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Zweifache Erkennung von doppelsträngiger
DNA durch 2'-Aminoethoxy-modifizierte
Oligonucleotide**
Bernard Cuenoud,* Florence Casset, Dieter Hüsken,
François Natt, Romain M. Wolf, Karl-Heinz Altmann,
Pierre Martin und Heinz E. Moser

Die molekulare Erkennung doppelsträngiger DNA durch
Proteine spielt eine zentrale Rolle in der Biologie. Obwohl es
keine erkennbar einfachen Regeln oder Codes gibt, um die
sequenzspezifische Erkennung zu beschreiben, sind Wasser-
stoffbrückenbindungen zu den Nucleinsäurebasen und auch
zum Phosphodiester-Rückgrat hierfür von ausschlaggebender
Bedeutung.[1] Es wurden bereits Versuche unternommen,
diese Erkennung mit kleineren Biopolymeren nachzuah-
men.[2] In all diesen Fällen wurden die spezifischen Wechsel-
wirkungen mit der DNA jedoch nur über Wasserstoffbrük-
kenbindungen zu den Basen hergestellt, während mögliche
Wechselwirkungen mit dem DNA-Rückgrat unberücksichtigt
blieben. Wir berichten hier, daû 2'-Aminoethoxy-modifizierte
Oligonucleotide gleichzeitig mit den Basen und dem Phos-
phodiester-Rückgrat jeder Basenpaar-Sprosse einer DNA
wechselwirken können, was zu einer erheblichen Zunahme
der Bindungsaffinität und der Assoziationsgeschwindigkeit
führt.

Die sequenzspezifische Erkennung von doppelsträngiger
DNA durch Pyrimidin-Oligonucleotide führt zur Bildung von
Tripelhelices, die durch Hoogsteen-Wasserstoffbrückenbin-
dungen zwischen den Basen des Ziel-DNA-Duplex und dem
Pyrimidin-Oligonucleotid als drittem Strang stabilisiert wer-
den.[3] Nach Untersuchungen am Molekülmodell einer Tri-
pelhelix mit einer RNA als drittem Strang liegen die 2'-
Hydroxygruppen der RNA und die Phosphatgruppen des
zweiten DNA-Strangs dicht nebeneinander.[4] Die Anknüp-
fung einer kurzen Aminoalkylgruppe an der 2'-Position der
Ribose des dritten Strangs könnte also eine spezifische
intermolekulare Wechselwirkung zwischen der protonierten
Aminogruppe und der benachbarten Phosphatgruppe des
DNA-Duplex ermöglichen. Solche elektrostatischen Wech-
selwirkungen sollten die Affinität des modifizierten Oligo-
nucleotids für doppelsträngige DNA stark erhöhen.

Um diese Hypothese zu überprüfen, untersuchten wir
zunächst die Eigenschaften eines 2'-Aminoethoxy-modifizier-
ten Oligonucleotids bezüglich der Triplexbildung. Die Syn-
these der 2'-Aminoethoxy-modifizierten monomeren Thymi-
din- und C5-Methylcytidin-Bausteine ist in Schema 1 zusam-
mengefaût. Die Alkylierung des geschützten Ribothymidins

Schema 1. Synthese der geschützten 2'-Aminoethoxy-Phosphoramidite
von Thymidin (5) und C5-Methylcytidin (8): a) BrCH2CO2Me (5 ¾quiv.),
NaH (2.2 ¾quiv.), DMF, 1.5 h, ÿ5 8C, 98 %; b) LiBH4 (4 ¾quiv.), MeOH/
THF (2/8), 1.5 h, 5 8C, 84 %; c) Ts-Cl (1.5 ¾quiv.), Et3N (1.6 ¾quiv.),
DMAP (10 Gew.-%), CH2Cl2, 8 h, 22 8C, 89%; d) H2, Pd/C (20 Gew.-%),
HCl (0.02 ¾quiv.), THF/MeOH (1/1), 7 h, 22 8C, 88%; e) NaN3 (3 ¾quiv.),
DMF, 3 h, 65 8C, 92 %; f) SnCl2 (3.5 ¾quiv.), MeOH, 1 d, 22 8C, 70%;
g) (CF3CO)2O (1.2 ¾quiv.), Pyridin, 2 h, 22 8C, 57%; h) TBAF (2.1 ¾quiv.),
THF, 15 min, 22 8C, 100 %; i) DMTr-Cl (1.2 ¾quiv.), Pyridin, 16 h, 22 8C,
85%; j) (iPr2N)2POCH2CH2CN (2.2 ¾quiv.), Diisopropylammoniumtetra-
zolid (2.4 ¾quiv.), CH2Cl2, 1 h, 22 8C, 85 %; k) Triazol (22.5 ¾quiv.), POCl3

