
DNA-Strukturen
DOI: 10.1002/ange.200603099

Kontrolliertes Stapeln von zehn �bergangsmetallionen im Innern eines
DNA-Doppelstrangs**
Guido H. Clever und Thomas Carell*

Als ein zentrales Thema zuk�nftiger nanotechnologischer
Entwicklungen gilt der kontrollierte Aufbau von funktionel-
len Materialien im Nanometerbereich aus molekularen Ein-
heiten. Gegenw�rtig wird daf�r der Einsatz von DNAwegen
ihrer herausragenden Selbstorganisationseigenschaften un-
tersucht.[1] K�rzlich wurde in diesem Zusammenhang �ber
DNA-basierte Nanokonstrukte von faszinierender Komple-
xit�t berichtet.[2] Ein Ziel ist derzeit die Entwicklung von
Methoden, mit denen sich diesen DNA-Konstrukten be-
stimmte Funktionen wie elektrische Leitf�higkeit oder Ein-
zelmolek�lmagnetismus verleihen lassen.
Eine aktuelle Entwicklung ist der Austausch von Watson-

Crick-Basenpaaren durch Metall-Basenpaare in denen die
Wasserstoffbr�cken, die in der Natur die selektive Paarung
der Nucleobasen vermitteln, durch koordinative Wechsel-
wirkungen zwischen Liganden und einem Metallion ersetzt
werden.[3] Mehrere Gruppen berichteten bereits �ber den
Einbau von mehr als einem Metallion in denselben DNA-
Doppelstrang; ihre Aussagen st�tzten sich allerdings meist
nur auf Schmelzpunktexperimente.[4] Erw�hnenswert sind die
Arbeiten zur gezielten Stapelung von Hg2+-Ionen im Innern
von DNA-Doppelstr�ngen.[5,6] In einigen dieser F�lle erwies
sich allerdings das bekannte Ph�nomen der unspezifischen
Bindung von Hg2+-Ionen an die nat�rlichen DNA-Basen[7] als
problematisch.[5] Shionoya und Mitarbeiter synthetisierten
und charakterisierten ein System, das die Komplexierung von
bis zu f�nf Cu2+-Ionen im Innern einer DNA-Doppelhelix
erm:glicht.[8]

Wir haben k�rzlich �ber ein Metall-Salen-Basenpaar be-
richtet, das eine Reihe vonMetallen als Koordinationspartner
akzeptiert.[9] Ein Vorteil des N,N’-Bis(salicyliden)ethylendi-
amin(Salen)-Konzepts liegt in der besonderen Rolle des
Ethylendiamins (en), das zum Aufbau des Komplexes in der
DNA ben:tigt wird und eine kovalente Vernetzung der
Doppelhelix bewirkt. Diese kovalente Vernetzung verleiht
dem DNA-Duplex eine ungew:hnlich hohe Stabilit�t. In der

Tat ist der Wert der beobachteten Duplexstabilisierung viel
h:her als alleWerte, die jemals f�r andereMetall-Basenpaare
gefunden wurden.[9,10] Wir vermuteten, dass diese unge-
w:hnlich starke Stabilisierung die Herstellung von robusten
DNA-Strukturen erm:glichen sollte, in denen mehrere
Cbergangsmetallionen �bereinander gestapelt vorliegen.
Dies sollte einen Zugang zu programmierbaren, DNA-ba-
sierten, mehrkernigen Koordinationsverbindungen er:ffnen.
Der zugrunde liegende Bildungsprozess der Metall-Salen-

Basenpaare ist in Abbildung 1 dargestellt. Zwei komple-
ment�re DNA-Einzelstr�nge, die jeweils mehrere Salicylal-
dehydreste (L) enthalten, werden zu einem Doppelstrang
hybridisiert und anschließend mit Ethylendiamin versetzt,
was zur Verkn�pfung der jeweils gegen�berliegenden Sali-
cylaldehydreste zu Salenliganden f�hrt. Bei Zugabe von Cu2+

