkn�pfung deutlich h7her als
die alternativer sequenzspezifischer Reaktionen[6d–i] und liegt
in der Gr7ßenordnung der schnellsten DNA-templatkon-
trollierten Reaktionen.[12]

Die iCys-Verkn�pfung verl#uft mit derselben hohen Se-
quenzselektivit#t (3450fach niedrigere Anfangsgeschwindig-
keit an der einzelbasenfehlpaarenden DNA RasG als an
RasT) wie die Cys-Verkn�pfung (Tabelle S2 in den Hinter-
grundinformationen).[6c] Man kann daraus schließen, dass die
Verwendung von iCys anstelle von Cys in der nativen che-
mischen PNA-Verkn�pfung die templatunabh#ngige Hinter-
grundreaktion verlangsamt, ohne jedoch die Reaktionsge-
schwindigkeit und die Sequenzselektivit#t der templatkon-
trollierten Reaktion zu beeintr#chtigen.

Die oben beschriebenen Eigenschaften der iCys-vermit-
telten Verkn�pfung schienen f�r eine katalytische Reakti-
onsf�hrung n�tzlich. Zur Ermittlung der Turnover-Zahlen
(TO) wurden die Cys- und iCys-Verkn�pfungen bei unter-
schiedlichen Templat/Sonden-Verh#ltnissen ermittelt. Um
sicherzustellen, dass die ermittelten Ausbeuten ausschließlich
aus templatabh#ngigen Reaktionen resultierten, wurden die
Ausbeuten der Reaktionen in Abwesenheit der Ziel-DNA
RasT subtrahiert. Es wurde erwartet, dass ein im Verh#ltnis
zum Templat großer Nberschuss an Verkn�pfungssonden die
Verdr#ngung des Verkn�pfungsprodukts f7rdert. Tats#chlich
wurden bei kleinen Templat/Sonden-Verh#ltnissen signifi-
kante Turnover-Zahlen erhalten (Abbildung 2). So lieferte
beispielsweise die iCys-Verkn�pfung bei 1 mm Sondenkon-
zentration und 10 nm DNA-Konzentration TO= 3.5, was bei
0.1 nm DNA-Konzentration bis auf TO= 43 gesteigert
werden konnte. Durch Erh7hung der Konzentration der
Verkn�pfungssonden konnten die Turnover-Zahlen bei
jedem Templat/Sonden-Verh#ltnis weiter erh7ht werden.
Zum Beispiel ergab die Cys-Verkn�pfung bei 1 mm Konzen-
tration 14 Produkt#quivalente pro Templat#quivalent, w#h-
rend bei 5 mm oder 10 mm Sondenkonzentration 42 bzw. 51
Produkt#quivalente gebildet wurden. Am bemerkenswertes-
ten war jedoch die Beobachtung, dass die iCys-vermittelte
chemische Verkn�pfung in allen F#llen h7here Turnover-
Zahlen als die Cys-vermittelte Reaktion lieferte. Die iCys-
Verkn�pfung ergab bei 10 mm Verkn�pfungssonden und 1 nm
Ziel-DNA mit TO= 226 die h7chste Signalverst#rkung und
erm7glichte damit h7here Turnover-Zahlen als f�r alternative
Methoden berichtet (siehe unten).[7]

Der Ersatz von Cys durch iCys beeintr#chtigt die Stabi-
lit#t der Sonden-DNA-Komplexe nicht. Beide Duplexe
3a·RasT und 3b·RasT dissoziieren bei TM= 38 8C. Die deut-
liche Zunahme der Turnover-Zahlen, die bei der Isocystein-
verkn�pfung beobachtet wurde, muss demnach das Resultat
der subtilen >nderung der Verkn�pfungsarchitektur sein. Die
Geschwindigkeitsverringerung der bimolekularen iCys-Re-
aktion wird vermutlich durch die geringere Nucleophilie der
Thiolgruppe in iCys als in Cys hervorgerufen. Allerdings

scheinen Templateffekte die verminderte iCys-Reaktivit#t
kompensieren zu k7nnen, wie die identischen Reaktionsge-
schwindigkeiten der DNA-vermittelten iCys- und Cys-Ver-
kn�pfung verdeutlichen.[13] Als Folge dieses Templateffekts
verl#uft die DNA-vermittelte iCys-Verkn�pfung 43000fach
schneller als die templatunabh#ngige Reaktion, w#hrend die
Cys-Verkn�pfung lediglich eine 10000fache Reaktionsbe-
schleunigung erf#hrt (Tabelle S3 in den Hintergrundinfor-
mationen). Die geringere DNA-Affinit#t des iCys-Verkn�p-
fungsprodukts deutet darauf hin, dass die erh7hte Flexibilit#t,
die aus der kettenverl#ngernden Umlagerung resultiert, die
katalytische Wirksamkeit des Templats f7rdert.

