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Eine neue Strategie zur Destabilisierung von
doppelsträngigen Nucleinsäuren durch
Phenylalkylamine**
Anmar Ali, Martin Gasiorek und
Hans-Jörg Schneider*

Die Entfaltung von doppelsträngigen (ds) Nucleinsäuren ist
einer der wesentlichen Prozesse bei vielen biologischen
Funktionen von DNA und RNA. Die meisten der bisher
untersuchten organischen Liganden bewirken eine Stabilisie-
rung der ds-Formen von Nucleinsäuren;[1] dies wird durch
eine Erhöhung der Schmelztemperatur Tm charakterisiert.
Nur bei Verwendung hoher Konzentrationen organischer
Solventien oder mit Kupfersalzen[2] sowie mit einigen Steroid-
Aminen[3] wurde eine Schmelzpunkterniedrigung erhalten;
stärkere Destabilisierungen sind immer von der Bildung
unlöslicher DNA-Präzipitate begleitet.[4] Kimura et al. be-
richteten über eine Destabilisierung von ds-poly(A:U), aber
eine Stabilisierung von ds-poly(dG:dC) bei Verwendung von
Zinkkomplexen.[5] Die Entwicklung von Liganden, welche
Nucleinsäurehelices destabilisieren oder aufwinden hat bisher
wenig Aufmerksamkeit gefunden, obwohl nichtgepaarte Ba-
sen besonders bei RNA ein zunehmend wichtiges Ziel für
neue diagnostische und therapeutische Strategien sind.[6] Wir

berichten hier über eine neue Methode zur Destabilisierung
von Nucleinsäurekonformationen durch die Stabilisierung
von Bereichen mit nichtgepaarten Basen oder von einzel-
strängigen (ss) Formen, wobei selbst mit so geringen Ligan-
denkonzentrationen wie 50 mm Schmelzpunkterniedrigungen
in einer bisher unbekannten Gröûenordnung erreicht werden.
Die neuen Liganden enthalten aromatische Einheiten und
wurden so gewählt, daû sie nicht in ds-, wohl aber in ss-
Nucleinsäuren intercalieren und an diese binden. Nach
diesem neuen Strukturprinzip aufgebaute Verbindungen kön-
nen die Replikation und die Transkription behindern und
daher auch als Leitstrukturen von medizinischem Interesse sein.

Synthetische Liganden, welche stärker an ss- als an ds-
Nucleinsäuren binden, sollten möglichst wenige positive La-
dungen tragen, da deren stabilisierende Wirkung auf ds-
Konformationen bekannt ist. Ferner sollten sie aromatische
Einheiten enthalten, welche sich nur zwischen die Nucleoba-
sen der flexibleren Einfachstränge schieben können.[7] Nach-
dem wir mit NMR-spektroskopischen Methoden nachgewie-
sen hatten,[8] daû mit Phenylalkylaminen im Gegensatz zu
früheren Berichten[9] keine unerwünschte Intercalation in
Doppelstränge erhalten wird, haben wir Liganden hergestellt,
in denen mehrere Phenylringe durch Spacer getrennt sind,
was mit Einfachsträngen Wechselwirkungen vom Bis-Inter-
calationstyp ermöglicht. Solche Verbindungen ähneln Bau-
steinen von Proteinen, die an Einfachstränge binden.[10]

Alle Liganden, die nach dem Prinzip aufgebaut sind, eine
geeignete Länge des Spacers zwischen den Phenylringen und
nur wenige positive Ladungen aufzuweisen, bewirken in der
Tat eine Destabilisierung von Nucleinsäuredoppelsträngen
(Tabelle 1). Dabei besteht eine ausgeprägte Abhängigkeit
von der Länge des Spacers, vor allem aber von der Art des
Substituenten am Phenylring (Abb. 1). Die Stapelwechselwir-
kung (¹stackingª) eines einzelnen Phenylrings reicht für eine
signifikante Schmelzpunkterniedrigung nicht aus, wie das
Ergebnis für den Liganden 1 zeigt. Erst wenn zwei Phenyl-
ringe vorhanden sind und diese sich in einer geeigneten
Entfernung voneinander befinden, ergibt sich eine erhebliche
Destabilisierung (Tabelle 1). Höhere Ligandenkonzentratio-
nen führen zur vollständigen Denaturierung des Nucleinsäu-
redoppelstrangs. Die Ergebnisse der Schmelzexperimente
weisen darauf hin, daû die Spacer zwischen den Phenylringen
eine möglichst spannungsfreie Insertion zwischen benachbar-
te Nucleobasen in Einfachsträngen oder ± bei metastabilen,
teilweise entfalteten Teilen des Polymers ± zwischen zwei
gestapelte Basenpaare ermöglichen müssen. Dies führt zu
signifikanten Komplexierungsenergien und daher zur Stabi-
lisierung entfalteter Nucleinsäurebereiche. In Übereinstim-
mung damit resultieren kleine oder vernachlässigbare
Schmelzpunkterniedrigungen, wenn die Spacer zu kurz sind,
wie bei den Verbindungen 2 und 3. Bemerkenswert ist der
kleine Effekt von 4 mit vier Atomen als Spacer im Vergleich
zu dem von 5 mit fünf Atomen zwischen den Phenylringen.
Die Einführung von Chloratomen hat jedoch einen weit
dramatischeren Einfluû auf die Destabilisierung von ds-
Nucleinsäuren, wie die Ergebnisse für den Liganden 6 zeigen.
Um die Affinität zu Einfachsträngen zu erhöhen, wurden mit
Molecular-Modeling-Methoden die Liganden 7 bis 9 entwor-
fen. Diese Verbindungen sorgen für eine stärker kon-
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Abb. 1. DNA-Schmelzkurven für DNA allein (*), im Komplex mit 5 (!)
und mit 6 (*); das molare Verhältnis von DNA-Phosphatgruppen zu
Ligandenmolekülen beträgt 1:26. Die Meûbedingungen sind in den
Fuûnoten zu Tabelle 1 angegeben.

vergierende Vororientierung der Phenylringe relativ zu den
Nucleobasen der Einfachstränge. Abbildung 2 illustriert, daû
Liganden wie 9 eine Nucleobase ohne den Aufbau wesentli-
cher konformativer Spannungen durch enge Stapelwechsel-
wirkungen der aromatischen Einheiten ¹umgreifenª können.
9 bewirkt eine weit gröûere Schmelzpunkterniedrigung als
alle bisher bekannten Verbindungen; der Vergleich von 8 und
9 zeigt, daû dies offensichtlich auch auf den zusätzlich
vorhandenen Chlorsubstituenten zurückzuführen ist.

Der intercalationsähnliche Mechanismus der Wechselwir-
kungen mit Einfachsträngen wird nicht nur durch die Ab-
hängigkeit von Tm von der Ligandenstruktur belegt. Die
NMR-Spektren von Diphenylalkylverbindungen wie 6 weisen
bei Verwendung von thermisch denaturierter Kalbsthy-
mus(CT)-DNA Hochfeldverschiebungen der Aren-
signale, welche charakteristisch[8, 11] für die Beeinflussung
von Arylprotonen durch die Anisotropiekegel der Nucleoba-
sen sind (Abb. 3). Im Unterschied dazu weist die gleiche

Tabelle 1. Schmelzpunktänderungen DTm [8C] von CT-DNA im Komplex mit verschiedenen Liganden.[a]

Verbindung r[b]

0.26 0.52 0.78 1.3 2.6 3.9 6.5 13 26 39

± ± ± ± ± ± ± � 1 � 1.3 � 2

± ± ± ± ± ± ± � 1 � 1 ÿ 0.3

± ± ± ± ± ± ± ÿ 0.3 ÿ 0.3 ÿ 0.3

± ± ± ± ± ± ± ÿ 0.4 ÿ 0.2 ÿ 21

± ± ± ± ± ± ± ÿ 0.2 ÿ 0.8 ÿ 0.4

± ± ± ± ± ± ± ÿ 0.5 ÿ 26 ±[c]

± ± ± � 1 ÿ 17 ÿ 22 ÿ 28 ÿ 35

± ± ± ± ± ± ÿ 10 ÿ 17 ÿ 22 ÿ 24

� 3 ÿ 18/�3 ÿ 28

[a] Messungen mit CT-DNA in MES-Puffer (MES� 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure) bei pH 6.25, DNA-Basenkonzentration 7.7� 10ÿ5m. Absorp-
tionsänderungen wurden bei 260 nm als Funktion der Temperatur mit einem BioCary-1-Spektrometer gemessen. Alle Amine sind beim angegebenen pH-
Wert vollständig protoniert. Der durchschnittliche Fehler der DTm-Werte beträgt �0.5 8C (zweimalige Messungen). Werte bei anderen Liganden-
konzentrationen konnten aus Löslichkeitsgründen oder wegen zu kleiner Tm-Werte nicht gemessen werden. [b] Molares Verhältnis von Ligandenmolekülen
zu DNA-Phosphatgruppen. [c] Kein Wendepunkt in der Kurve bestimmbar.
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Verbindung im Komplex mit
ds-DNA keine signifikante
Signalverschiebung auf
(Abb. 3). Dieses Verhalten
unterscheidet sich stark von
dem entsprechender Kom-
plexe mit Naphthylalkylami-
nen, die als Duplexintercala-
toren fungieren und für die in
den NMR-Spektren überdies
erhebliche Linienverbereite-
rungen erhalten werden.[9, 12]

Die Abschirmungseffekte in
Komplexen mit ss-DNA sind
im Vergleich zu solchen mit
ds-DNA durch den schnellen
Austausch unterschiedlicher
Protonen kleiner. Sie sind
jedoch für solche Liganden
bemerkenswert gröûer, die
auch zu stärkeren Tm-Ernie-
drigungen führen; dies belegt
wiederum, daû die Insertion
in Einfachstränge oder in
entfaltete Nucleinsäurebe-
reiche die Triebkraft für
die beobachtete Doppel-
strang-Destabilisierung ist.

Circular-Dichroismus(CD)-
Spektren von ds-CT-DNA
bei 25 8C weisen bei deren
Titration mit 9 eine erheb-
liche Intensitätsminderung
der DNA-Absorption auf
(Abb. 4). Es ist bekannt,

daû durch die in ss-Strängen ebenfalls weitgehend aufrecht-
erhaltenen Stapelwechselwirkungen auch hier Cotton-Effek-
te mit Elliptizitäten auftreten, die nahe denen von Doppel-
strängen liegen.[12] Die gemessene Erniedrigung der Differenz
der Extinktionskoeffizienten De bei der Zugabe der Liganden
weist auf deren Bindung an Einzelstränge hin, was in einer

Abb. 3. 1H-NMR-Spektrum (400 MHz, 0.02m Natriumphosphat in D2O,
pD� 7.4, Na-Salz der Trimethylsilylpropionsäure als interner Standard) im
Bereich der aromatischen Protonen für den Liganden 6 (A) und dessen
Komplexe mit ds-CT-DNA (B) sowie mit denaturierter CT-DNA (herge-
stellt durch einstündige Inkubation von CT-DNA bei 80 8C und rasches
Abkühlen) (C); das molare Verhältnis von Ligandenmolekül zu DNA-
Phosphatgruppe beträgt 0.3:1.

Abb. 4. CD-Spektren von CT-DNA (Meûbedingungen siehe Fuûnote zu
Tabelle 1) im Komplex mit dem Liganden 9 bei unterschiedlichen Verhält-
nissen r von Ligandenmolekülen zu DNA-Phosphatgruppe (a) und von
thermisch denaturierter CT-DNA im Komplex mit 9 (b). Die CD-Spektren
wurden mit einem J-715-Spektropolarimeter (JASCO) bei 25 8C in
Küvetten mit 1 cm Schichtdicke aufgenommen. Die Kurven geben das
Mittel aus drei geglätteten Aufnahmen wieder. Mit der Pufferlösung alleine
wurde kein Cotton-Effekt erhalten.

vollständigen Zerstörung der Stapelwechselwirkungen zwi-
schen den Nucleobasen und somit zu einem Verlust an
Helicität resultiert. ¾hnliche Befunde wurden von HeÂleÁne
et al.[13] für Komplexe aus p-Hydroxyphenylethylamin und ss-
DNA erhalten. Übereinstimmend mit ihren kleinen Effekten
auf Tm beeinflussen Liganden wie 3 die CD-Spektren nur
wenig. Im Unterschied dazu erhält man für 9 eine De-
Verringerung um 50 % bereits bei Konzentrationen von 5�
10ÿ5m für die DNA-Basenpaare und die Liganden. Die
diesem Wert entsprechende Affinität von ca. 2� 104mÿ1

stimmt auch damit überein, daû eine Konzentration an 9
von ca. 5� 10ÿ5m eine Erniedrigung der Schmelztemperatur
auf die Hälfte bewirkt. Eine genaue Analyse der Bindungs-
isothermen wird durch das nur näherungsweise mono-
phasische Schmelzverhalten und durch Löslichkeitsprobleme
erschwert; letztere behindern auch weitere NMR-Analysen.

Die Aufhebung von Basenpaarungen durch das Wegdrehen
von Basen (¹base flippingª) spielt eine Rolle für verschiede-

Abb. 2. Durch Computersimula-
tionen (CHARMm Energie-Mini-
mierung) erhaltene Modelle für
den ¹gestapeltenª Komplex von 9
und AMP (a) und für die Intercala-
tion von 9 in einen poly-(dA)-Ein-
fachstrang (b).
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Heparin, ein verbreitetes Mittel zur Vermeidung und
Behandlung von cardiovaskulären Erkrankungen, übt seine
Wirkung über die Aktivierung des Serinproteinaseinhibitors
Antithrombin III (AT III) aus, des wichtigsten physiologi-
schen Inhibitors der Blutgerinnung.[1, 2] Eine spezielle Pen-
tasaccharidsequenz[3] in diesem Polysaccharid bindet hoch-
spezifisch an das Protein. Dies induziert eine Konformations-
änderung, wodurch eine passende Präsentation der inhibito-
rischen Peptidschlaufe von AT III gegenüber den aktiven
Zentren der Serinproteinasen hervorgerufen wird. Allein die
Wechselwirkung mit aktiviertem AT III reicht aus, um den
Gerinnungsfaktor Xa zu inhibieren. Dagegen benötigt die
Thrombininhibierung die Bildung eines ternären Komplexes
aus Heparin, AT III und Thrombin.[2] Dazu bedarf es einer
längeren Heparinkette (Schema 1), die das oben erwähnte
Pentasaccharid enthält, welches an beiden Enden mit sich
wiederholenden trisulfatierten Disaccharideinheiten verlän-
gert ist.[4] Thrombin wird elektrostatisch über seine Exosite-

nen Protein-DNA-Wechselwirkungen.[14] Erst kürzlich wurde
ein solches Base flipping auch mit einem synthetischen
Azoniacyclophan-Liganden erreicht; bei dessen Komplexie-
rung mit ds-RNA fand eine Nucleobasen-Insertion in die
Cyclophancavität statt.[15] Im Unterschied dazu sind die in
dieser Arbeit hergestellten Liganden alle mit dem Ziel
entwickelt worden, mit der ss-Form von Nucleinsäuren
wechselwirken zu können, dabei aber die Duplex-Konforma-
tion als solche intakt zu lassen. Die Phenylringe der neuen
Liganden ermöglichen eine vielfältige Variation der Substi-
tuenten, welche einen erheblichen Einfluû auf die Destabi-
lisierung der Basenpaarung in ds-Strängen haben. Bisher weiû
man nur wenig über die Abhängigkeit der Affinität zu ss-
Strängen von der Ligandenstruktur. Untersuchungen mit ds-
DNA weisen auf eine erhebliche Abhängigkeit der Affinität
vom Substitutionsmuster am Liganden hin.[16, 17]

Agentien, die die Basenpaarung in ds-Nucleinsäuren auf-
heben und selektiv mit entfalteten Bereichen wechselwirken,
können die Grundlage für neue Verbindungen mit potentiell
antiviraler und cytostatischer Wirkung sein. Solche Verbin-
dungen können auch RNA-Sekundärstrukturen, z.B. Haarna-
delschleifen, aufbrechen, die wichtige Erkennungsstellen für
Proteine sind, die an der Genregulation der viralen Replika-
tion beteiligt sind. Ferner könnten solche Verbindungen von
Interesse für molekularbiologische Anwendungen wie die
Polymerasekettenreaktion (PCR) oder die Sequenzierung
von Nucleinsäuren sein, welche die Dissoziation von doppel-
strängigen Nucleinsäuren voraussetzen.[18]
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