Abbildung 1. a) Bildung von zehn Metall-Salen-Basenpaaren im Innern
eines DNA-Doppelstrangs. b) Modifizierte Oligonucleotide, die f)r
diese Arbeit hergestellt wurden. L steht f)r die Salicylaldehyd-Nucleo-
base, die als Vorstufe f)r die Bildung der Salenkomplexe fungiert.
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oder Mn2+ wird anschließend eine definierte Zahl von Me-
tallionen durch die Salenliganden komplexiert. Die gr:ßte
H�rde f�r die Stapelung so vielerMetallionen im Innern eines
DNA-Doppelstrangs ist eine unkontrollierte Verschiebung
der Einzelstrangsequenzen gegeneinander („Frameshift“),
die in der Bildung von Metall-Basenpaar-Fehlpaarungen und
unbesetzten Ligandenpositionen resultieren w�rde.
Wir synthetisierten den Doppelstrang 1-L2-a/b mit Ba-

senvorstufen f�r zwei isolierte Salenliganden, die durch drei
Watson-Crick-Basenpaare getrennt sind, sowie den Doppel-
strang 2-L2-a/b mit Basenvorstufen f�r zwei direkt benach-
barte Salenliganden (Abbildung 1b). Zur Untersuchung der
Komplexierungseigenschaften wurden die komplement�ren
Einzelstr�nge hybridisiert und anschließend mit Ethylendi-
amin und dem entsprechenden Metallsalz versetzt. Ethylen-
diamin wurde stets im Cberschuss eingesetzt, die Menge der
Metallionen wurde hingegen genau anhand der gew�nschten
St:chiometrie bemessen.
Die Reaktionsgemische wurden durch Elektrospray-Io-

nisierung-Ionen-Cyclotron-Resonanz(ESI-ICR)-Massen-
spektrometrie charakterisiert, die die Signale der gew�nsch-
ten Produkte [1-L2-a/b+ 2en+ 2Cu

2+�4H2O�4H+] und [2-
L2-a/b+ 2en+ 2Cu

2+�4H2O�4H+] lieferte. In den Massen-
spektren wurden keine Signale beobachtet, die von nicht-
komplexierten Einzelstr�ngen herr�hren, und beide unter-
suchten Doppelstr�nge enthalten eindeutig zwei Kupfer-
Salen-Komplexe (siehe Hintergrundinformationen).
Des Weiteren lieferte eine Schmelzpunktuntersuchung

mit Doppelstrang 1-L2-a/b in Ab- und Anwesenheit von
Ethylendiamin und zwei Kquivalenten Cu2+ Kurven, die die
Bildung von zwei verbr�ckenden Kupfer-Salen-Komplexen
im Innern der Doppelhelix plausibel machen (Abbildung 2).
Ohne Zugabe von Ethylendiamin oder Metallionen schmolz
der Doppelstrang 1-L2-a/b bei TM= 34.2 8C. Die Zugabe von
Ethylendiamin verschob den Schmelzpunkt zu einer h:heren
Temperatur, begleitet von einer charakteristischen Hysterese
(gemittelt: TM= 41.6 8C). Diese Hystereseerscheinung kann
mit der Reversibilit�t der Iminbildung zwischen den Salicyl-
aldehydresten und Ethylendiamin in Wasser erkl�rt

werden.[10] Wurde ein Kquivalent Cu2+ zugegeben, zeigte die
Schmelzkurvenmessung zwei sigmoidale Cberg�nge. Das
Auftreten zweier Cberg�nge, der erste bei TM= 41.2 8C (mit
Hysterese) und der zweite bei TM= 82.9 8C (ohne Hysterese),
l�sst auf das Vorliegen von zwei definierten Spezies in der
L:sung schließen. Wir nehmen an, dass die Bildung des
Doppelstrangs mit zwei Kupfer-Salen-Komplexen unter den
Bedingungen des thermischen De- und Renaturierungsex-
periments kooperativ verl�uft. Wird nur ein Kquivalent Cu2+

