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1. Einleitung und �berblick

Die DNA enth�lt den Lebenscode. Kein anderes Molekîl
hat mehr Aufmerksamkeit auf sich vereinigen und die Fan-
tasie von Wissenschaftlern und Laien mehr beflîgeln kçnnen.
In rein chemischer und physikalischer Hinsicht ist das Poly-
mer DNA als bloße Aneinanderreihung der Desoxyribonuc-
leotide dG, dC, dA und dT eher unspektakul�r. Ihre einzig-
artige Wirkung erzielt die DNA durch die sequenzspezifische
Bildung einer Doppelstrangstruktur, ihre sequenzspezifische
Replikationsf�higkeit und ihre sequenzspezifische Um-
schreibung in RNA, die aus den Ribonucleotiden G, C, A und
U besteht. Die Sequenzspezifit�t wird erreicht, indem sich
zwischen den vier Buchstaben des genetischen Alphabets
selektiv Paare aus jeweils zwei unterschiedlichen Basen
bilden, n�mlich zwischen (d)G und (d)C sowie (d)A und dT
oder U. Die Decodierung von der Nucleotid- in eine Prote-
insequenz erfolgt ebenfalls durch die gleiche Basenpaarung,
nur dann zwischen mRNA und tRNA. Diese selektive Ba-
senpaarung ist es, die dieses ansonsten eher unscheinbare
Molekîl DNA zum Code fîr die ganze Vielfalt des Lebens
macht.

Seit der ersten Formulierung der Idee vor mehr als
50 Jahren[1] verfolgen die Chemiker das Ziel, mit syntheti-
schen Nucleotiden mçglicherweise ein drittes, nichtnatîrli-
ches Basenpaar (unnatural base pair, UBP) herzustellen und
somit das genetische Alphabet zu erweitern. Fîr ein solches
UBP g�be es sehr vielf�ltige In-vitro-Anwendungsmçglich-
keiten, besonders wenn an ein oder an beide Nucleotide
dieses Basenpaars mit speziellen Linkern funktionelle
Gruppen mit besonderen physikochemischen Eigenschaften
angeheftet werden kçnnen. Auch fîr das aufstrebende Gebiet
der synthetischen Biologie gelten UBPs, die innerhalb einer
Zelle besondere Funktionen ausîben kçnnen, als zentrales
Entwicklungsziel. Mit solchen Bausteinen ließe sich semi-

synthetisches Leben mit neuen und nîtzlichen Attributen und
Funktionen erschaffen.

W�hrend Nucleotide mit modifizierten Zucker-[2–5] oder
Phosphatresten[6, 7] bereits intensiv erforscht wurden und
schon wichtige Anwendungen finden, mîssen fîr die Gene-
rierung eines UBP die Nucleobasen selbst modifiziert
werden, denn nur diese sind fîr die Paarbildung verantwort-
lich. Eine Reihe von Nucleotiden mit Nucleobase-Analogon
wurde bereits synthetisiert und beschrieben,[8–10] und manche
davon bilden auch stabile Paare innerhalb eines ansonsten
natîrlichen Doppelstrangs.[11–19] Viel schwieriger ist die ef-
fektive und zuverl�ssige Replikation einer solchen UBP-
DNA. Ein Jahrzehnt lang stammten die einzigen vielver-
sprechenden Kandidaten aus den frîhen Arbeiten der
Gruppe um Benner.[20, 21] Diese ersten UBPs waren so auf-
gebaut, dass sie îber komplement�re Wasserstoffbrîcken, die
die natîrlichen Nucleotide so nicht aufweisen, miteinander
wechselwirken. Es gibt allerdings keinen Grund zur Annah-
me, dass solche H-Brîcken die einzige Kraft zur Speicherung
und Abrufung von Erbinformation sein sollten. Wir[22] und
andere[12, 23–26] haben zum Beispiel auch Metalle als Paarbild-
ner untersucht. Am intensivsten wurden jedoch hydrophobe
Kr�fte und Stapelkr�fte (einschließlich der Stapelwechsel-
wirkungen aromatischer Ringe) fîr die Paarbildung nichtna-
tîrlicher Nucleobasen erforscht, und zus�tzlich zu den opti-
mierten ursprînglichen UBPs mit alternativen H-Brîcken
bilden mittlerweile viele haupts�chlich hydrophobe UBPs
eine kleine Gruppe von Kandidaten, die bereits einen sehr
hohen Entwicklungsstand erreicht haben (Abbildung 1). Die
Entwicklung dieser UBPs bis zum Zeitpunkt vor etwa zehn
Jahren wurde bereits ausfîhrlich referiert.[27–30] Der Schwer-

Seit dem letzten gemeinsamen Vorfahren allen Lebens auf der Erde
wird die gesamte biologische Information durch ein genetisches Al-
phabet codiert, das aus nur vier Nucleotiden und den von ihnen ge-
bildeten zwei Basenpaaren besteht. Aus langj�hrigen Versuchen, aus
zwei synthetischen Nucleotiden ein drittes, nichtnatîrliches Basenpaar
(UBP) zu formen, haben sich jetzt drei vielversprechende Kandidaten
herauskristallisiert. Eines dieser UBPs basiert auf alternativen Was-
serstoffbrîcken, w�hrend die beiden anderen durch hydrophobe
Kr�fte und Stapelkr�fte stabilisiert werden. Alle drei dieser UBPs
werden bemerkenswert effizient und zuverl�ssig repliziert und tran-
skribiert. Die beiden letztgenannten UBP-Typen belegen, dass nicht
nur auf Basis von Wasserstoffbrîcken Erbinformation gespeichert
und wieder abgerufen werden kann. Dieser Aufsatz beschreibt die
jîngsten Entwicklungen auf dem Gebiet der UBPs sowie ihre mçgli-
che Anwendungen, einschließlich der Erweiterung der Evolution um
den Einbau neuer Funktionalit�t sowie der Erschaffung semisynthe-
tischen Lebens, das zus�tzliche Information speichern kann.
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punkt dieses Aufsatzes liegt auf den aktuellen Entwicklun-
gen; die �lteren Arbeiten werden nur im Zusammenhang
angesprochen. Wichtig sind auch die Kr�fte, die der Repli-
kation von DNA mit haupts�chlich hydrophoben UBPs zu-
grunde liegen; diese wollen wir hier auch erl�utern. Ab-
schließend betrachten wir die momentanen und zukînftigen
Anwendungsgebiete, einschließlich der Herstellung des
ersten semisynthetischen Organismus mit stabil eingebauter
UBP-DNA.

2. UBPs mit alternativen H-Brícken

1962 beschrieb Alexander Rich die mçgliche Basenpaa-
rung der Konstitutionsisomere von dC und dG, disoC und
disoG (Abbildung 2). Diese sollten îber ein komplement�res
H-Brîckenmuster, das dem der natîrlichen Basenpaare
�hnelt, aber doch charakteristische Unterschiede aufweist,
selektiv ein Basenpaar bilden. Erst dreißig Jahre sp�ter un-
tersuchten die Gruppen von Rappaport[31, 32] und Benner[20,21]

dieses UBP genauer. Zehn Jahre lang konnten dabei Benner

et al. zun�chst mit der disoC-disoG-, anschließend mit der dkk-
dX-Paarung den Stand der Forschung fîr sich behaupten
(Abbildung 2). Hçhepunkte dieser Arbeiten waren die zu-
mindest moderate Replikation der disoC-disoG enthaltenden
DNA durch das Klenow-Fragment der Escherichia-coli-
DNA-Polymerase I (Kf)[20] und sp�ter die erfolgreiche De-
codierung der iso-C mit Zellextrakten und synthetischer
tRNA am Ribosom.[33]

Ein Problem dieser ersten UBP-Kandidaten waren jedoch
die Desaminierung und Epimerisierung von disoC und dkk, die
durch Tautomerisierung von disoG verursachte Fehlpaarung
mit dT/U und die schwache Transkription von disoG enthal-
tender DNA zu isoC enthaltender RNA.[34, 35] Sp�ter konnte
man die Fehlpaarung durch Verwendung von 2-Thio-
thymidindesoxyribonucleosidtriphosphat anstelle des natîr-
lichen dTTP teilweise kompensieren und so die erste Poly-
merasekettenreaktion(PCR)-vermittelte Amplifikation von
DNA, die ein UBP enthielt, durchfîhren. Dies war ein Mei-
lenstein in der UBP-Forschung und -Entwicklung.[36] Aller-
dings verlief diese UBP-Replikation nur zu 98 %[36] se-
quenzgetreu (in diesem Manuskript beziehen sich die Be-
griffe „Sequenztreue“ oder „Zuverl�ssigkeit“ (engl.: fidelity)
auf die Erhaltung des UBP pro DNA-Verdopplung), was
nach 20 PCR-Durchg�ngen (0.9820 = 0.668 verbleibende
UBPs) ein Drittel verlorener UBPs bedeutet. Dieser Wert ist
fîr die meisten Anwendungen viel zu hoch. Sp�ter beschrie-
ben Benner et al. dann die stabileren, nicht epimerisierenden
dZ- und dP-Nucleotide (Abbildung 1),[37, 38] die bei ihrem
DNA-Einbau UBPs bilden, die unter PCR-Bedingungen zu
99.8% zuverl�ssig vervielf�ltigt werden.[39] Eine aktuelle
Arbeit berichtet von der Transkription und reversen Tran-
skription von dZ-dP.[40]

Im Jahr 2000 beschrieben Hirao und Mitarbeiter die Bil-
dung orthogonaler H-Brîcken zwischen dem Purinanalogon
dx und dem Pyridonanalogon dy fîr die UBP-Bildung (Ab-
bildung 3).[41, 42] Um die Fehlpaarung von dx mit natîrlichen
Nucleotiden zu verringern, entwickelte die Gruppe im fol-
genden Jahr durch Austausch der Dimethylaminogruppe von
dx gegen die st�rker raumfîllende aromatische Thiophenyl-
einheit ds das Paar ds-dy.[43] W�hrend fehlgepaartes dy
(haupts�chlich mit dA) durch die PCR nicht vervielf�ltigt
wurde, ließ sich die ds enthaltende DNA in y enthaltende
mRNA transkribieren. Unter Zugabe von synthetischer, s-
haltiger tRNA erfolgte anschließend die Translation dieser
mRNA in ein Protein mit der nichtnatîrlichen Aminos�ure 3-
Chlortyrosin.[44] Dagegen verlief die Transkription von dy
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Abbildung 1. Natírliches dG-dC-Basenpaar sowie die dZ-dP-, dDs-dPx-
(R = H oder -CH(OH)-CH2OH) und dNaM-d5SICS-UBPs. Zucker- und
Phosphatreste wurden weggelassen.