(2.5 ¾quiv.), Et3N (23 ¾quiv.), CH3CN/CH2Cl2 (1/1), 3 h, 22 8C; l) konz.
NH3 (aq.)/Dioxan (1/1), 1 h, 22 8C, 84 % über zwei Stufen; m) N-Methyl-
2,2-dimethoxypyrrolidin (1.8 ¾quiv.), Pyridin, 3 h, 22 8C, 95%; n) H2, Pd/C
(10 Gew.-%), MeOH/THF (1/1), 3 h, 22 8C; o) CF3COOEt (10 ¾quiv.),
Et3N (7 ¾quiv.), MeOH, 1 h, 22 8C, 96% über zwei Stufen; p) TBAF
(1.0 ¾quiv.), THF, 1 h, 22 8C, 100 %; q) DMTr-Cl (1.2 ¾quiv.), Pyridin, 1 h,
22 8C, 85 %; r) (iPr2N)2POCH2CH2CN (2.2 ¾quiv.), Diisopropylammo-
niumtetrazolid (2.4 ¾quiv.), CH2Cl2, 2 h, 40 8C, 87%. ± TIPS� 1,1,3,3-
Tetraisopropyldisiloxan, BOM�Benzyloxymethyl, N(NMPA)�N-Me-
thylpyrrolidin-Amidin, DMF�N,N-Dimethylformamid, THF�Tetrahy-
drofuran, DMAP� 4-Dimethylaminopyridin, TBAF�Tetra-n-butylam-
moniumfluorid, DMTr� 4,4'-Dimethoxytriphenylmethyl, Ts�Toluol-4-
sulfonyl.

1[5] mit Methylbromacetat, Reduktion der Estergruppe und
Tosylierung lieferten das Tosylat 2. Durch die hydrogenoly-
tische Abspaltung der BOM-Gruppe und die Verdrängung
der Tosyloxygruppe durch einen Azidsubstituenten erhielten
wir das Azidoethylderivat 3, das durch Standardverfahren in
die gewünschten geschützten Phosphoramidite von 2'-Ami-
noethoxythymidin und C5-Methylcytidin (5 bzw. 8) überführt
wurde. Ein pentadecameres Oligonucleotid mit fünf 2'-
Aminoethoxy-modifizierten Thymidinresten wurde syntheti-
siert und seine Affinität für eine doppelsträngige DNA durch
auf UV-Messungen beruhende Schmelzpunktbestimmung
ermittelt (Abb. 1 A). Im Vergleich zu einem unmodifizierten
Kontroll-Oligonucleotid gleicher Länge und Sequenz war die
gemessene Schmelztemperatur Tm um 17.5 8C höher, was
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einer Zunahme von 3.5 8C pro Modifikation entspricht
(Abb. 1 B). Die Tm-Differenz (DTm) wurde durch Verände-
rung der KCl-Konzentration des Puffers, den Austausch von
KCl gegen NaCl, den Zusatz von MgCl2 oder Spermin sowie
die Verwendung eines anderen Puffers kaum beeinfluût.
Dagegen war das modifizierte Oligonucleotid empfindlich
gegenüber einer einzelnen Basen-Fehlpaarung im DNA-
Duplex.[6]