Die Produktsignale wurden durch Hochdruckfl�ssig-
keitschromatographie quantifiziert, was die pr#zise Analyse
der Reaktionspfade erleichterte. Auf Fluoreszenzdetektion
basierende Methoden erm7glichen Echtzeitmessungen und
bieten daher Vorteile bei der Handhabung und Detektions-
geschwindigkeit.[6f] Wir sch#tzten, dass eine Methode, in der
resonanter Fluoreszenzenergietransfer (FRET) zwischen 6-
Carboxyfluorescein (FAM) in PNA-Glycinthioester 6 und 5-
Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA) in iCys-PNA 7 ge-

Abbildung 2. Turnover-Zahlen der Cys- (weiß) und iCys-vermittelten
(schwarz) PNA-Verkn�pfungen (10 mm Na2HPO4, 150 mm NaCl,
10 mm Mercaptoethansulfons0ure (MESNA), pH 7.4, 25 8C, 24 h).
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nutzt w�rde, eine spezifische Detektion des gebildeten Pro-
dukts erm7glichen sollte.[14] Die HPLC-Analyse dokumen-
tierte, dass die Verkn�pfung nach 60 min an komplement#rer
DNA Ras2T eine Ausbeute von 52% und am einzelbasen-
fehlpaarenden Templat Ras2G eine Ausbeute von weniger
als 1% ergab (Abbildung S5 in den Hintergrundinformatio-
nen). Die gleiche Verkn�pfungsreaktion wurde in Echtzeit
fluoreszenzspektrometrisch verfolgt (Anregung bei 470 nm).
Abbildung 3 a zeigt, dass das Fluoreszenzspektrum der
Sonden 6 und 7 in Abwesenheit des Templats durch die FAM-
Emission bei 523 nm dominiert wird. Die Zugabe von Tem-
plat Ras2T l7ste die Verkn�pfung aus und bewirkte eine
deutliche Ver#nderung des Fluoreszenzspektrums, die durch
einen Anstieg der TAMRA-Emission (585 nm) und eine
Abnahme der FAM-Emission (523 nm) charakterisiert war.
Die TM-Analysen der Duplexe 6·Ras2T (TM= 38 8C) und
7·Ras2T (TM= 36 8C) best#tigten, dass bei 25 8C beide PNA-

Sonden am Templat gebunden waren. Erw#hnenswert ist,
dass die benachbarte Hybridisierung von Sonden, die nicht
miteinander verkn�pft werden k7nnen, eine deutlich gerin-
gere Fluoreszenz#nderung hervorrief (Abbildung 3a). Die
Produktbildung kann entweder durch Betrachtung des Ver-
h#ltnisses der Fluoreszenzintensit#ten F585/F523 oder durch
direkte Beobachtung der TAMRA-Emission bei 585 nm
verfolgt werden (Abbildung 3b,c). Beide Methoden liefern
ein positives Signal und bleiben im Unterschied zu anderen
Methoden, die auf die Verwendung einer fluoreszenzl7-
schenden Abgangsgruppe angewiesen sind, von Hydrolyse
unbeeinflusst. Die Sequenzselektivit#t der fluoreszenz�ber-
wachten Verkn�pfung war hoch. Die aus dem Anstieg von
F585/F523 ermittelte Anfangsgeschwindigkeit zeigte, dass die
Reaktion bei 25 8C am perfekt komplement#ren Templat
Ras2T 127fach schneller verlief als am einzelbasenfehlpaa-
renden Templat Ras2G. Eine perfekte Selektivit#t wurde bei
37 8C erhalten. Hier konnte durch Verfolgung der TAMRA-
Emisson nachgewiesen werden, dass an Ras2G kein Ver-
kn�pfungsprodukt gebildet wird (Abbildung 3c).