Abbildung 2. Die disoC-disoG- und dX-dkk-UBPs. Zucker- und Phos-
phatreste wurden weggelassen.
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enthaltender DNA in s enthaltende RNA nicht zuverl�ssig.
Um die Fehlpaarung von dy mit dA zu minimieren, wurde dz
entwickelt. Der Austausch des Pyridongerîsts gegen die
kleinere cyclische Dehydroimidazoloneinheit sollte die
Paarbildung von dz mit ds ermçglichen (Abbildung 3). Al-
lerdings wurden dzTP und zTP durch die DNA- bzw. RNA-
Polymerase nicht ausreichend gut erkannt.[45]

3. Konzeptionelle Erw�gungen

Zu den Kr�ften, die fîr die Replikation natîrlicher DNA
relevant sind, gehçren klar die komplement�ren H-Brîcken
zwischen den natîrlichen Nucleobasen. Vor 15 Jahren stellten
jedoch Kool und Mitarbeiter fest, dass die Kf-Polymerase
selektiv auch die Basenpaarung von dA mit dF vermittelt. dF
als Difluortoluol-Nucleobase entspricht in ihrer Gestalt
Thymin, allerdings ist dessen H-Donorgruppe N-H mit einer
C-H-Gruppe vertauscht, und anstelle der H-Akzeptor-Car-
bonylgruppen liegen C-F-Bindungen vor.[46, 47] Inwieweit das
Fluoratom H-Brîcken bildet, ist seit langem Gegenstand in-
tensiver Diskussionen,[48, 49] in jedem Fall aber ist die H-Brî-
ckenbindung von F···H viel schw�cher als die zu ersetzende
Bindung (neuere Sch�tzungen gehen von einer 3.8 kcalmol¢1

schw�cheren Bindung aus),[49] und DNA-Primer mit dF-dA
am Ende werden nicht effizient verl�ngert. Andererseits
wurde die selektive Paarung von dF mit dA als Nachweis fîr
„geometrische Selektion“ bei der DNA-Replikation inter-
pretiert (zum gleichen Schluss kam unabh�ngig davon auch
Goodman).[50, 51] Dies zeigt deutlich, dass zur DNA-Synthese
auch andere Kr�fte als H-Brîcken beitragen kçnnen. Solche
Kr�fte kçnnte man fîr eine UBP-Replikation nutzen.

Dass die Stabilit�t der DNA-Duplexstruktur nicht allein
auf H-Brîcken beruht, ist seit langem klar.[52–56] Allerdings
sollte man bei der Bewertung des genauen Beitrags dieser
Kr�fte zur Replikation vorsichtig sein, denn das aktive Zen-
trum der Polymerase bietet eine besondere und noch nicht
vollst�ndig verstandene Umgebung. So hat man bereits vor
Jahrzehnten festgestellt, dass Destabilisierung infolge von
Basenfehlpaarung im Doppelstrang nicht ausschlaggebend
fîr die Zuverl�ssigkeit der DNA-Replikation ist.[57, 58] Be-
denkt man, dass Triphosphate w�hrend der DNA-Synthese
nach Verlassen ihrer w�ssrigen Umgebung zum Teil �hnliche
Wechselwirkungen eingehen wie die Nucleobasen unterein-
ander bei der Stabilisierung des DNA-Doppelstrangs, kçnnte
man annehmen, dass solche Kr�fte auch bei der DNA-Syn-
these eine Rolle spielen.[59]

Eine bekannte Kraft, die die Bildung der Doppelstruktur
begînstigt, ist der hydrophobe Effekt.[54, 60, 61] Qualitativ kann
man den hydrophoben Effekt als die Wechselwirkung be-

schreiben, die zur Aggregat- oder Clusterbildung von hy-
drophoben Einheiten in Wasser beitr�gt. Der hydrophobe
Effekt spielt bei der Micellenbildung und ebenso bei vielen
biologischen Vorg�ngen wie der Membranbildung, der Pro-
teinfaltung und der molekularen Erkennung eine entschei-
dende Rolle. Um ihn zu verstehen, zieht man nach wie vor das
Water-Ordering- oder Iceberg-Modell von Frank und Evans
aus dem Jahr 1945 heran.[62] Diesem zufolge neigt ein unpo-
lares Molekîl dazu, Wassermolekîle aus seiner Umgebung in
eine kristall- oder clathratartige K�figstruktur zu zwingen, in
der trotz der Krîmmung eine maximale Anzahl von H-Brî-
cken erhalten bleibt. Dieser Mechanismus erkl�rte zun�chst
sehr gut die îberraschende Beobachtung, dass der hydro-
phobe Effekt entropieabh�ngig ist. Sp�ter erkannte man
aber, dass bei steigender Temperatur oder bei grçßeren Mo-
lekîlen der hydrophobe Effekt vor allem mit der Enthalpie-
�nderung zusammenh�ngt. Daher wurde das ursprîngliche
Iceberg-Modell um die variable Clathratstabilit�t erwei-
tert.[63–66] Im Einzelnen bedeutet dies, dass sich bei Tempe-
raturerhçhung die H-Brîcken der Clathratstruktur vor denen
der reinen Wasserphase çffnen. Deshalb kann sich um große,
hydrophobe Molekîle herum, besonders um solche mit ge-
ringer Oberfl�chenkrîmmung, ein H-Brîckennetzwerk nicht
lange halten. Sind die unpolaren Molekîle daher groß genug
oder steigt die Temperatur zu stark an, schw�cht sich die
Ordnung ab, und die positive Mischungsentropie oder die
negative Enthalpie aus dem Bruch der Wasserstoffbrîcken
dominieren die ønderung in der freien Enthalpie. Obwohl
neuere Arbeiten Hinweise darauf geben, dass auch die Ver-
lagerung von energiereichen Wassermolekîlen die Bindung
von hydrophoben Molekîlen an geordnete Umgebungen wie
Proteine oder DNA fçrdern kann,[67] bleibt das îberarbeitete
Iceberg-Modell das derzeit einzige Modell zum hydrophoben
Effekt, das allgemein akzeptiert ist.

Wie eine Reihe von Arbeiten zeigte, kann man den hy-
drophoben Effekt nutzen, um Nucleotide mit haupts�chlich
hydrophoben Nucleobasen in eine stabile Paarung zu brin-
gen. Kool und Mitarbeiter fîhrten hierfîr den Dangling-End-
Assay ein, bei dem das entsprechende Nucleotid an ein
Doppelstrangende gebunden wird und dort ohne H-Brî-
ckenpartner mit den benachbarten Nucleobasen wechsel-
wirkt. Weil die Stabilit�t des Doppelstrangs einzig von der
Oberfl�che der Nucleobase abhing, wurde gefolgert, dass
haupts�chlich der hydrophobe Effekt fîr den Stabilit�tsge-
winn verantwortlich war.[68] In einer anderen Studie inter-
pretierten Leumann und Mitarbeiter ihre Beobachtung, dass
die Stabilit�t von DNA mit fluorierte Biphenylringe enthal-
tenden Nucleotidpaaren von der Entropie abhing, als Beleg
fîr den hydrophoben Effekt.[69] Dass die Paarung von Nu-
cleotiden mit hydrophoben Nucleobasen durch den hydro-
phoben Effekt stark beeinflusst wird, zeigten auch Rech-
nungen von Hobza und Mitarbeitern.[70, 71]

Es gibt einen Konsens darîber, dass der hydrophobe
Effekt einen großen Anteil an der Einbindung des aromati-
schen Anteils von Nucleobasen in das hydrophobe Zentrum
des Doppelstrangs hat; welche Rolle die Nicht-H-Brîcken-
kr�fte fîr die Assoziation der Nucleobasen genau spielen,
wird aber noch kontrovers diskutiert. Ursprînglich gab es
zwei unterschiedliche Sichtweisen: Nach einer Meinung

Abbildung 3. Die dx-dy- und ds-dz-UBPs. Zucker- und Phosphatreste
wurden weggelassen.
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îberlappen die Nucleobasen unter der Wirkung von disper-
siven Kr�ften (Modell der Korrelation von Elektronen).[72]

Die andere Meinung konzentrierte sich sich auf die Wech-
selwirkungen, die zwischen den permanenten Dipolen der
exocyclischen Gruppen einer der beiden Nucleobasen und
der delokalisierten Elektronendichte der anderen auftreten
(Induktionsmodell).[73] Obwohl das zweite Modell auch von
Strukturdaten gestîtzt wird (nach denen polare exocyclische
Gruppen sich eher oberhalb des Rings einer benachbarten
Nucleobase befinden),[73, 74] identifizierten immer genauere
Rechenmodelle îbereinstimmend dispersive Wechselwir-
kungen als die entscheidenden Kr�fte.[75–77] So sprechen
Rechnungen von Hobza und Mitarbeitern dafîr, dass trotz
der dominanten Rolle des hydrophoben Effekts fîr die As-
soziation von Nucleobasen doch die dispersiven Wechselwir-
kungen die gebildete spezifische Struktur bestimmen.[78] Eine
Art Kompromiss zwischen den beiden Sichtweisen bieten
neuere theoretische Studien zur Topologie der berechneten
Elektronendichte. Demnach kommt es an spezifischen
Atomen wie den Stickstoffatomen im Ring und den polaren
Amino- und Carbonylsubstituenten zu bindenden Wechsel-
wirkungen mit den flankierenden Nucleobasen.[79–81] Deshalb
liegt der Forschungsschwerpunkt wieder auf den lokalen
Wechselwirkungen durch die spezifischen Atome im Ring
und den Substituenten der Nucleobasen.