Um die molekulare Basis dieser markanten Zunahme der
Bindungsaffinität aufzuklären, haben wir die Affinität einer
Reihe anderer, verwandter 2'-O-modifizierter Oligonucleoti-
de für doppelsträngige DNA untersucht (Abb. 1 B). Die
Vergröûerung des Abstands zwischen der protonierten Ami-
nogruppe und dem 2'-Sauerstoffatom durch eine zusätzliche
Methyleneinheit (2'-Aminopropoxy-Substituent)[7] verur-
sachte eine deutliche Abnahme der Stabilität der Tripelhelix.
Dies deutet darauf hin, daû die protonierte Aminoethoxy-
Seitenkette ideal positioniert ist, um spezifisch mit der
benachbarten Phosphatgruppe in Wechselwirkung zu treten,
und daû die Zunahme der Tripelhelix-Stabilität nicht von
einem nur unspezifischen elektrostatischen Effekt herrührt.
Ersetzte man die Aminogruppe durch einen ungeladenen H-
Brücken-Donor (2'-Hydroxyethoxy-Substituent), nahm die
Bindungsaffinität im Vergleich zu der eines unmodifizierten
DNA-Drittstrangs zwar ebenfalls deutlich zu, doch war das
Ausmaû erheblich kleiner als beim 2'-Aminoethoxy-modifi-
zierten Oligonucleotid. Dieser Befund stimmt mit der vorge-
schlagenen intermolekularen Wechselwirkung überein, denn
die positiv geladene Aminogruppe sollte stärker an das
negativ geladene Phosphatrückgrat binden als die ungeladene
Hydroxygruppe. Wurde eine Seitenkette ohne H-Brücken-
Donor-Eigenschaft verwendet (2'-Methoxyethoxy-Substi-
tuent),[8] nahm die Affinität des modifizierten Oligonucleotids
für doppelsträngige DNA auf eine Stärke ähnlich der des 2'-
Methoxyanalogons ab. Es ist unwahrscheinlich, daû dieser

Effekt das Ergebnis nachteiliger sterischer Wechselwirkungen
zwischen der zusätzlichen Methylgruppe und der groûen
Furche der DNA ist, denn die 2'-Aminoethoxy- und die 2'-
Monomethylaminoethoxy-Derivate weisen die gleiche Erhö-
hung der Bindungsstärke im Vergleich zum Kontroll-Oligo-
nucleotid auf.

Um diese starke Zunahme der Bindungsaffinität besser zu
verstehen, bestimmten wir die kinetischen und thermodyna-
mischen Parameter für die Bindung eines vollständig modi-
fizierten 2'-Aminoethoxy-Oligonucleotids an eine doppel-
strängige DNA. Die Messung der Hybridisierungskinetik mit
Echtzeit-Oberflächen-Plasmonenresonanz[9] ergab, daû die
Geschwindigkeitskonstante für die Assoziation des vollstän-
dig modifizierten 2'-Aminoethoxy-Oligonucleotids I mehr als
1000mal gröûer als die des nichtmodifizierten Kontroll-
Oligonucleotids II war (Abb. 2 und Tabelle 1). Die Gröûen-
ordnung dieses Unterschiedes in den Assoziationsgeschwin-
digkeiten deutet darauf hin, daû die Bildung spezifischer
Wechselwirkungen zwischen den 2'-Aminoethoxy-Seitenket-
ten und dem Phosphatrückgrat der DNA-Doppelhelix aktiv
zum durch Nucleation vermittelten Assoziationsprozeû (nu-
cleation-zipping association) beiträgt.[10] Mit diesem stabili-
sierenden Effekt der zusätzlichen spezifischen Wechselwir-
kungen zwischen den Strängen ist auch die Dissoziations-
geschwindigkeit des Drittstrangs in Einklang: Danach
dissoziiert ein Strang des modifizierten Oligonucleotids I
40mal langsamer vom DNA-Duplex als einer des Kontroll-
Oligonucleotids II. Auch die Dissoziationskonstante, die sich
aus den Geschwindigkeitskonstanten errechnen läût, ist für I
(10ÿ9m) 46 000mal kleiner als für II, was einer zusätzlichen
Bindungsenergie von 6.3 kcal molÿ1 entspricht.