zugegeben, liegt die eine H�lfte der Doppelstr�nge ohne
Metall vor (TM= 41.6 8C), w�hrend die andere H�lfte jeweils
zwei Metallionen enth�lt (TM= 82.9 8C). Diese Hypothese
wird auch durch den massenspektrometrischen Nachweis von
[1-L2-a/b+ 2en+ 2Cu] in dieser Reaktionsmischung gest�tzt.
Die Zugabe eines zweiten Kquivalents Cu2+ resultierte in nur
einem definierten Schmelzpunkt bei TM� 92.1 8C, was das
ausschließliche Vorliegen des Doppelstrangs [1-L2-a/b+
2en+ 2Cu] mit zwei komplexierten Cu2+-Ionen anzeigt. Eine
analoge Schmelzpunktstudie mit Doppelstrang 2-L2-a/b lie-
ferte ebenfalls Kurven, die sich nach Zugabe von einem oder
zwei Kquivalenten Cu2+ signifikant von der Schmelzkurve des
nichtkomplexierten Strangs unterschieden, allerdings war der
Kurvenverlauf hier komplexer. Die Befunde der Schmelz-
punktuntersuchungen und die massenspektrometrischen
Daten belegen die Bildung von DNA-Doppelstr�ngen, die
zwei Metall-Salen-Komplexe enthalten.
Um das System f�r die Komplexierung von f�nf und zehn

Cbergangsmetallionen zu erweitern, synthetisierten wir die
Oligonucleotide 3-L5-a/b und 4-L10-a/b nach der bereits pu-
blizierten Vorschrift.[10] Eine Sequenz von f�nf Watson-Crick-
Basenpaaren an beiden Enden der Duplexe 3-L5-a/b und 4-
L10-a/b wurde gew�hlt, um eine optimale Pr�organisation der
Doppelstr�nge f�r die folgende Komplexbildung aus den
gegen�berliegenden Salicylaldehydresten zu gew�hrleisten.
Abbildung 3a zeigt die charakteristischenKnderungen im

UV-Spektrum einer L:sung von Doppelstrang [4-L10-a/b+
10en] w�hrend der Titration mit Cu2+-Ionen. Die Kurven-
schar weist isosbestische Punkte bei l= 342 und 398 nm auf.
Die Auftragung der Intensit�t des Absorptionsmaximums des
Kupfer-Salen-Chromophors bei l= 360 nm gegen die Kup-
ferkonzentration zeigt einen linearen Anstieg bis zu einem
Doppelstrang/Cu2+-Verh�ltnis von ca. 1:10 (Abbildung 3b,
gef�llte Quadrate). Analoge Titrationskurven, die ein Dop-
pelstrang/Cu2+-Verh�ltnis von 1:5 best�tigen, wurden f�r
Duplex [3-L5-a/b+ 5en+ 5Cu] erhalten (Abbildung 3b,
offene Kreise und Hintergrundinformationen).
Die Untersuchung von 4-L10-a/b bei 0–80 8C durch

Circulardichroismus(CD-)Spektroskopie vor und nach dem
Aufbau von zehn Mangan-Salen-Komplexen ist in Abbil-
dung 4 dargestellt. Ohne Ethylendiamin und Mn2+ enthalten
die Spektren eine positive Bande um l= 277 nm, eine nega-
tive Bande (Schulter) um l= 249 und einen Nulldurchgang
bei l= 265 nm. Diese Merkmale lassen auf eine B-DNA-
�hnliche Sekund�rstruktur des Doppelstrangs bei Raum-
temperatur schließen.[11] Bei einer langsamen Herabsetzung
der Temperatur der Probe von 80 auf 0 8C �nderten sich die
CD-Spektren deutlich (Abbildung 4a). Ebenfalls in Abbil-
dung 4a gezeigt ist die Auftragung der Drehung des positiven
CD-Maximums gegen die Temperatur der Probe. Die Kurve

Abbildung 2. Vergleich der Schmelzkurven von Doppelstrang 1-L2-a/b
ohne Zus9tze (c), mit Ethylendiamin)berschuss (a), mit Ethylen-
diamin und einem Jquivalent Cu2+ (*) sowie mit Ethylendiamin und
zwei Jquivalenten Cu2+ (*). Die Proben enthielten 3 mm DNA, 10 mm