�berlappungen zwischen Nucleobasen in einem DNA-
Doppelstrang, die sich zumindest teilweise w�hrend der Re-
plikation entwickeln, sind ein Beispiel fîr allgemeinere mo-
lekulare Wechselwirkungen zwischen aromatischen Ringen.
Solche Wechselwirkungen werden seit Jahrzehnten unter der
allgemeinen Bezeichnung p-p-Stapelung intensiv erforscht.
Neuere Arbeiten weisen jedoch auf einen �bergebrauch und
sogar mçglichen Falschgebrauch dieses Begriffs hin.[82,83] Das
konventionelle Modell von Hunter und Sanders bezieht sich
insbesondere auf die Abstoßungskraft zwischen p-Wolken
und konzentriert sich auf die elektrostatischen Quadrupol-
Quadrupol-Wechselwirkungen, die zu einer Anziehung zwi-
schen den negativ geladenen p-Elektronen eines Rings und
dem positiv geladenen s-Gerîst des anderen fîhren.[84] Diese
Studien erkl�ren sehr gut die ansonsten verblîffende Kante-
Fl�che-Geometrie bei Benzol und die versetzte oder parallel
verschobene Geometrie vieler anderer Arene. Allerdings
weisen auch hier neuere Rechnungen auf die besondere Be-
deutung der dispersiven Kr�fte hin, die aus dem engen Kon-
takt der wechselwirkenden Ringe folgen. Diese Kr�fte ließen
sich in den frîhen Arbeiten wegen der hohen theoretischen
Niveaus, die hierfîr erforderlich sind, noch nicht bestim-
men.[85–88]

Die Auswirkung von verschiedenen Substituenten auf die
Ringstapelung wurde an kleinen Molekîlen eingehend un-
tersucht. Nach der klassischen Meinung, die sich im Hunter-
Sanders-[84, 89–92] und Polar/p-Modell von Cozzi und Siegel
wiederspiegelt,[93–97] sind die Substituenteneffekte nichtlokale
Effekte infolge von Polarisation und Resonanz innerhalb des
substituententragenden Rings und haben so Einfluss auf die
repulsiven Wechselwirkungen zwischen aromatischen Elek-
tronen. Insofern sollten elektronenziehende und -schiebende
Stubstituenten die Wechselwirkungen zwischen zwei Ringen
stabilisieren bzw. destabilisieren. Rechnungen auf hohem

theoretischem Niveau haben jetzt jedoch sehr klar gezeigt,
dass sowohl elektronenziehende als auch -schiebende Sub-
stituenten die Wechselwirkung zwischen zwei aromatischen
Ringen stabilisieren kçnnen.[98–101] Nach Rechnungen der
Gruppen um Wheeler und Houk[102–105] kann dieses Ergebnis
durch Substituenteneffekte erkl�rt werden, die sich nicht îber
die aromatischen Ringe und die assoziierten Resonanzeffekte
entfalten, sondern als direkte Wechselwirkungen zwischen
dem lokalen Dipol am Substituenten und dem elektrischen
Feld des anderen Rings zu verstehen sind; zus�tzlich sind
auch lokale dispersive Wechselwirkungen infolge der polari-
sierten Bindung zu berîcksichtigen. Das Wheeler-Houk-
Modell wurde jîngst durch Rechnungen von Sherrill und
Mitarbeitern auf hohem theoretischem Niveau gestîtzt und
verfeinert.[106] Neueste experimentelle Befunde lassen auf
grçßtenteils additive Substituenteneffekte schließen, was
unvereinbar mit dem Resonanzmodell scheint und ebenfalls
das Wheeler-Houk-Modell stîtzt.[107]

Auch die Wechselwirkungen zwischen heterocyclischen
Arenen wurden untersucht. Rechnungen haben ergeben, dass
eine Verst�rkung der elektrostatischen Wechselwirkungen
mit mehr Stickstoffatomen im Ring einhergeht, diese Stabi-
lisierung aber durch eine st�rkere Austauschabstoßung
wieder ausgeglichen wird. Diese Tatsache, zusammen mit sich
nur schwach �ndernden Induktionstermen, macht die di-
spersiven Kr�fte dominant.[108] Andererseits legen Rechnun-
gen von Sherrill nahe, dass eine Aza-Substitution sowohl die
Dispersions- als auch die Austauschabstoßungskr�fte ab-
schw�cht und dass die elektrostatischen Effekte einer Aza-
Substitution durch direkte Wechselwirkungen zwischen der
lokalisierten Elektronendichte des Azasubstituenten und
einem elektronenarmen Wasserstoffatom des wechselwir-
kenden Rings bestimmt werden.[109] Liedl und Mitarbeiter
beschreiben in einer neuen Arbeit, wie sich die Substitution
mit Heteroatomen auf die Stabilit�t von aromatischen
Ringen auswirkt, die in parallel versetzter Geometrie vor-
liegen.[110] Ihre Ergebnisse fîhren zur allgemeinen Aussage,
dass die Komplexstabilit�t stark von der Position der Substi-
tuenten beeinflusst wird, denn wenn ein elektronegatives
Atom (insbesondere Stickstoff) dichter an das Zentrum
hoher Elektronendichte des wechselwirkenden Ringes her-
angerîckt wird, hat dies eine destabilisierende Wirkung. Die
Stabilit�t und die spezifische Geometrie der bevorzugt ein-
genommenen Struktur wurden so interpretiert, dass sie
sowohl durch eine ungerichtete dispersive als auch eine st�r-
ker gerichtete elektrostatische Wechselwirkung hervorgeru-
fen werden. Die Unterschiede in der Stabilit�t und der be-
vorzugten Struktur korrelieren stark mit der Grçße des Di-
polmoments am Heteroatom.

Die Wechselwirkungen zwischen aromatischen Ringen
wurden auch experimentell an Modellsystemen unter-
sucht.[111–115] Allgemein sind die experimentellen Befunde in
Einklang mit der derzeit gîltigen theoretischen Sichtweise:
Vorherrschend ist der hydrophobe Effekt, und er wird mo-
duliert durch Dispersionskr�fte sowie lokale elektrostatische
Wechselwirkungen.

Alle Studien stimmen darin îberein, dass außer den
komplement�ren H-Brîcken auch der hydrophobe Effekt,
die Lçsungsmittelverdr�ngung (Desolvatation), Dispersions-
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kr�fte und elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den
Nucleobasen zur Stabilisierung des DNA-Doppelstrangs
beitragen kçnnen. Unklar blieb bislang, ob und wie diese
Kr�fte die Replikationseffizienz beeinflussen. Da außerdem
eine Erhçhung der Doppelstrangstabilit�t durch diese Nicht-
H-Brîckenkr�fte wenigstens zum Teil sequenzunabh�ngig ist,
war es noch fraglicher, ob und wie diese Kr�fte eine se-
quenzspezifische Replikation vermitteln kçnnen. W�hrend
diese Kr�fte nach Kools Ergebnissen in Bezug auf dA-dF
zumindest in manchen F�llen stark genug sind, um den
Einbau des Triphosphats zu vermitteln, so kann doch nicht die
Fehlpaarung mit einem natîrlichen Nucleotid ausgeschlossen
werden (aus Sicht der UBP-Entwicklung ist dF-dA eine
Fehlpaarung). Daher war es nicht klar, ob die hydrophoben
und Stapelwechselwirkungen ausreichend stark und spezi-
fisch fîr die Entwicklung eines funktionalen UBP sind.