Durch eine Moleküldynamik(MD)-Simulation erhielten
wir das Modell einer Tripelhelix mit einem vollständig 2'-
Aminoethoxy-modifizierten Drittstrang. Aus diesem Modell
konnten wir ableiten, daû die protonierte 2'-Aminoethoxy-

Abb. 1. Affinitäten modifizierter Oligonucleotide für
doppelsträngige DNA. A) Ein Pentadecamer mit fünf 2'-
Aminoethoxy-modifizierten Thymidinresten (halbfette
Kleinbuchstaben, Strang 3) wurde mit dem DNA-Duplex
(Stränge 1 und 2) in einer Lösung mit 180 mm KCl, 20 mm
Na�, 10 mm Phosphat und 0.1mm EDTA, pH 7.0, hybridi-
siert. Bei der thermischen Denaturierung traten zwei UV-
Übergänge auf. Der erste entsteht durch das Schmelzen
der Tripelhelix (Dissoziation von Strang 3), der zweite
durch das Schmelzen des DNA-Duplex (Dissoziation der
Stränge 1 und 2). Die Tm-Werte der Tripelhelices mit
modifizierten Oligonucleotiden (*) wurden mit denen
verglichen, die mit einem nichtmodifizierten Kontroll-
Oligonucleotid ermittelt wurden (&). A260�Absorption
bei 260 nm. B) Struktur-Affinitäts-Beziehungen für unter-
schiedliche 2'-substituierte Oligonucleotide. Die Tm-Werte
wurden durch numerische Kurvenanpassung bestimmt,
wobei ein Modell mit zwei Zuständen für jeden UV-
Übergang zugrunde gelegt wurde; die berechneten DTm-
Werte pro Modifikation sind auf 0.1 8C genau. Die
Reinheit und die Identität jedes Oligonucleotids wurden
durch Kapillarelektrophorese und matrixunterstützte La-
serdesorptionsionisations-Flugzeit(MALDI-TOF)-Mas-
senspektrometrie überprüft.[13] Für 2'-Aminoethoxy-mo-
difiziertes Thymidin wurde ein pKa-Wert von 8.7 be-
stimmt, was darauf hindeutet, daû die 2'-Seitenkette unter
physiologischen Bedingungen protoniert vorliegt.
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gruppe tatsächlich mit einer benachbarten Phosphatgruppe
des zweiten Strangs wechselwirken kann, ohne daû die
Gesamtstruktur des Triplex beeinträchtigt wird (Abb. 3).[11]

Aus der MD-Trajektorie lieûen sich mehrere Anhaltspunkte
für eine spezifische Wechselwirkung ableiten. Die protonierte
Aminoethoxy-Seitenkette (in einer niederenergetischen (�)-
gauche-Konformation) steht immer mit dem pro-R-Sauer-
stoffatom des Restes iÿ 1 in Wechselwirkung, nicht aber mit
dem Rest i, und zwar unabhängig davon, ob sie ursprünglich
trans- oder gauche-orientiert war. ¾hnliche MD-Experimente
mit einem 2'-Aminopropoxy-modifizierten Drittstrang erga-
ben, daû die Aminogruppe in diesem Fall keine Präferenz für
das pro-R-Sauerstoffatom des Restes iÿ 1 im Vergleich zu
dem des Restes i aufweist und auûerdem auch mit dem
eigenen 2'-Sauerstoffatom wechselwirken kann.

Alle diese Ergebnisse sind mit den spezifischen Effekten
vereinbar, die bei der Bindung von 2'Aminoethoxy-modifi-

zierten Oligonucleotiden an DNA auf-
treten, und sprechen für die Existenz einer
neuartigen Wechselwirkung zwischen den
Strängen, mit strengen geometrischen An-
forderungen an die Orientierung der pro-
tonierten Aminoethoxy-Seitenkette und
des Phosphodiester-Sauerstoffatoms des
DNA-Rückgrats. Auûerdem bestätigen
sie die aus energetischen Gründen wich-
tige Rolle von Wechselwirkungen zum
DNA-Rückgrat, wie sie oft in Protein-
DNA-Komplexen vorkommen.