CHES-Puffer und 150 mm NaCl (CHES=N-Cyclohexyl-2-aminoethan-
sulfons9ure).
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l�sst das Schmelzen des Doppelstranges 4-L10-a/b bei ca. 35 8C
erkennen, was in Einklang mit der entsprechenden UV-
Schmelzkurve ist (nicht gezeigt).
Bei Zugabe von Ethylendiamin im Cberschuss und Mn2+

�nderte sich das CD-Spektrum signifikant: Die positive
Bande um l= 290 nm wurde kleiner, und die Bande um l=

249 nm verschwand v:llig (Abbildung 4b). Eine strukturelle
Klassifizierung des Doppelstrangs [4-L10-a/b+ 10en+ 10Mn]
auf der Grundlage dieser CD-Daten ist schwierig. Eine
wichtige Beobachtung wurde bei der Untersuchung der
Temperaturabh�ngigkeit der CD-Spektren gemacht: Im Fall
von [4-L10-a/b+ 10en+ 10Mn] ergab sich praktisch keine
Ver�nderung der CD-Spektren zwischen 0 und 80 8C. Dies ist
ein klares Zeichen f�r die erwartete, hohe strukturelle Sta-
bilit�t des Doppelstrangs dank der kovalenten Verkn�pfung
durch die zahlreichen Metall-Salen-Basenpaare.
Einen weiteren Nachweis f�r die Bildung von f�nf und

zehn Metall-Salen-Komplexen in 3-L5-a/b und 4-L10-a/b sollte
die ESI-ICR-Massenspektrometrie liefern. Wegen der großen
Empfindlichkeit der ESI-Massenspektrometrie auch f�r nur
schwach assoziierte Addukte musste hierf�r die unspezifische
Bindung von Metallionen an die DNA unterbunden werden.
Im Fall der Cu2+-Komplexierung war daher eine genaue
Kontrolle der DNA-Konzentration und der Menge an zuge-
gebenem Cu2+ unabdingbar. Die Verwendung von Mn2+

ergab indes wegen dessen geringerer Tendenz zur Bildung
unspezifischer Addukte mit den verwendeten DNA-Str�ngen
sauberere Massenspektren.
Bei [3-L5-a/b+ 5en] f�hrte beispielsweise die Zugabe von

genau f�nf Kquivalenten Cu2+ zu einem Spektrum, das die
erwarteten Signale f�r [3-L5-a/b+ 5en+ 5Cu] zeigt; dagegen
lieferte die Zugabe eines Cberschusses an Cu2+ (zehn Kqui-
valente) ein Massenspektrum, das der Spezies [3-L5-a/b+
5en+ 9Cu] zugeordnet werden kann (siehe Hintergrundin-
formationen). Anders bei Mangan: Auch bei Zugabe eines
Mn2+-Cberschusses entsprach die Zahl der komplexierten Me-
tallionen im Doppelstrang laut Massenspektren stets der zu er-
wartenden Menge. Das Versetzen mit Ethylendiamin und Mn2+

unter Bildung von [4-L10-a/b] lieferte Signale f�r einen Dop-
pelstrang, der genau zehn Mangan-Salen-Komplexe enth�lt.
Abbildung 5 zeigt die Resultate dieses ESI-ICR-Experiments.
Eindeutig zu erkennen sind die erwarteten Signale f�r das Re-
aktionsprodukt [4-L10-a/b+10en+10Mn

3+�20H2O�20H+]10+.
Der Doppelstrang 4-L10-a/b reagiert also mit zehn Molek�len
Ethylendiamin und zehn Manganionen unter Freisetzung von
zwanzig Kquivalenten Wasser.
Salen-gebundene Mn2+-Ionen werden unter aeroben Be-

dingungen bekanntermaßen zu Mn3+ oxidiert.[12] Die erhal-
tenen Massenspektren sind in Einklang mit dieser Annahme,
und [4-L10-a/b+ 10en+ 10Mn] enth�lt dementsprechend

Abbildung 3. Titration von [3-L5-a/b+5en] und [4-L10-a/b+10en] mit
Cu2+. a) Lberlagerung der UV/Vis-Spektren von 6 mm [4-L10-a/b
+10en+ xCu] bei Cu2+-Konzentrationen von 0 bis 108 mm in Schritten
von 12 mm. b) Intensit9t des Absorptionsmaximums Amax des Kupfer-
Salen-Komplexes gegen das Verh9ltnis [Cu2+]/[Duplex] f)r [3-L5-a/
b+5en+ xCu] (*; siehe Hintergrundinformationen) und [4-L10-a/
b+10en+ xCu] (&). Die Proben enthielten 10 mm CHES-Puffer und
150 mm NaCl.