4. �berwiegend hydrophobe UBPs

Seit 1999 verfolgt unsere Gruppe das Ziel, ein UBP auf
der Grundlage von hydrophoben Kr�ften und Stapelkr�ften
herzustellen. Die entsprechende Strategie leitet sich aus der
medizinischen Chemie ab, n�mlich ein breites Spektrum von
Verbindungsanaloga zu synthetisieren, zu evaluieren und
anhand von Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen (structure–ac-
tivity relationships, SARs) zu optimieren. Anfangs bezogen
wir die kinetischen Daten fîr die SARs aus dem station�ren
Zustand und verwendeten sie zur Berechnung von Effizienz
(d.h. der Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung) und
Zuverl�ssigkeit (d.h. des Verh�ltnisses der Geschwindig-
keitskonstanten zweiter Ordnung von korrekter zu unkor-
rekter Paarung) der UBP-Synthese (d. h. des matrizenge-
steuerten Einbaus eines nichtnatîrlichen Triphosphats ge-
genîberliegend zum jeweiligen ebenfalls nichtnatîrlichen
Nucleotidgegenstîck) und der anschließenden Strangverl�n-
gerung (d.h. des Einbaus des n�chsten korrekten Nucleotids).
Nach der Optimierung der UBPs wurde die Replikation
jedoch schon bald zu effizient, um sich nur durch die Kinetik
im station�ren Zustand charakterisieren zu lassen (aufgrund
von Produktdissoziation als geschwindigkeitsbestimmendem
Schritt, die aber fîr den weiteren Syntheseprozess nicht re-
levant ist). Daher richteten wir unser Augenmerk auf die
Kinetik vor dem station�ren Zustand (Pr�station�rkinetik)
sowie die Effizienz und Zuverl�ssigkeit, mit der UBP-haltige
DNA durch die PCR amplifiziert wird. Um die Allgemein-
gîltigkeit der SAR-Daten zu gew�hrleisten, nahmen wir
sp�ter auch multiple Polymerasen und den Sequenzkontext in
die Studien mit auf.

Mit unseren Analoga der ersten Generation (bis zu 37
verschiedene synthetische Nucleotide) versuchten wir zu be-
stimmen, inwieweit die doppelstrangstabilisierenden H-Brî-
cken durch den hydrophoben Effekt und die Stapelwechsel-
wirkungen zu ersetzen sind. Unsere Nucleobasenanaloga
waren im Wesentlichen von den relativ großen Isocarbosty-
rol-, Naphthyl- und Indolgerîsten abgeleitet (man beachte,
dass die „Nucleobasen“ in vielen F�llen eigentlich nicht ba-
sisch sind, aber der Einfachheit halber wollen wir bei der
Bezeichnung bleiben). Diese ursprînglichen Studien wurden

bereits ausfîhrlich referiert.[28, 29] Ganz allgemein konnten wir
eine Reihe von Paaren identifizieren, die recht selektiv stabile
Paare in doppelstr�ngiger DNA bilden.[116] In einigen F�llen
erreichte ihre Syntheserate sogar die von natîrlichen Ba-
senpaaren,[117] oder die Paarbildung erfolgte mit mindestens
mittlerer Selektivit�t, was auf eine grunds�tzliche Machbar-
keit der Replikation anhand von hydrophoben und Stapel-
kr�ften schließen ließ.[117, 118] Allerdings war die Effizienz fîr
die Strangverl�ngerung bei allen UBPs der ersten Generation
nach der UBP-Bildung sehr schwach. Dieses Muster, dass
n�mlich die großen Nucleobasenanaloga der ersten Genera-
tion zwar effizient Paare bilden, der DNA-Strang sich aber
nicht verl�ngern l�sst, war bei diesen Nucleobasen der ersten
Generation die auff�lligste Struktur-Aktivit�ts-Beziehung.

Die Strukturbestimmungen der DNA-Doppelstr�nge
zeigten, dass die Paarbildung der UBPs der ersten Generation
nicht gem�ß Kante-Kante-Geometrie, sondern durch Inter-
kalation der großen aromatischen Nucleobasen in das ge-
genîberliegende Strangsegment abl�uft (siehe Abschnitt 5).
Unserer Vermutung nach wird durch diesen Modus, der auf
hydrophoben und dispersiven Kr�ften beruht, die Bildung
von UBPs zwar begînstigt, aber die daraus folgende Fehl-
positionierung des Primer-Endes verhindert die Primer-Ver-
l�ngerung. Daher basierte unsere zweite Generation von
Analoga, die letztlich 55 synthetische Nucleotide umfasste,
meist auf dem Benzol-,[119–121] Pyridin-[122, 123] oder Pyridonge-
rîst,[124] denn wir wollten herausfinden, ob sich kleinere
Nucleobasen mit weniger Neigung zur Interkalation besser
fîr die Replikation eignen. Vielleicht îberraschend ließen
sich von diesen UPBs der zweiten Generation viele stabil und
selektiv in die doppelstr�ngige DNA einbinden, obwohl sie
weder H-Brîcken bildeten noch eine grçßere aromatische
Oberfl�che aufwiesen.[121]

Unter diesen UBPs der zweiten Generation ließen sich
einige mit wenigstens zufriedenstellender Effizienz herstellen
und/oder ermçglichten eine DNA-Verl�ngerung.[119,125–127]

Allerdings fîhrten Optimierungsversuche nur zu kaum ver-
�nderten SARs, die darîber hinaus noch einen mçglichen
Konflikt bei den erforderlichen physikochemischen Eigen-
schaften aufdeckten. Dieser bestand darin, dass der Substi-
tuent in ortho-Position zur glycosidischen Bindung in die sich
bei der Replikation herausbildende kleine Furche hineinra-
gen soll. Dieser Substituent muss fîr eine effiziente UBP
sowohl bei der neu hinzukommenden Base als auch bei der
Matrize hydrophob sein. Dies widerspricht aber den be-
kannten Voraussetzungen fîr eine effiziente Strangverl�n-
gerung, dass n�mlich der Substituent an der Matrize hydro-
phob ist, der am Primer-Ende jedoch als H-Brîckenakzeptor
fungiert.[122,124, 125] Tats�chlich befinden sich die H-Brîcken-
akzeptoren in analoger Position bei jeder natîrlichen Nuc-
leobase, und am Primer-Ende fungieren sie als Akzeptor fîr
H-Brîcken ausgehend von der Polymerase.[128] Ohne diese
Wechselwirkungen kann die Primer-Verl�ngerung nicht ab-
laufen, wie in biochemischen Studien nachgewiesen
wurde.[34, 128–130]

Weil also die fîr die UBP-Bildung notwendigen physi-
kochemischen Eigenschaften von denen fîr die Verl�ngerung
abweichen, wird ein rationales Design problematisch. Daher
entwarfen wir zwei unterschiedliche Screening-Programme,
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um alle Paarbildungen, die zwischen den 60 unterschiedlichen
Nucleotiden unserer ersten und zweiten Generation mçglich
waren, zu evaluieren (ca. 1800 mçgliche UBPs).[131] An der
Spitze beider Screenings stand das UBP aus dMMO2 und
dSICS (Abbildung 4). Interessant an diesem dMMO2-dSICS-

Paar war hierbei vor allem der Substituent in ortho-Stellung
zur glycosidischen Verknîpfung, denn dieser kann mçgli-
cherweise den oben genannten Konflikt lçsen. Das Schwe-
felatom von dSICS ist weicher und st�rker polarisierbar als
ein Sauerstoffatom und ist deshalb hydrophober, kann aber
gleichwohl eine H-Brîcke akzeptieren. Außerdem pr�sen-
tiert sich die O-Methylgruppe von dMMO2 als ortho-Substi-
tuent infolge einfacher Rotation entweder hydrophob als
Methylgruppe oder als Sauerstoff-H-Brîckenakzeptor.

Somit bildete das dMMO2-dSICS-UBP einen Ausgangs-
punkt fîr die dritte Generation von UBP-Kandidaten und
fîhrte rasch zum n�chsten Paar, dMMO2-d5SICS (Abbil-
dung 4), das die problematische Selbstpaarung von dSICS-
dSICS vermied.[131] Anders als unsere UBPs der ersten und
zweiten Generation wurde dieses Paar auch von vielen A-, B-
und X-DNA-Polymerasen mit hoher Genauigkeit erkannt.[132]

Die geringste Effizienz w�hrend des Replikationsvorgangs
von dMMO2-d5SICS liefert der Schritt, bei dem dMMO2TP
gegenîber von d5SICS eingebaut wird. Im Zuge der Opti-
mierung dieses Schritts erhielten wir das Paar dNaM-d5SICS
(Abbildung 1),[133, 134] das sich um eine Grçßenordnung effi-
zienter herstellen ließ.

dMMO2-d5SICS und dNaM-d5SICS waren Meilensteine
in unserem Entwicklungsprogramm: Sie waren die ersten
UBPs, mit denen nach Einbau in die DNA die Amplifikation
durch PCR gelang.[135] Tats�chlich verl�uft die Amplifikation
von dNaM-d5SICS enthaltender DNA massiv und verlustarm
(d.h. 1024-fache Amplifikation mit > 99.9 % Zuverl�ssigkeit).
Bemerkenswert ist auch, dass die Amplifikation kaum An-
sprîche an die Sequenz stellt.[136] Diese effiziente, zuverl�s-
sige und sequenzunabh�ngige Replikation macht das dNaM-
d5SICS-Paar besonders fîr Anwendungen interessant, bei
denen randomisierte Matrizen wie fîr die SELEX massiv
amplifiziert werden sollen (siehe Abschnitt 6). Wichtig ist
auch, dass die T7RNA-Polymerase sowohl dMMO2-d5SICS
als auch dNaM-d5SICS effizient in RNA transkribiert (d.h.
dMMO2 oder dNaM dirigieren den Einbau von entweder
MMO2 oder besonders auch NaM in RNA). Die Effizienz
liegt nur ca. 30-fach unter der von natîrlichen Nucleotiden
und entspricht einer Zuverl�ssigkeit von 93–99%.[137]

Ungeachtet dieser effizienten und zuverl�ssigen Repli-
kation und Transkription von dNaM-d5SICS-DNA hat man
es noch immer mit einer insgesamt langsameren Replikation

als bei rein natîrlichen Basenpaaren zu tun. Nachdem wir bei
weiterer Optimierung eine kaum verbesserte SAR ermittelt
hatten,[134, 138–140] begannen wir mit der Optimierung von
d5SICS, da eine fortgesetzte Primer-Verl�ngerung nach
Einbau dieses nichtnatîrlichen Nucleotids die Replikation
limitiert, und erhielten so dTPT3 (Abbildung 4).[141] Wir er-
g�nzten diese Optimierung durch ein weiteres Screening von
111 nichtnatîrlichen Nucleotiden (von denen viele Neusyn-
thesen seit unserem ersten Screening waren). Folglich betrug
die Anzahl mçglicher UBP-Kandidaten etwa 6000.[142] Aus
diesem Screening gewannen wir eine ganze UBP-Familie, die
gute Replikationseigenschaften aufwies (Abbildung 5).