Die vorgelegten Ergebnisse attestieren der DNA-tem-
platkontrollierten iCys-Verkn�pfung eine hohe Ein-
zelbasenselektivit#t (3450:1), Geschwindigkeit (kapp=

10.820m�1 s�1) und Reaktionsbeschleunigung (43000fach).
Außerdem demonstrierten wir eine Signalverst#rkung (TO=

226) und ein geeignetes Auslesen der Produktbildung �ber
Fluoreszenz. Strategien zur Reduktion der Produkthemmung
wurden bereits f�r andere templatkontrollierte Oligonucle-
otidreaktionen beschrieben. Von Kiedrowski et al. berichte-
ten �ber einen oberfl#chenbasierten Ansatz, der im Unter-
schied zu der hier beschriebenen Methode aufeinanderfol-
gende Denaturierungs-Renaturierungs-Zyklen erforderte.[15]

Albagli et al. verwendeten f�r die Selbstreplikation von Oli-
gonucleotidsystemen eine photoinduzierte [2+2]-Cycloaddi-
tion.[7c] Lynn et al. stellten eine DNA-Verkn�pfung von
Trinucleotiden mittels reduktiver Aminierung vor, bei der sie
mehr als TO= 50 erreichten.[7b] Sequenzspezifit#t und Fluo-
reszenzdetektion wurden nicht beschrieben. Kool et al. f�hr-
ten eine Verkn�pfungsreaktion ein, bei der einzelbasenfehl-
paarende Sonden 180fach langsamer verkn�pft wurden als
perfekt komplement#re Sonden.[6f] Die Einf�hrung eines
flexiblen Linkers an der Verkn�pfungsstelle lieferte TO= 92
unter Turnover-Bedingungen, verringerte jedoch die Se-
quenzdiskriminierung (12:1).[7a] Der Einsatz eines Fluores-
zenzl7schers als Fluchtgruppe erm7glichte sogar eine De-
tektion der innerhalb lebender Zellen erfolgenden Produkt-
bildung �ber Fluoreszenz. Das entstehende Fluoreszenzsignal
ist jedoch nicht spezifisch f�r die Produktbildung und kann
auch durch templatunabh#ngige Hydrolyse hervorgerufen
werden. Kr#mer, Mokhir et al. entwarfen ein System, in dem
die benachbarte Hybridisierung zweier PNA-Sonden, von
denen eine einen Kupferkomplex und die andere eine Es-
terfunktion trug, die Hydrolyse des Esters bewirkte.[6i] Diese
Reaktion zeichnete sich durch eine DNA-vermittelte Be-
schleunigung der Reaktionsgeschwindigkeit um das 500fache,
100fach geringere Geschwindigkeiten an fehlpaarenden
Templaten und TO= 5 aus. Anhand PNA-basierter Systeme
demonstrierten Taylor et al. das Potenzial zur Signalverst#r-
kung. Hierbei bewirkte die gleichzeitige Hybridisierung von

Abbildung 3. Fluoreszenzmessung der iCys-vermittelten PNA-Verkn�p-
fung von PNA-Sonde 6 und 7. a) Fluoreszenzspektren vor Zugabe der
komplement0ren DNA Ras2T (c) und 60 min nach Zugabe (a).
Zus0tzlich ist das Spektrum von Acctcttc(FAM)cccacGly-OH 9 und 7
nach 60 min Inkubation mit Ras2T gezeigt (g). b) Verh0ltnis zwi-
schen den Fluoreszenzintensit0ten bei 585 und 523 nm f�r die Ver-
kn�pfungen bei 25 8C und c) Fluoreszenzintensit0t bei 585 nm gemes-
sen f�r die Verkn�pfungen bei 37 8C an komplement0rer DNA Ras2T
(c) und einzelbasenfehlpaarender DNA Ras2G (a) (1 mm
Sonden, 10 mm Na2HPO4, 150 mm NaCl, 10 mm MESNA, pH 7.4,
R= (CH2)2SO3Na).
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Imidazol oder Azid enthaltenden Sonden eine Desacylierung
Acyl-gel7schter Fluoreszenzsonden.[16] Das Fluoreszenzsignal
war nicht spezifisch f�r die Produktbildung, und die tem-
platkontrollierte Desacylierung verlief lediglich 36-mal
schneller als die templatunabh#ngige Reaktion.

Wir haben mit der nativen chemischen iCys-Verkn�pfung
eine neue PNA-Verkn�pfungsreaktion pr#sentiert, die pro
DNA-Templat#quivalent mehr Produkt#quivalente (=
h7here Signalverst#rkung) liefert als die Cystein-vermittelte
PNA-Verkn�pfung und alternative DNA-Verkn�pfungsme-
thoden. Die Ergebnisse zeigen erstmals, dass die in einer
templatkontrollierten Verkn�pfung �blicherweise wirkende
Produkthemmung durch Implementierung eines flexibili-
t#tserh7henden Umlagerungsschritts reduziert werden kann.
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