Abbildung 4. CD-Messungen von 4-L10-a/b bei 0–80 8C in Schritten von
10 K. a) 3 mm Doppelstrang in 10 mm HEPES, 150 mm NaCl (80!
0 8C). b) Die gleiche Probe nach 24 h Inkubation mit 1 mm en und
40 mm Mn2+ (0!80 8C). Einsch)be: Auftragung der positiven CD-
Maxima gegen die Temperatur. HEPES=N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-
N’-(2-ethansulfons9ure). Blindmessungen wurden f)r jede Temperatur
individuell subtrahiert.
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zehn Mn3+-Ionen. Die verbleibenden Koordinationsstellen
der Metallzentren, die nicht durch den vierz�hnigen Salen-
liganden besetzt sind, werden wahrscheinlich entweder durch

lose gebundene Wasser- (oder Ace-
tat-)Molek�le oder durch eine Wech-
selwirkung mit Donoratomen der be-
nachbarten Liganden oder Nucleobasen
abges�ttigt.
Wir haben gezeigt, dass DNA-

Doppelstr�nge, die zwanzig Salicylal-
dehydreste als k�nstliche Nucleobasen
enthalten, mit Ethylendiamin reagieren
und zur Stapelung von zehn Salenli-
ganden im Innern der Doppelhelix
f�hren. Diese k:nnen anschließend
zehn Cbergangsmetallionen wie Cu2+

oder Mn2+ koordinieren. Die Reversi-
bilit�t von Salenbildung und Metallko-
ordination erm:glicht es dem System,
das thermodynamische Gleichgewicht
zu erreichen. Nach unserer Ansicht ist
dies der Grund, warum kein „Fra-
meshift“ stattfindet, der eine unvoll-
st�ndige Komplexierung zur Folge
h�tte. Selbst zehn Metallionen lassen
sich in DNA �bereinander stapeln, was
verglichen mit der Struktur von nativer
B-DNA einer kompletten helicalen
Windung entspricht. Der Stapel von
zehn Metall-Salen-Komplexen im
Innern des DNA-Doppelstrangs [4-L10-
a/b+ 10en+ 10Mn] ist in Abbildung 6
veranschaulicht.
Wir glauben, dass eine Kombination

des Metall-Basenpaar-Konzepts mit

den etablierten sequenzbasierten Techniken f�r die Kon-
struktion komplexer DNA-Architekturenmit Verzweigungen
und Verbindungen[13] in naher Zukunft die Synthese von
programmierbaren Konstrukten erm:glichen wird, die meh-
rere Metallbindungsstellen in definierten dreidimensionalen
Positionen enthalten. Dies w�rde interessante Perspektiven
f�r die molekulare Elektronik und die Synthese von Multi-
metallenzymanaloga er:ffnen.
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Abbildung 6. Das compu-
tergenerierte Modell von
[4-L10-a/b+10en+10Mn]
entspricht einer plausiblen
Struktur der Anordnung
von zehn Metall-Salen-
Komplexen innerhalb
eines DNA-Doppel-
strangs; blau N, rot O,
orange P, graue Kugeln
Mn.[14]

Abbildung 5. a) ESI-ICR-Massenspektrum von [4-L10-a/b+10en+
10Mn]. Die m/z-Werte f)r z=9–13 stimmen hervorragend mit den be-
rechneten Massen )berein. b) Gemessenes Isotopenmuster f)r
[4-L10-a/b+10en+10Mn3+�20H2O�40H+]10�. c) Simuliertes Isoto-
penmuster f)r [C450H502N100O236P38Mn10]

10�.
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