W�hrend dNaM-dTPT3 das bestreplizierte UBP blieb, verlief
bei s�mtlichen neuen UBPs die Replikation effizienter als fîr
das ursprîngliche dNaM-d5SICS, das, wie in Abschnitt 7 be-
schrieben, bereits so gut repliziert wird, dass es in vivo ver-
wendet werden kann. Daraus folgt, dass sich s�mtliche dieser
neuen UBPs fîr die praktische Anwendung eignen sollten.

Die Gruppe um Hirao besch�ftigt sich seit 2003 mit
îberwiegend hydrophoben UBPs. Grundlage waren die von
Kool entwickelten Basen dQ und dF, die hydrophobe Isostere
von dA und dT sind (Abbildung 6).[143, 144] Um die Fehlpaa-
rung mit dA zu verringern, entwickelte die Hirao-Gruppe
zun�chst dPa als dQ-Gegenstîck[145] und îberfîhrte danach

Abbildung 4. Das dMMO2-dSICS-UBP und die nichtnatírlichen Nuc-
leotide d5SICS und dTPT3. Zucker- und Phostphatgruppen wurden
weggelassen.

Abbildung 5. Die dNaM-dTPT3-UDP-Familie.

Abbildung 6. Das dQ-dF-UBP und die nichtnatírlichen Nucleotide
dDs, dPa und dPn. Zucker- und Phostphatgruppen wurden weggelas-
sen.
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dQ durch eine raumfîllende Thienyleinheit in dDs (Abbil-
dung 6). Das daraus resultierende dDs-dPa war das erste
UBP, dass sich durch PCR mit einer Fehlerrate von unter 1%
(das heißt > 99% Zuverl�ssigkeit) amplifizieren ließ.[146]

Wegen der mçglichen dDs-dDs- und dA-dPa-Fehlpaarung
verwendeten die Autoren allerdings das g-Amidotriphosphat
von dDs und dA (dDsTPN bzw. dATPN). Auch die Tran-
skription des biotinylierten Pa-Analogons verlief �ußerst zu-
verl�ssig (> 95 %).

Fîr die Weiterentwicklung des dDs-dPa-Paars wurde die
Aldehydgruppe von dPa gegen eine Nitrogruppe ausge-
tauscht und so das dPn-Nucleosid erhalten (Abbildung 6).[147]

Die PCR-Amplifikation von dDs-dPn verlief noch zuverl�s-
siger, und es war kein dATPN erforderlich. Durch den Einbau
einer zus�tzlichen Propinyleinheit an dPn wurde das dDs-
dPx-UBP (Abbildung 1, mit R = H) hergestellt, das nochmals
eine bessere Zuverl�ssigkeit bei der PCR aufwies (> 99.9%)
und die Verwendung von dDsTPN oder dATPN unnçtig
machte.[148]

Dass d5SICS-dNaM und seine Analoga ebenso wie dDs-
dPx effizient und selektiv repliziert werden kçnnen, spricht
klar dafîr, dass auch andere Kr�fte als nur H-Brîcken fîr
eine stabile und zuverl�ssige Replikation sorgen kçnnen, und
zwar durch Optimierung von îberwiegend hydrophoben
Nucleobasen. Ungeachtet ihres im Wesentlichen empirischen
Charakters zeigen die Studien einige generelle Trends auf:
Allgemein sind die Daten konsistent mit einem îbergeord-
neten hydrophoben Effekt sowie lokalen elektrostatischen
und dispersiven Wechselwirkungen zwischen den (natîrli-
chen und nichtnatîrlichen) Nucleobasen. Diese Kr�fte un-
terliegen den sterischen Anforderungen des aktiven Zen-
trums der Polymerase. Je nachdem, wo sich die Heteroatome
im Nucleobasegerîst befinden, sind die Effekte positiv oder
negativ, was im Wesentlichen mit elektrostatischen Wechsel-
wirkungen und/oder der Desolvatation zusammenh�ngt. In
der Regel wirkten sich Modifikationen am Triphosphat mehr
aus als am Matrizen-Nucleosid. Wie schon erw�hnt, vermit-
telt der Substituent in ortho-Position zur glycosidischen Bin-
dung die fîr eine effiziente UBP-Synthese nçtigen hydro-
phoben Packungswechselwirkungen, w�hrend er fîr die
UBP-Verl�ngerung als H-Brîckenakzeptor fungiert. Eine
effiziente Replikation ist deshalb nur mit Substituenten
mçglich, die beides kçnnen. An der meta- und para-Position,
in Richtung der entstehenden großen Furche, haben sich eine
grçßere aromatische Oberfl�che und andere Substituenten,
die gînstige lokale elektrostatische und dispersive Wechsel-
wirkungen vermitteln kçnnen, als vorteilhaft fîr die UBP-
Optimierung herausgestellt. Allerdings verschlechtern sie
wiederum die Verl�ngerung, sodass man fîr eine effiziente
Replikation diese Kr�fte auf einem eher mittleren Niveau
halten muss. Tats�chlich haben viele Modifikationen gegen-
l�ufige Effekte in UBP-Herstellung und Verl�ngerung, sodass
man fîr eine Optimierung Kompromisse eingehen muss.

5. Strukturstudien

Die Strukturbestimmung von doppelstr�ngiger DNA mit
Nucleotiden aus synthetischen Nucleobasen lieferte wertvolle

Informationen bezîglich der Kr�fte, die UBPs stabilisieren
und ihre Replikation fçrdern kçnnten. Die erste Struktur
eines îberwiegend hydrophoben UBP im DNA-Doppel-
strang war die von dF mit einem hydrophoben Isoster von dA
namens dZ (nicht zu verwechseln mit Benners Analogon
desselben Namens; Abbildung 7).[149] Der Doppelstrang
nahm eine regul�re B-DNA-Struktur an, bei der die Nuc-
leobasen im Stranginneren gepackt sind und die Basenpaa-
rung planar îber die Kanten erfolgt. Der C1’-C1’-Abstand des
UBP war etwas grçßer (um 0.8 è) als der in einem natîrli-
chen Basenpaar, wahrscheinlich wegen des zus�tzlichen
Wasserstoffatoms zwischen den Analoga. Auch das dPa-dQ-
Paar, das im Wesentlichen ein natîrliches Purin-Pyrimidin-
Paar nachahmt, hat in etwa die Struktur eines natîrlichen
Basenpaares im B-DNA-Doppelstrang (Abbildung 7).[145]

Selbst der abasische Paarungsmodus der großen Pyren-Nuc-
leobasenanaloga fîhrte zu keinen wesentlichen ønderungen
in der B-Doppelstrangstruktur.[150] øhnliche Befunde gab es
fîr verschiedene andere DNA-[25, 151–154] und RNA-Struktu-
ren,[155] die zumindest teilweise hydrophobe Nucleobasen-
analoga enthielten. Man kann daher davon ausgehen, dass der
DNA-Doppelstrang diese Nucleobasen aufnehmen kann und
dabei seine natîrliche Geometrie nicht îberm�ßig ver�ndert.

Beschrieben wurden auch Doppelstrangstrukturen mit
den UBPs dPICS-dPICS (einem unserer UBPs der ersten
Generation, das ein „Selbstpaar“ zwischen zwei identischen
dPICS-Analoga ist und effizient synthetisiert wird, aber keine
Strangverl�ngerung eingeht; siehe Abschnitt 4),[154] d3FB-
d3FB (einem UBP der zweiten Generation),[119] dMMO2-
d5SICS[138] und dNaM-d5SICS[156] (Abbildung 7). Anders als
in den zuvor beschriebenen Strukturen wies die NMR-DNA-
Struktur mit dem dPICS-Selbstpaar keine planare Kante-
Kante-Paarung auf, sondern eine Paarung durch Interkalati-
on in den jeweils gegenîberliegenden Strang. W�hrend das
d3FB-d3FB-UBP der zweiten Generation in der Rçntgen-
kristallstruktur eine Kantenpaarung zeigte, wiesen die NMR-
Strukturen von dMMO2-d5SICS und dNaM-d5SICS wieder-
um Interkalationen auf. Das ortho-Schwefelatom und die
Methoxygruppe ragten in die kleine Furche des Doppel-
strangs hinein, mit Drehung der Methoxygruppe aus der
Planarit�t heraus, um mit dem Schwefelatom von d5SICS
Van-der-Waals-Kontakte einzugehen. Die Kontaktfl�che fîr
die Stapelwechselwirkungen zwischen den Nucleobasen bil-
deten die Methylgruppe und der n�chstliegende Teil des
aromatischen Rings von d5SICS sowie der para-Substituent
von dMMO2 oder dNaM. Diese Basenpaare haben aber eine
etwas andere Geometrie und/oder sind kleiner als das dPICS-
Selbstpaar und îberlappen deshalb etwas weniger. Anhand
von Molecular-Modeling-Studien, 1H-NMR-spektroskopi-
scher Analyse und Studien zum Circulardichroismus kamen
Leumann und Mitarbeiter zum Ergebnis, dass die Paarbil-
dung von Biarylnucleotiden nach einem solchen Interkala-
tionsmodus abl�uft.[13, 14,157] Dieser Modus wurde sp�ter durch
NMR-Strukturdaten best�tigt (Abbildung 7).[158] Auch eine
Art Reißverschlussstruktur ist mçglich, wenn der Doppel-
strang anstelle von Nucleobasen Nucleotide mit mehreren
aromatischen Chromophoren enth�lt, von denen jedes ein-
zelne in den Gegenstrang interkaliert (�bersichten in
Lit. [159, 160]). Der Interkalationsmodus scheint also allge-
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mein fîr die Paarung großer aromatischer Nucleobasenana-
loga zu gelten und unterstreicht die große Rolle, die hydro-
phobe und dispersive Kr�fte dabei spielen.

Auch wenn der Interkalationsmodus eindeutig die UBP-
Stabilit�t erhçht, �hnelt die dadurch entstehende Struktur im
DNA-Doppelstrang doch eher einer Fehlpaarung als einem
natîrlichen Basenpaar. Daher ist nicht so leicht zu erkl�ren,
weshalb die UBPs so effizient und zuverl�ssig repliziert
werden. Nach dem allgemein anerkannten Erkennungsme-
chanisums bindet die Polymerase zun�chst das korrekte (na-
tîrliche) Triphosphat und bewirkt dadurch eine ausgedehnte
Konformations�nderung einschließlich des Schließens der
Fingerdom�nen îber den Dom�nen von Handteller und
Daumen. Es entsteht ein geschlossener, starrer Komplex, der
geometrisch die konservierte Watson-Crick-Struktur eines
natîrlichen Basenpaars selektiert.[50,51, 161–164] Um diesen
scheinbaren Widerspruch zu kl�ren und den Mechanismus
der UBP-Synthese zu erforschen, charakterisierten wir in
Kooperation mit der Marx-Gruppe rçntgenkristallographisch
die Struktur von mehreren KlenTaq-Komplexen (KlenTaq ist
das große Fragment der Taq-DNA-Polymerase I; Abbil-
dung 8).[156] Ein Vergleich der bin�ren und tern�ren Kom-
plexe ergab, dass mit d5SICSTP als hinzukommender Base
und dNaM in Matrizenposition die Polymerase die gleichen
großen Konformations�nderungen eingeht wie mit einem
entsprechenden natîrlichen Triphosphat[163, 165, 166] (Abbil-
dung 8). Tats�chlich haben die tern�ren Polymerasekomplexe
mit natîrlichen und nichtnatîrlichen Substraten bezîglich
der Wechselwirkungen zwischen den Triphosphaten, der
Orientierung der Seitenketten im aktiven Zentrum und selbst
der gebundenen Metallionen eine bemerkenswerte øhnlich-
keit. Interessanterweise nehmen bei geschlossenem Komplex

die Nucleobasen w�hrend der UBP-Bildung im aktiven
Zentrum der Polymerase nicht die Interkalationsstruktur wie
im freien Doppelstrang ein, sondern liegen coplanar mit
nahezu optimaler Kante-Kante-Ausrichtung vor. Der C1’-
C1’-Abstand zwischen den Nucleotiden entspricht grob dem

Abbildung 7. UDP-Strukturen. Zucker- und Phostphatgruppen wurden weggelassen.

Abbildung 8. Infolge von Induktion durch die KlenTaq-Polymerase
nimmt das dNaM-d5SICS-UDP eine natírliche Watson-Crick-Struktur
an. a) Struktur des bin�ren Polymerase-Matrize-Komplexes; b) Struktur
des tern�ren Polymerase-Matrize-d5SICSTP-Komplexes; c) �berlage-
rung des bin�ren und des tern�ren Komplexes; d) �berlagerung des
tern�ren Komplexes, in dem d5SICSTP mit dNaM gepaart ist, mit dem
tern�ren Komplex, in dem dGTP mit dC gepaart ist. Wiedergabe aus
Lit. [156].
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eines natîrlichen Basenpaares (11.0 gegenîber 10.6 è bei
einem natîrlichen Basenpaar, verglichen mit 9.1 è fîr
dNaM-d5SICS im freien Doppelstrang). Im Unterschied dazu
hat der Komplex von KlenTaq mit d5SICS-Matrize und zu-
gegebenem dNaMTP nicht den katalytisch aktiven geschlos-
senen Zustand.[167] Der Zustand ist vielmehr teilweise ge-
schlossen, wobei sich d5SICS in Richtung der Insertionsstelle
bewegt und das dNaMTP îber seine Triphosphateinheit an
die O-Helix gebunden ist. Dieser Zustand �hnelt dem halb-
offenen Zustand, den die Polymerase wahrscheinlich zur
Prîfung der korrekten Basenpaarung w�hrend der Synthese
von natîrlicher DNA einnimmt.[164,168, 169]

Auch mehrere Strukturen von Komplexen nach erfolgtem
UBP-Einbau und unter Variation des Sequenzkontexts im
Strang sowie der flankierenden Sequenzen wurden charak-
terisiert.[167] Trotz Strukturunterschieden befand sich die UBP
stets an der korrekten Post-Insertionsstelle unter Bildung der
Interkalationsstruktur wie im freien Doppelstrang.

Anhand dieser Strukturstudien sowie der Analysen der
UBP-Replikation in unterschiedlichen Sequenzkontexten[133]

stellten wir schließlich einen Mechanismus fîr die UBP-Re-
plikation auf (Abbildung 9). Zun�chst bindet die Polymerase
mit der O-Helix ein nichtnatîrliches Triphosphat und prîft
dabei unterschiedliche Konformationen. Bei ausreichender
Stabilit�t des UBP populiert sie schließlich die aktive ge-
schlossene Konformation. Bei d5SICSTP-Einbau werden die
intermedi�ren Zust�nde nur vorîbergehend populiert, aber
bei dNaMTP arretiert die Konformation schließlich im
halbgeçffneten Zustand, entweder, weil dieser Komplex sehr
stabil ist, oder, weil der entsprechende geschlossene Komplex
so instabil ist. Um dann das dNaMTP aufnehmen zu kçnnen,
muss der geschlossene Zustand durch thermische Fluktua-
tionen erreicht werden. In jedem Fall liegen die sich bilden-
den UBPs im geschlossenen Komplex in einer Watson-Crick-
�hnlichen Struktur vor, in der das hinzukommende nichtna-
tîrliche Nucleotid kovalent gebunden wird. Nach dem
Einbau kehrt die Polymerase in ihre offene Konformation
zurîck, und unter Freisetzung eines Pyrophosphat-Ions ge-
langt das UBP unter Interkalation an seine Post-Insertions-

position. Zur Strangverl�ngerung sind dann die Desinterka-
lation des UBP sowie die Reorganisation des aktiven Zen-
trums durch thermische Fluktuationen erforderlich. Dieser
Interkalations-/Desinterkalationsmechanismus erkl�rt auch
das Gleichgewicht von elektrostatischen und dispersiven
Wechselwirkungen, das fîr die gleichzeitige Optimierung von
UBP-Synthese und Strangverl�ngerung erforderlich ist. Tat-
s�chlich ist der Mechanismus nicht nur in Einklang damit,
dass hydrophobe Kr�fte und Stapelkr�fte die Replikation
vermitteln, sondern spricht auch dafîr, dass diese Kr�fte ideal
sein kçnnten, da sie relativ stark, aber nicht gerichtet sind und
somit plastischer Natur sind.

6. In-vitro-Anwendungen

Die replizierf�higen UBPs fanden bald interessante An-
wendungen, wie die Nutzung der inh�rent erhçhten Hybri-
disierungsspezifit�t von drei Basenpaaren gegenîber der von
zweien (�bersicht von Kimoto et al. 2011[170]). Neu und viel-
leicht revolution�r ist die Verwendung von UBPs in SELEX,
um Aptamere oder Nucleins�urekatalysatoren mit nichtna-
tîrlicher Funktionalit�t zu entwickeln. Ein Meilenstein war
hierbei Bildung von Aptameren unter Verwendung eines
dDs-dPx-UBP-Derivats [Abbildung 1, mit R = CH-
(OH)CH2OH] durch Hirao et al. Dieses Aptamer konnte
dank der einzigartigen Funktionalit�t von dDs das VEGF-
165-Protein oder IFN-g spezifisch erkennen.[171] Weil es noch
keine direkte Sequenzierungsmethode gibt, um die Position
multipler UBPs festzustellen, wurden ein oder mehrere dDs-
Analoga an definierten, durch einen Zwei- oder Drei-Nu-
cleotid-Barcode kenntlich gemachten Positionen einer ran-
domisierten 43-nt-Region eingebaut. Nach mehreren Selek-
tions-/PCR-Amplifikationsrunden waren s�mtliche nichtna-
tîrlichen Nucleotide in natîrliche Nucleotide umgewandelt,
und die verbliebene Besetzung wurde durch das Ion-Torrent-
Deep-Sequenzierverfahren analysiert. Dann wurden die dDs-
Positionen anhand der Barcodes rekonstruiert. Beide Selek-
tionen mit UBP ergaben Aptamere, die ihr Zielmolekîl mit

Abbildung 9. Vorgeschlagener Replikationsmechanismus fír das d5SICS-dNaM-UBP. Intermediate auf Grundlage gelçster Strukturen sind dunkler
und solche, deren Struktur noch nicht best�tigt ist, sind heller dargestellt. Der Einbau des nichtnatírlichen Triphosphats und die anschließende
Verl�ngerung des entstehenden UBP sind gekennzeichnet. Phosphate sind als leere Kreise, natírliche Nucleotide als leere Rechtecke und nichtna-
tírliche Nucleotide als grau und schwarz gefíllte Rechtecke dargestellt. Wiedergabe aus Lit. [167].
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ca. 100-mal hçherer Affinit�t banden als solche, die aus der
Selektion mit ausschließlich natîrlichen Nucleotiden her-
vorgegangen waren. Das nichtnatîrliche Aptamer mit der
grçßten Affinit�t fîr VEGF-165 enthielt zwei dDs-Nucleoti-
de, von denen sich keines ohne Affinit�tsverlust austauschen
ließ, und das Aptamer mit der hçchsten Affinit�t fîr IFN-g
enthielt drei, von denen zwei sich nicht gegen dA austauschen
ließen.

Schon bald nach den Arbeiten von Hirao entwickelte die
Benner-Gruppe Aptamere mit den nichtnatîrlichen Nucle-
otiden dP und dZ zur Erkennung von Krebszellen und erhielt
eine Dissoziationskonstante von 30 nm.[172] Nach zwçlf In-
vitro-Selektionsrunden identifizierten die Autoren die spezi-
fisch bindenden Molekîle durch Sequenzierung der erhalte-
nen nichtnatîrlichen Bibliothek unter kontrollierbarer Mu-
tation von dZ nach dC und dT (nach Lit. [39]), gefolgt von
einem g�ngigen Deep-Sequencing-Verfahren mit einem Ion-
Torrent-Instrument. Wie auch schon im vorgehenden Beispiel
war die Affinit�t fîr die Zielzellen deutlich geringer, sobald
die nichtnatîrlichen Nucleotide in ihr natîrliches Gegenstîck
zurîckmutiert waren. Dieses Ergebnis unterstreicht noch
einmal die Bedeutung, die eine solche nichtnatîrliche Funk-
tionalit�t haben kann.

Die entstandenen Aptamere erhielten ihre Funktionalit�t
eindeutig durch die dDs-dPx- oder dP-dZ-UBPs; ein viel
breiteres Spektrum an physikochemischen Eigenschaften
ließe sich jedoch erzielen, wenn man DNA oder RNA mit-
hilfe eingefîhrter UBPs ortsspezifisch neu funktionalisierte.
So wîrden sich nahezu grenzenlos Funktionalit�ten in den
Evolutionsprozess einschleusen lassen. Hierfîr mîssen die
nichtnatîrlichen Nucleotide mit einem Linker modifiziert
werden, der nicht in die Replikation oder Transkription ein-
greift und îber den die zus�tzliche Funktionalit�t an das
Triphosphat oder das nichtnatîrliche Nucleotid nach dessen
Einbau in DNA oder RNA gebunden wird.

Zum ersten Mal beschrieb die Dervan-Gruppe eine
solche ortsspezifische Oligonucleotidmarkierung. Nach dem
gerichtetem Einbau von 6-Aminohexyl-isoG in die RNA
îber eine disoC enthaltende Matrize ließ sich die RNA
posttranskriptional mit N-Hydroxysuccinimidobiotin (NHS-
Biotin) oder EDTA-Dianhydrid markieren.[173] Sp�ter ver-
wendeten Hirao und Mitarbeiter dDs-dPa/dPn/dPx-UPBs,
um DNA[146, 148] und RNA ortsspezifisch zu markie-
ren.[146, 174, 175] Einige der RNA-Markierungsexperimente be-
ruhen auf dem direkten Einbau im Zuge der Transkription
des nichtnatîrlichen Ribonucleosidtriphosphats, an das die
gewînschte funktionelle Gruppe kovalent gebunden ist.
Grçßere Einheiten wie Fluorophore stçrten allerdings die
Transkription. Daher wurde dDs als Matrize fîr die Tran-
skription des alkinmodifizierten Ribonucleosid-Triphosphats
Eth-C4-PaTP eingesetzt, und die entstandene RNA wurde
durch Klickchemie mit einem Biotin-Tag oder einem Fluo-
rophor versehen.[176] Die Hirao-Gruppe beschrieb eine Reihe
von dPx-Analoga mit angebundenem Linker, die ebenfalls
gut repliziert wurden.[177] Eines dieser Analoga wurde fîr die
oben beschriebene Selektion eingesetzt. Es ist klar, dass zu-
s�tzliche Linker oder Linker, an die eine interessante Funk-
tionalit�t geknîpft ist, die Bandbreite mçglicher Aktivit�ten
vergrçßern werden.

Wir synthetisierten auch die Linker-modifizierten UBP-
Derivate von 5SICSTP, (d)MMO2TP und (d)NaMTP im
Hinblick auf ihre Replikation und Transkription. Die Linker
enthielten freie oder geschîtzte Aminogruppen, die in Form
eines NHS-Esters weiter beladen werden kçnnen,[178] oder
Alkinylgruppen, die mithilfe von Klickchemie beladen
werden kçnnen.[179] Das Anknîpfen eines Propinyletherlin-
kers an die freie meta-Position des d5SICS-Gerîsts gelingt
besser als das seines aliphatischen Analogons, am besten wird
aber der geschîtzte Propargylaminlinker toleriert. Interes-
santerweise ist das dTPT3-Gerîst besser vertr�glich mit der
Linkerderivatisierung als das d5SICS-Gerîst.[141] Fîr das
dNaM-Gerîst haben wir noch keine gut tolerierte Linker-
modifikation identifiziert, aber die para- und meta-Positionen
von dMMO2 sind kompatibel mit der Anbindung von Lin-
kern. Aliphatische und etherbasierte Linker werden toleriert,
am besten gelingt aber das direkte Anknîpfen einer Ethi-
nylgruppe an die Nucleobase. Diese Befunde lassen sich all-
gemein anhand der Bindung eines 5’-Propargylamido-dUTP
an die tern�re Struktur der KlenTaq-Polymerase erkl�ren.[180]

Die Strukturbestimmung ergab eine H-Brîcke zwischen
Arg660 und dem Stickstoffatom des Propargylamidolinkers
in der sich bildenden großen Furche. Weil linkerfreies Arg660
mit dem Phosphatrîckgrat des Primer-Terminus wechsel-
wirkt,[181, 182] mîssen die Linker entweder klein genug sein, um
diese Wechselwirkung nicht zu stçren, oder sie durch eine
stabilisierende Wechselwirkung ersetzen kçnnen.

Ein Beispiel fîr die Anwendung eines Linker-modifi-
zierten UBP ist die Transkription von dNaM- oder d5SICS-
DNA in Methanococcus-jannaschii-tRNATyr. Durch die UDP-
Matrize erhielt diese tRNA an ihrer dritten Anticodon-Posi-
tion entweder die Aminolinker-modifizierte 5SICS- oder die
MMO2-Nucleobase. Im letzteren Fall ließ sich die tRNA
danach ortsspezifisch biotinylieren.[178] Fîr Materialanwen-
dungen wurde DNA, die ein UBP aus dNaM und Propinyl-
ether-derivatisiertem d5SICS enthielt, amplifiziert und fîr die
ortsspezifische Anordnung von zwei nSH3-Dom�nen einge-
setzt (SRC-homology-3-Dom�ne des humanen Crkll-Adap-
terproteins). Deren Topologie wurde durch Atomkraftmi-
kroskopie best�tigt.[179] Wir synthetisierten ebenfalls die a-
Phosphorothioatvariante von d5SICSTP und zeigten daran
beispielhaft die Thiolierung des DNA-Rîckgrats sowie die
Mçglichkeit, nach erfolgter Amplifikation Markierungen in
die DNA einbringen zu kçnnen.[178] Diese modifizierten
Nucleotide ermçglichen eine ortsspezifische Modifikation
von Nucleins�uren mit bis zu drei verschiedenen funktionel-
len Gruppen und zuvor unerreichter r�umlicher Kontrolle.

7. UBPs und semisynthetische Organismen

Das vielleicht ultimative Ziel bei der Entwicklung von
UBPs ist ihre In-vivo-Verwendung fîr die Erschaffung von
semisynthetischen Organismen, die zus�tzliche Erbinforma-
tion speichern und wieder abrufen kçnnen (Abbildung 10).
Diese Entwicklung begann mit unserem dNaM-d5SICS, das
effizient und fast fehlerfrei in jedem Sequenzkontext repli-
ziert und ebenso effizient in RNA transkribiert wird. Weil
îber Escherichia coli bereits so viel bekannt ist und in diesem
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Zusammenhang auch zahlreiche Techniken zur Verfîgung
stehen, war dieses Bakterium ein klarer Kandidat fîr den
ersten semisynthetischen Organismus. Die erste Hîrde war,
die nichtnatîrlichen Triphosphate in die Zelle zu schleusen,
was durch die beiden Membranen, mit denen dieser Orga-
nismus ausgestattet ist, erschwert wurde. Zuerst versuchten
wir, sie nach der Art vieler Nucleosidwirkstoffe durch passive
Diffusion als freie Nucleoside in die Zelle zu bringen, wo sie
dann durch Kinasen des Nucleosid-Salvage-Pathways suk-
zessive triphosphoryliert werden sollten.[183] Auf diesem Weg
gelang zwar die Monophosphorylierung einiger Nucleoside
mit îberwiegend hydrophoben Nucleobasen durch die Nuc-
leosid-Kinase von D. melanogaster, aber wir konnten keine
Monophosphat-Kinasen identifizieren, die die Umwandlung
zum Diphosphat katalysierten und eine hçhere Spezifit�t fîr
ihr natîrliches Substrat aufweisen.[184] Die schwache Aktivit�t
der Kinasen versuchten wir durch �berexpression zu kom-
pensieren, aber dies fîhrte, wahrscheinlich wegen der Fehl-
regulation des natîrlichen Triphosphat-Pools, zu erheblicher
Toxizit�t.

Wir mussten also einen neuen Weg finden, um die nicht-
natîrlichen Triphosphate fîr die Zelle verfîgbar zu machen.
Uns fiel auf, dass die Genome einer Reihe von intrazellul�ren
Bakterien und Algenplastiden nicht fîr die Enzyme codieren,
die fîr die Nucleosidtriphosphatsynthese erforderlich sind;
sie enthalten stattdessen Gene fîr bestimmte Nucleosidttri-
phosphat-Transporter (NTTs); die bençtigten Triphosphate
entnehmen sie dann aus dem Zellmilieu.[185–192] Also unter-
suchten wir die Plasmid-Expression von acht verschiedenen
NTTs in E. coli und identifizierten einen aktiven NTT von
Phaeodactylum tricornutum (PtNTT2),[191] der sowohl
d5SICSTP als auch dNaMTP in die Zelle importieren kann
(Abbildung 10). Unter Zugabe von 250 mm d5SICSTP und
dNaMTP in das Medium konnten wir ein gleichbleibendes
Niveau dieser nichtnatîrlichen Nucleotide in der Zelle von
etwa 90 bzw. 30 mm aufrecht erhalten. Weil diese Konzentra-
tionen erheblich îber den submikromolaren KM-Werten der
nichtnatîrlichen Triphosphate fîr die DNA-Polymerasen
liegen,[134] war eine gute Grundlage geschaffen, dieses UBP in
einem lebenden Organismus zu replizieren.

Um festzustellen, ob ein mit PtNTT2 ausgestattetes
E. coli das importierte nichtnatîrliche Triphosphat fîr eine
UBP-DNA-Replikation nutzen wîrde, tauschten wir im
pUC19-Plasmid durch Festphasensynthese und ein Circular-
Extension-PCR-Verfahren ein dA-dT gegen dNaM-dTPT3
aus und generierten so ein pINF (Informationsplasmid). E.-
coli-Zellen, die das Plasmid-codierte PtNTT2 exprimierten,
konnten mit dNaMTP und d5SICSTP im Medium wachsen
und wurden nachfolgend mit pINF transformiert (Abbil-
dung 10). Kontrollzellen transformierten wir mit dem Stamm-
pUC19-Plasmid oder ließen sie entweder ohne Transporter-
induktion oder ohne nichtnatîrliche Triphosphate wachsen.
Nach einer Nacht Wachstum im Medium wurde das ca. 107-
fach amplifizierte pINF wiedergewonnen, verdaut und de-
phosphoryliert, um die freien Nucleoside zu gewinnen. LC-
MS/MS-Analyse best�tigte das Vorhandensein von etwa
einem d5SICS per Plasmid. In den Kontrollzellen mit dem
rein natîrlichen pUC19-Plasmid wurde hingegen kein
d5SICS nachgewiesen, ebenso wenig wie in den pINF-trans-
formierten Zellen ohne Transporterinduktion und in den
Zellen ohne nichtnatîrliche Triphosphate. Weil das syntheti-
sche pINF nur dNaM-dTPT3 enthielt, w�hrend freies
d5SICS-Triphosphat im Medium vorhanden war, bewiesen
wir durch die Entdeckung von d5SICS im wiedergewonnenen
Plasmid eindeutig, dass es eine Replikation in vivo gab.
Dieser Befund wurde auch durch Sequenzierung und durch
einen Biotin-Shift-Test nach Amplifizierung des wiederge-
wonnenen pINF mit d5SICS und einem biotinylierten dNaM-
Analogon best�tigt. Unter Berîcksichtigung der unteren
Nachweisgrenze, die man aus der UBP-Retention und dem
Amplifikationsgrad erh�lt, betr�gt die Zuverl�ssigkeit der
Replikation mindestens 99.4%. Wir kçnnen also sagen, dass
dieses modifizierte E. coli der erste semisynthetische Orga-
nismus ist, der ein UBP in seiner DNA weitergeben kann.

8. Bedeutung und Ausblick

Vor mehr als 50 Jahren stellte Alex Rich zum ersten Mal
�berlegungen zu mçglichen UBPs an, und vor 25 Jahren
wurden die ersten brauchbaren Kandidaten im Labor von
Steve Benner produziert. Mittlerweile gibt es drei Klassen
von UBPs, die auf einem hohen Entwicklungsstand sind: eine,
die alternative H-Brîcken bildet, (wie dZ-dP) und zwei, die
durch hydrophobe Kr�fte und Stapelkr�fte stabilisiert werden
(wie dNaM-d5SICS und dDs-dPx). Die Daten belegen, dass
es nicht nur H-Brîcken sind, mit denen man eine selektive
Paarung stabilisieren und die Replikation und Transkription
in RNA fçrdern kann. Die H-Brîcken lassen sich durch den
hydrophoben Effekt sowie dispersive Wechselwirkungen
zwischen komplement�ren Nucleobasestrukturen ersetzen, in
Kombination mit Desolvatationseffekten und elektrostati-
schen Wechselwirkungen zwischen geeignet positionierten
Heteroatomen. Durch weitere Optimierung wird man aus
diesen drei Klassen sicherlich UBPs erhalten, die sich in ihrer
Replikationsgeschwindigkeit und -zuverl�ssigkeit nicht mehr
von den natîrlichen Basenpaaren unterscheiden.

Ein kînftiger Schwerpunkt sollte auch auf der Entwick-
lung neuer Sequenzierungsverfahren fîr UBP-DNA liegen,

Abbildung 10. Der jíngst entwickelte semisynthetische Organismus.
Porine in der �ußeren und PtNTT2 in der inneren Membran sind blau
bzw. grín dargestellt.
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insbesondere fîr DNA mit multiplen UBPs. Fîr die Sanger-
Sequenzierung wîrde dies die Modifikation der Nucleobase
mit einem Fluorophor bedeuten, fîr die Sequenzierung auf
der Illumina-Plattform[193] die Modifikation der Nucleobase
und des Zuckers mit einem Fluophor bzw. reversiblen Ter-
minator oder fîr das Sequenzierverfahren von Pacific Bio-
sciences die Modifikation des Triphosphats mit einem Fluo-
rophor.[194] Auch Sequenzierungen auf den Ion-Torrent-[195]

oder Oxford-Nanopore-Plattformen[196] w�ren vielverspre-
chend, denn diese erfordern keine Modifikation am Nucle-
otid. In jedem Fall mîssten aber die Hardware und Software
angepasst werden. Ein Schwerpunkt sollte auch auf der sys-
tematischen Erforschung und Optimierung von Linkern zum
ortsspezifischen Anknîpfen von Molekîlen an DNA liegen.
Solche Arbeiten werden die Anwendung von UBPs fîr ver-
schiedene Techniken erlauben, die sich auf die physikoche-
mischen Eigenschaften der angeknîpften Molekîle stîtzen –
und dies zusammen mit der Mçglichkeit einer Evolution. Die
wahrscheinlich wichtigste In-vitro-Anwendung ist jedoch die
Neu- und Weiterentwicklung von Bauelementen und Mate-
rialien.

Unserer Meinung nach ist die interessanteste Anwendung
von UPBs jedoch die Erschaffung von semisynthetischen
Organismen, die zus�tzliche Information speichern und ab-
rufen kçnnen. Fîr die medizinische Chemie ist hier die
dNaM-dTPT3-UBP-Familie am bedeutendsten, denn diese
Nucleotide dîrften sich durch unterschiedliche pharmakoki-
netische Eigenschaften wie Triphosphataufnahme, Stabilit�t
und Off-Target-Aktivit�t auszeichnen. Entsprechende SAR-
Studien mîssten sich daher mehr auf diese Parameter fo-
kussieren, zus�tzlich zur Effizienz und Zuverl�ssigkeit der In-
vitro- und In-vivo-Replikation.

Der n�chste Schritt in Richtung eines semisynthetischen
Organismus, der mit zus�tzlicher Information versehen
werden kann, ist die In-vivo-Transkription von UBP-haltiger
DNA in RNA. Zusammen mit den von Schultz und Mitar-
beitern entwickelten orthogonalen RNA-Aminoacyl-Syn-
thetase-Paaren[197–199] wird dies die Grundlage bilden, um die
von den UBPs codierte Information in neuartige Proteine zu
îbertragen. Diese Arbeiten mîssen nicht auf Bakterienzellen
beschr�nkt bleiben, und die Erschaffung von eukaryotischen
Zellen, die zus�tzliche Information speichern und abrufen
kçnnen, w�re die Grundlage fîr weitergehende Transforma-
tionen. Dann kçnnte man ausgehend von solchen semisyn-
thetischen bakteriellen und eukaryotischen Organismen se-
misynthetisches Leben entwickeln, das mçglicherweise neue
und nîtzliche Attribute und Funktionen aufweist und im
Evolutionsprozess weiterfîhrt. Die DNA bildet die Grund-
lage fîr alles, was Leben ist, war und vielleicht sein wird, und
die UBPs geben uns jetzt die Mçglichkeit, das Potenzial
dieses bemerkenswerten Molekîls noch einmal entscheidend
zu erweitern.
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