Die experimentelle Modulation der
Genexpression durch Oligonucleotid-ge-
steuerte Bildung von Tripelhelices wurde
bislang zumindest teilweise durch die
schwache Bindungsaffinität, die langsame
Assoziation an die Ziel-DNA und die
ungenügende Nucleaseresistenz von un-
modifizierten Oligonucleotiden einge-
schränkt. Die 2'-Aminoethoxy-modifizier-
ten Oligonucleotide eröffnen nun erstmals
eine effiziente Lösung dieser Probleme,
indem sie hohe Affinität, schnelle Asso-
ziationsgeschwindigkeit und hohe Nuclea-
seresistenz miteinander verbinden

(Lit. [12] und weitere, nicht gezeigte Ergebnisse). Daher
sollten sie effektiv mit Proteinen, wie Transkriptionsfaktoren,

Abb. 3. Molekülmodell, das die Wechselwirkung zwischen den 2'-Ami-
noethoxy-Seitenketten (gelb) und den pro-R-Phosphat-Sauerstoffatomen
(rot) verdeutlicht (N-O 2.8 �). Wegen der gröûeren Übersichtlichkeit sind
nur vier Reste des zweiten (pinkfarben) und dritten Strangs (orangefarben)
dargestellt. Dieses Modell wurde aus der gemittelten MD-Struktur nach
1 ns Simulationsdauer mit einer T10:A10:t10-Tripelhelix mit einem voll-
ständig 2'-Aminoethoxy-modifizierten dritten Strang (Kleinbuchstaben)
abgeleitet. Mit einer entfernungsabhängigen dielektrischen Funktion
wurde eine wäûrige Umgebung ohne Berücksichtigung der Gegenionen
simuliert; diese Näherung wurde für die Analyse der geometrischen
Faktoren als ausreichend erachtet.[15]

Abb. 2. Echtzeit-Nachweis der Triplex-Assoziation und -Dissoziation mit dem Oberflächen-
Plasmonenresonanz-Sensorsystem BIAcore2000 (Pharmacia Biosensor). A) Ein 5'-biotinylierter
DNA-Duplex in Haarnadelkonformation, der die Zielsequenz (halbfett) enthält, wurde auf einem
Streptavidin(S)-beschichteten Chip immobilisiert. Die Bindung des vollständig modifizierten 2'-
Aminoethoxy-Oligonucleotids I an die Haarnadelschleife wurde mit der Bindung des Kontroll-
Oligonucleotids II verglichen. Bindepuffer: 150 mm NaCl, 10 mm 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazi-
nyl]ethansulfonsäure (HEPES) (pH 7.4), 3.4mm Ethylendiamintetraacetat (EDTA), 0.05 %
Tween 20. Beide Oligonucleotide enthielten C5-Methylcytidinreste (kursiv) statt natürlicher
Cytosinbasen, weil erstere unter physiologischen Bedingungen besser an die DNA binden.[14] B)
Die Sensogramme geben die ¾nderungen (in Resonanzeinheiten, RU) bei Assoziation und
Dissoziation des dritten Oligonucleotidstrangs an den bzw. vom Haarnadel-DNA-Duplex wieder.

Tabelle 1. Assoziations- (ka) und Dissoziations-Geschwindigkeitskonstan-
ten (kd), berechnete Dissoziationskonstanten KD und freie Dissoziations-
enthalpien DGD (25 8C) für das 2'-Aminoethoxy-modifizierte Oligonucleo-
tid I und das Kontroll-Oligonucleotid II.[a]

Oligo-
nucleotid

ka [mÿ1sÿ1] kd [sÿ1] KD [m] DGD

[kcal molÿ1]

I 3.6� 1.6� 104 3.3� 1.3� 10ÿ5 0.91� 10ÿ9 ÿ 12.2
II 33� 19 1.4� 0.2� 10ÿ3 4.2� 10ÿ5 ÿ 5.9

[a] Durch quantitative DNase-I-Footprint-Experimente[16] wurde KD�
4.8� 10ÿ9m für I bestimmt (Puffer: 140 mm KCl, 10 mm NaCl, 1mm MgCl2,
1mm Spermin, 20mm 3-(N-Morpholin)propansulfonsäure (MOPS),
pH 7.2), was nahe bei dem mit einem Oberflächen-Plasmonenresonanz-
Experiment bestimmten Wert liegt.
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Acetylencyclophane als Fullerenvorstufen:
Bildung von C60H6 und C60 bei der
laserdesorptionsmassenspektrometrischen
Untersuchung von C60H6(CO)12**
Yves Rubin,* Timothy C. Parker, Salvador J. Pastor,
Satish Jalisatgi, Christophe Boulle und
Charles L. Wilkins*

In früheren Berichten[1] haben wir vorgeschlagen, daû
hochgradig ungesättigte makrocyclische Cyclophane wie 1
und 2 in einem Prozeû, der der Isomerisierung von Mono- und
Polycyclen mit sp-hybridisierten Kohlenstoffatomen in der
Gasphase zu Fullerenen bei der Verdampfung von Graphit
analog ist, als Vorstufen von Fulleren C60 und seinen
endohedralen Metallkomplexen dienen können (Sche-
ma 1).[2, 3] Die Bildung endohedraler Übergangsmetallkom-
plexe auf diese Weise ist im Hinblick auf die auûergewöhn-
lichen physikalischen und chemischen Eigenschaften von C60

besonders reizvoll.[4] Wir berichten hier, daû der Acetylen-
makrocyclus 3 bei Laserdesorptionsmassenspektrometrieex-
perimenten in der Gasphase zu C60H6- und C60-Ionen führt.[5]

Bei der Untersuchung der Thermochemie von 2 durch
matrixunterstützte Laserdesorption/ionisations-Fourier-
Transform- (MALDI-FT-) und APCI-Negativ-Ionen-Massen-
spektrometrie (APCI� chemische Ionisation bei Atmosphä-
rendruck) wurde festgestellt, daû das Stammion (C60H18) nur
wenig dazu neigt, Wasserstoff zu verlieren.[1a] Dies erschien
einigermaûen überraschend angesichts der Leichtigkeit, mit
der Endiine durch Bergmann-Cyclisierung 1,4-Benzoldiradi-

um die Bindung an die DNA konkurrieren können und
vielleicht nützliche Verbindungen für die Regulation der
Genexpression sein.

Experimentelles

Kinetische Messungen: 2mm biotinylierte DNA (mit Haarnadelkonforma-
tion) in Bindepuffer (siehe Legende zu Abb. 2) wurden auf einen mit
Streptavidin beschichteten Chip (SA-5, Pharmacia Biosensor) aufgetragen
und gründlich gewaschen. Die Assoziationskurve wurde ermittelt, indem
das Oligonucleotid in Bindepuffer mit einer Geschwindigkeit von
5mL minÿ1 innerhalb von 10 min bei 25 8C injiziert wurde. Anschlieûend
wurde die Oligonucleotidlösung durch reinen Bindepuffer ersetzt und die
Dissoziationskurve über 10 min aufgenommen. Der Sprung in den
Resonanzeinheiten (RU) zwischen der Assoziations- und der Dissozia-
tionskurve entspricht der ¾nderung im Brechungsindex der beiden
Lösungen. Um den Drittstrang (Oligonucleotid) vollständig vom Chip zu
entfernen, wurde nach jeder Kinetikmessung ein Denaturierungsschritt
(10 mm NaOH, 1 min) und anschlieûend ein Waschschritt mit Bindepuffer
durchgeführt. Die Geschwindigkeitskonstanten wurden mit einem Pro-
gramm ermittelt, das unter Annahme einer Kinetik erster Ordnung die
Kurve nichtlinear anpaût (BIA Evaluation, Pharmacia Biosensor).

Über einen Konzentrationsbereich von 0.1 ± 1.0mm (Oligonucleotid I)
sowie 10 ± 100 mm (Oligonucleotid II) wurden die Tests mit verschiedenen
Mengen immobilisierter biotinylierter Haarnadel-DNA durchgeführt. Die
aufgeführten Geschwindigkeitskonstanten wurden aus mindestens zwölf
Messungen bei unterschiedlichen Konzentrationen bestimmt. In Kontroll-
experimenten wurde bestätigt, daû I und II allein nicht an den Streptavidin-
Chip binden.
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