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Abstract: Ein neu synthetisierter DNA-Baustein auf Basis von
2’-Desoxyuridin tr�gt in der 5-Position ein �ber eine Ami-
nopropinylgruppe verkn�pftes, push-pull-substituiertes Dia-
ryltetrazol. Das damit modifizierte Oligonucleotid ermçglicht
die postsynthetische Markierung mit einem Maleinimid tra-
genden Sulfo-Cy3-Farbstoff, N-Methylmaleinimid und Me-
thylmethacrylat als Dipolarophile jeweils durch Bestrahlung
mit Licht bei lexc = 365 nm (LED). Die experimentell be-
stimmte Geschwindigkeitskonstante betr�gt (23� 7)m�1 s�1

und ist bemerkenswert groß gegen�ber denen anderer kupfer-
freier, bioorthogonaler Reaktionen und �hnlich groß wie jene
der kupferkatalysierten Cycloaddition von Aziden mit Acety-
lenen.

Die postsynthetische Modifizierung von Nucleins�uren ist
eine inzwischen gut etablierte Methodik, die haupts�chlich als
kupferkatalysierte Cycloaddition von Acetylenen mit Aziden
durchgef�hrt wird.[1,2] Auch wenn die Markierung in lebenden
Zellen durch kupferkatalysierte „Klick“-Reaktionen de-
monstriert wurde, ist es problematisch, sich dabei auf Kupfer
zu verlassen,[3] denn selbst Spuren von Kupferionen als Ver-
unreinigungen aus der postsynthetischen oder In-vivo-Modi-
fizierung stellen wegen ihrer Cytoxizit�t eine deutliche Be-
eintr�chtigung dar.[4] Deswegen konzentrieren wir[5] und
andere uns darauf,[6–11] bioorthogonale und kupferfreie Al-
ternativen zu entwickeln, um Nucleins�uren zu modifizieren.
Das schließt ringspannungsgetriebene[5] und andere 1,3-di-
polare Cycloadditionen,[6] Diels-Alder-Reaktionen mit nor-
malem[7] und inversem Elektronenbedarf,[8] reduktive Ami-
nierungen,[9] Thiol-Alken-Additionen[10] und Suzuki-Miyau-
ra-Kupplungen[11] mit ein. Es gibt zwei metallfreie, bioortho-
gonale Reaktionen, die eine gute Alternative bieten, weil ihre
Geschwindigkeitskonstanten vergleichbar mit denen der
kupferkatalysierten Azid-Acetylen-Cycloaddition sind (k�
10–200m�1 s�1).[12, 13] Dies sind erstens die Diels-Alder-Reak-
tion mit inversem Elektronenbedarf von Tetrazinen mit ge-
spannten Alkenen (k� 1–104

m
�1 s�1)[8, 12, 14] und zweitens die

lichtinduzierte Cycloaddition von Tetrazolen mit aktivierten
Alkenen (Photoklick-Reaktion, k� 60m�1 s�1).[12, 13]

Die zweite Alternative scheint besonders lohnenswert,
weil sie die Geschwindigkeit und Spezifit�t einer „Klick“-
Reaktion mit einem photochemischen Prozess verbindet, der
eine r�umliche und zeitliche Kontrolle ermçglicht. Bereits in
den 1960er Jahren berichteten Huisgen und Mitarbeiter nicht
nur �ber diese photoinduzierte Cycloaddition von 2,5-Di-
phenyltetrazolen mit Methylcrotonat, sondern auch �ber den
Nachweis von Diphenylnitrilimin als 1,3-dipolares Interme-
diat.[15] Vor einigen Jahren haben Lin und Mitarbeiter diesen
Reaktionstyp weiterentwickelt, um ihn in Wasser,[16] f�r die
Peptid-Kreuzkupplung[17] und schlussendlich auch als Hilfs-
mittel f�r die Proteinmodifizierung anzuwenden.[18] