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Eine konvergente Strategie zur Modifizierung
von Peptidnucleinsäuren: neue PNA-
Hybridisierungssonden zum Nachweis von
Basen-Fehlpaarungen**
Oliver Seitz,* Frank Bergmann und Dieter Heindl

Synthetische Verbindungen, die Nucleinsäuren sequenz-
spezifisch erkennen und binden, sind sowohl für die Genthe-
rapie als auch für die Gendiagnostik von groûem Nutzen.[1]

Peptidnucleinsäuren (PNAs) bilden eine vielversprechende
Klasse von DNA-Analoga, bei denen das Zucker-Phosphat-
Rückgrat vollständig durch ein Pseudopeptidrückgrat ersetzt
ist.[2] Ihre erfolgreiche Verwendung als Hybridisierungsson-
den beflügelt Forschungsanstrengungen zur Entwicklung von
neuen DNA-bindenden Verbindungen auf Polyamidbasis.[2d]

Dagegen findet die Entwicklung von Methoden zur gezielten
Modifizierung von PNA-Oligomeren wenig Beachtung, ob-
wohl deren Nutzen als Hybridisierungssonden von der
selektiven Einführung von Reportergruppen abhängig ist.
Bei allen bisherigen Untersuchungen wurden nichtnatürliche
Nucleobasen durch Kuppeln der entsprechenden Monomer-
bausteine eingeführt.[2d, 3] Eine Festphasensynthesestrategie,
bei der die modifizierten Nucleobasen an ein polymerge-
bundes, orthogonal geschütztes Rückgrat gekuppelt werden,
würde die Synthese eines vollständigen Monomers in Lösung
überflüssig machen.[4] Somit würde eine schnelle Synthese
und ein effizientes Screening modifizierter PNA-Konjugate
erheblich vereinfacht. Wir beschreiben hier eine konvergente
Strategie zur selektiven Funktionalisierung und Markierung
von PNA an terminalen und internen Positionen.

Der zentrale Baustein der Festphasensynthese von PNA-
Monomeren mit nichtnatürlichen Nucleobasen ist das Ami-
noethylglycin 1, dessen Aminofunktionen mit dem Boc- oder
Fmoc-Rest geschützt sind (Schema 1).[5] 1 sollte über den
allylischen HYCRON-Linker, der unter den Bedingungen
der üblichen Schutzgruppenstrategien orthogonal stabil ist, an
das Harz gebunden werden.[6] Die Umsetzung von 1 mit dem
Allylbromid 2 und die anschlieûende reduktive Abspaltung

16.2 Hz, NCH), 10.60 (d, 1 H, 2J(P,H)� 110.0 Hz, CH�O); IR (C6D6): nÄ �
2732 (CH), 1697 cmÿ1 (C�O).

8 : 31P{1H}-NMR (CDCl3): d� 17.0; 13C{1H}-NMR (CDCl3): d� 147.8 (d,
1J(P,C)� 113.2 Hz, PCH�N); 1H-NMR (CDCl3): d� 7.23 (d, 1 H, 2J(P,H)�
40.0 Hz, CH�N).
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Schema 1. Synthese des geschützten PNA-Monomers 7. a) Ges. NaHCO3,
Bu4NBr, CH2Cl2, 92 %; b) Zn, AcOH, 94%; c) 1. Aminomethyl-Polystyrol,
HBTU, iPr2NEt, HOBt, DMF; 2. Ac2O, Pyridin; d) 1. DMF/Morpholin
(1:1); 2. HATU, iPr2NEt, Pyridin, DMF; 3. Ac2O, Pyridin, DMF;
e) [Pd(PPh3)4], Morpholin, DMSO, DMF, 61%. ± Boc� tert-Butoxycarbo-
nyl, Fmoc� 9-Fluorenylmethoxycarbonyl, HATU� N-[(Dimethylamino)-
1H-1,2,3-triazol[4,5-b]-pyridin-1-ylmethylen]-N-methylmethanaminiumhexa-
fluorophosphat, HBTU�O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetrame-
thyluronium-hexafluorophosphat, HOBT� 1-Hydroxy-1H-benzotria-
zol, HYCRON�Hydroxycrotyloligoethylenglycol-n-alkanoyl, Pac�
CH2COPh, Z�Benzyloxycarbonyl.

der Phenacylestergruppe lieferte das Boc/Fmoc-geschützte
Aminoethylglycin-HYCRON-Konjugat 3, das unter Verwen-
dung von HBTU und HOBt am Harz verankert wurde. Die
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe in 4 mit Morpholin/DMF
führte zur freien sekundären Aminogruppe, an die das
Guaninderivat 5 gekuppelt wurde. In Gegenwart des Allyl-
fängers Morpholin wurde das Harz 6 mit katalytischen
Mengen [Pd(PPh3)4] behandelt, wodurch das Boc/Z-geschütz-
te Guanosin-Analogon 7 vom Harz abgespalten und in 61 %
Ausbeute (bezogen auf die ursprüngliche Zahl von Fmoc-
Resten im Harz 4) isoliert wurde. Ein Vergleich mit der
Ausbeute von 70 ± 80 % für die entsprechende Synthese in
Lösung verdeutlicht die Effizienz dieser Festphasensynthese
des geschützten PNA-Monomers 7.[7, 8]

Im Rahmen unserer Versuche zur Echtzeit-Detektion der
Hybridisierung von Oligonucleotiden muûten wir eine Ver-
knüpfungsstelle an einer internen Position eines Oligomers
einführen. Um Reportergruppen in der groûen Furche eines
DNA-Doppelstrangs anknüpfen zu können, verwendeten wir
das Fmoc-geschützte N6-Aminoalkyladenin 9 (Schema 2).[9, 10]

6 diente als Edukt einer linearen PNA-Synthese an fester
Phase mit gängigen Reaktionsschritten.[11] Der Boc/Fmoc-
geschützte Baustein 1 wurde in der vierten Position ein-
geführt. Nach der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wurde
die sekundäre Aminogruppe unter Bildung des polymerge-

Schema 2. Synthese von 11. a) 1. TFA/m-Kresol (95:5); 2. Boc-BZ-OH,
HATU, iPr2NEt, Pyridin, DMF; 3) Ac2O, Pyridin, DMF; b) 1. TFA/m-
Kresol (95:5); 2. 1, HATU, NMM, DMF; 3. Ac2O, Pyridin, DMF;
c) 1. DMF/Morpholin (1:1); 2. HATU, NMM, Pyridin, DMF; 3. Ac2O,
Pyridin, DMF; d) 1. TFA/m-Kresol (95:5); 2. Boc-BZ-OH, HATU, NMM,
DMF; 3. Ac2O, Pyridin, DMF; e) [Pd(PPh3)4], MeNHPh, DMSO, DMF,
47% (bezogen auf 4). ± BZ� an exocyclischer Aminofunktion geschütztes
PNA-Monomer, NMM�N-Methylmorpholin, TFA�Trifluoressigsäure.

bundenen Tetramers 10 mit 9 acyliert. Die photometrische
Bestimmung der Beladung mit Fmoc-Gruppen zeigte, daû die
Kupplung nahezu quantitativ verlaufen war. Unter Ketten-
verlängerung wurden an 10 weitere Monomerbausteine wie in
Schema 2 angegeben gekuppelt. Die Pd0-katalysierte Ab-
spaltung vom Träger und die
anschlieûende Reinigung durch
HPLC lieferten das analytisch
reine, geschützte PNA-Hepta-
mer 11 in 47 % Gesamtausbeute
(bezogen auf die Zahl der Fmoc-
Gruppen in 4).[12]

Vollständig geschützte PNA-
Konjugate wie 11 ermöglichen
selektive Reaktionen am C-Ter-
minus und an der primären Al-
kylaminogruppe. Die selektive
Kupplung des C-terminalen En-
des von 11 mit Dansylethylen-
diamin lieferte 12. Dies zeigt,
daû geschützte PNA-Oligomere
bei Peptidkupplungen als Acyl-
donoren dienen können (Sche-
ma 3). Die Fmoc- und Z-Schutz-
gruppen von 12 wurden dann
nacheinander mit Morpholin/
DMF bzw. Trifluormethansul-
fonsäure/Trifluoressigsäure ab-
gespalten. An der freien primä-
ren Alkylaminogruppe wurde
durch Reaktion mit dem Fluo-
reszenzlöscher Dabsylchlorid
unter Bildung des zweifach mar-
kierten PNA-Konjugats 13 se-

Schema 3. Synthese des dop-
pelt markierten PNA-Konju-
gats 13. a) EDC, HOAt, Dans-
X-H, DMF, CH2Cl2; b)
1. DMF/Morpholin (1:1);
2. m-Kresol/MeSMe/TFMSA/
TFA (1:1:1:10), 66 % (bezogen
auf 11); c) Dabs-Cl (4 ¾quiv.),
ges. NaHCO3, DMF, 50%. ±
Dabs� 4-(Dimethylamino)-
azobenzol-4'-sulfonyl, Dans�
5-(Dimethylamino)naphtha-
lin-1-sulfonyl, EDC� 1-(3-
Dimethylaminopropyl)-3-eth-
ylcarbodiimid-hydrochlorid,
HOAt� 7-Aza-1-hydroxy-1-
H-benzotriazol, TFMSA�
Trifluormethansulfonsäure,
X�NHCH2CH2NH.
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lektiv eine zweite Reportergruppe eingeführt. Durch HPLC
wurden nur Spuren der Ausgangsverbindung und keine
Nebenprodukte nachgewiesen, was auf eine hohe Selektivität
der Dabsylgruppeneinführung hinweist. Doppelt markierte
Oligomere des Typs 13 könnten bei der Untersuchung von
Konformationsänderungen hilfreich sein, die PNA bei der
Hybridisierung mit komplementärer DNA eingeht.[13]

Die Festphasenassemblierung von nichtnatürlichen Nu-
cleobasen eröffnet einen Zugang zu Konjugaten, die durch
Standardmethoden nur sehr schwer zu erhalten sind. Wir
waren beispielsweise daran interessiert, den Fluorophor
Thiazolorange als Sensor in PNA einzubauen.[14] Die Synthese
des entsprechenden PNA-Bausteins in Lösung gelang uns
jedoch nicht. An dieser Stelle griffen wir auf den orthogonal
geschützten Rückgratbaustein 1 zurück. Zur Herstellung des
PNA-21mers 17 mit der intercalierenden Thiazolorange-Ein-
heit wurden ausgehend vom Boc-geschützten Glycin-MBHA-
Träger die ersten zehn Monomere nach Standardverfahren[11]

angeknüpft (Schema 4). An der elften Position wurde das

Schema 4. Synthese des PNA-21mers 17. a) 1. TFA/m-Kresol (95:5);
2. Boc-BZ-OH, HATU, iPr2NEt, Pyridin, NMP; 3. Ac2O, Pyridin, NMP;
b) 1. TFA/m-Kresol (95:5); 2. 1, HATU, iPr2NEt, Pyridin, NMP; 3. Ac2O,
Pyridin, NMP; c) 1. DMF/Piperidin (8:2); 2. HATU, iPr2NEt, NMP;
3. Ac2O, Pyridin, DMF; d) 1. TFA/m-Kresol (95:5); 2. Boc-BZ-OH, HATU,
iPr2NEt, NMP; 3. Ac2O, Pyridin, NMP; e) TFMSA/TFA/m-Kresol (2:8:1),
1.5 h. MBHA� 4-Methylbenzhydrylamin, NMP�N-Methylpyrrolidin.

Aminoethylglycin 1 eingebaut. Von 14 wurde die Fmoc-
Gruppe abgespalten, dann folgte die Kupplung mit der
Thiazolorange-Einheit 15. Nach der Acetylierung eventuell
nicht umgesetzter Aminogruppen wurde die lineare Fest-
phasensynthese fortgesetzt. Die abschlieûende Standard-
Acidolyse setzte das ungeschützte PNA-Konjugat 17 frei.
Die Identität des durch Umkehrphasen-HPLC gereinigten
Materials wurde mit UV/Vis-Spektroskopie und Flugzeit-

massenspektrometrie mit matrixunterstützter Laser-Desorp-
tion/Ionisierung (MALDI-TOF-MS) bestätigt.[15]

Nach der Hybridisierung mit einem komplementären
DNA-Strang ist der Thiazolorange-Rest von 17 im Inneren
des PNA-DNA-Duplex positioniert und reagiert somit als
Sensor auf mögliche Strukturänderungen in seiner unmittel-
baren Umgebung. Im folgenden wurden Hybridisierungsex-
perimente mit Teilsequenzen der DNA des Hepatitis-B-Virus
durchgeführt. Abbildung 1 zeigt die Fluoreszenzspektren von

Abbildung 1. Fluoreszenzspektren (willkürliche Intensitätseinheiten) von
17, dem PNA-DNA-Duplex 17 ´ 18 und dem PNA-DNA-Duplex 17 ´ 19, der
eine Basenfehlpaarung in unmittelbarer Nähe des Thiazolorange-Fluoro-
phorbausteins O enthält. Für 17 ist nur das Fluoreszenzspektrum vor
Zugabe von 19 gezeigt (17 (Imax� 24.8)!17 ´ 19 (Imax� 21.1)). Zur besseren
Übersichtlichkeit wurde auf eine Darstellung des Ursprungsspektrums des
zweiten Experiments (17 (Imax� 17.8)!17 ´ 18 (Imax� 40.3)) verzichtet.
(Meûbedingungen: 100 mm NaCl, 10 mm Natriumphosphat, pH 7, 0.1 mm
EDTA, 298 K, 0.5 optische Dichte (bei 260 nm) von 17, 18 und 19,
Anregung bei 513 nm.) Dig�Digoxigenin.

17 vor und nach der Zugabe einer äquimolaren Menge der
Ziel-DNAs 18 oder 19. Die Intensität der Fluoreszenz stieg
erwartungsgemäû nach der Bildung des Duplex 17 ´ 18 von
17.8 (17) auf 40.3 (17 ´ 18) an, und das Emissionsmaximum war
von 538 nach 530 nm verschoben. Im Spektrum des Duplex
17 ´ 19, der eine Basenfehlpaarung (A-A) in direkter Nach-
barschaft zum Fluorophor-Baustein O aufweist, war eine
leichte Fluoreszenzabschwächung von 24.8 (17) auf 21.1 (17 ´
19) zu beobachten, während das Emissionsmaximum von 538
nach 534 nm verschoben war.

Es ist bekannt, daû die Fluoreszenz von freiem Thiazol-
orange durch die Bindung an einen DNA-Doppelstrang
drastisch ansteigt; dies erklärt die Fluoreszenzsteigerung für
17 ´ 18.[16] Die leichte, aber deutliche, Fluoreszenzabnahme bei
der Bildung des Duplex 17 ´ 19 ist nicht so leicht zu erklären.
Die Experimente ermöglichten jedenfalls eine eindeutige
Unterscheidung zwischen der Hybridisierung mit dem voll-
kommen komplementären Strang 18 und der Hybridisierung
mit dem Strang 19, der eine der fluorophoren Gruppe
benachbarte Basenfehlpaarung aufweist.

Die hier vorgestellte Synthesestrategie zur selektiven
Modifizierung von PNA sollte allgemein anwendbar sein
und könnte die Entwicklung diagnostisch relevanter PNA-
Konjugate fördern. Mit ihrer Hilfe sind PNA-Fluorophor-
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Aktivierung einer Kohlenstoff-Sauerstoff-
Bindung von Benzofuran durch
Vorkoordination von Mangan an den
Carbocyclus: ein Modell für die
Hydrodesoxygenierung**
Xiao Zhang, Eric J. Watson, Conor A. Dullaghan,
Sergiu M. Gorun und Dwight A. Sweigart*

Die Fähigkeit von Wasserstoff, in Gegenwart eines Kata-
lysators die Heteroatome S, N und O aus Erdöl zu entfernen,
wird in gewaltigem Umfang genutzt und ist als Entschwefe-
lung (Hydrodesulfurierung, HDS), Entstickung (Hydrode-
nitrogenierung, HDN) bzw. Hydrodesoxygenierung (HDO)
bekannt.[1] Gewöhnlich enthalten die am schwierigsten durch
hydrierende Verfahren zu behandelnden Moleküle äuûerst
stabile ungesättigte heterocyclische Ringsysteme, die sich
beispielsweise von Thiophen, Pyrrol, Pyridin oder Furan
ableiten. Das Vorliegen von Schwefel- oder Stickstoffverbin-
dungen führt zu beträchtlichen Problemen bei der Verwen-
dung fossiler Brennstoffe. Probleme im Zusammenhang mit
der Anwesenheit von Sauerstoffverbindungen wiegen weni-
ger schwer, sind aber dennoch von Bedeutung.[2] Aus diesen
Gründen besteht groûes Interesse, homogene Modellsysteme
für die Spaltung von C-X-Bindungen in ungesättigten Hete-
rocyclen (X� S, N, O) und die anschlieûende Entfernung des
X-Atoms zu entwickeln.[3, 4]

Wir haben gezeigt,[5] daû die Vorkoordination eines Metall-
zentrums an den Carbocyclus von Benzothiophen (BT 1) und
Dibenzothiophen eine C-S-Bindung für die Spaltung durch
reduzierende Agentien und durch Metall-Nucleophile akti-
viert. So reagieren die schwachen Nucleophile [Pt(PPh3)3]
und [Pt(PPh3)2(C2H4)] nicht mit freiem BT 1, aber schnell mit
[(h6-BT)MLn] 2 (MLn�Mn(CO)3

�, FeCp�, RuCp� etc.) zu

den Metallacyclen 3. Die ähnliche Aktivierung einer C-O-
Bindung in Benzofuran (BF 4) sollte schwieriger sein, weil die
C-O-Bindungsstärke gröûer ist als die C-S-Bindungsstärke
und weil die meisten späten Übergangsmetalle S-Liganden

Konjugate wie 17 zugänglich, die als neue Sonden für die
Echtzeit-Sequenzanalyse von DNA, besonders zum Nachweis
von Mutationen einzelner Basen, dienen können. In künfti-
gen Arbeiten werden wir untersuchen, ob das bemerkens-
werte Fluoreszenzphänomen (siehe Abbildung 1) generell bei
jeder Basenfehlpaarung in Gegenwart nicht verwandter
DNA-Sequenzen auftritt.
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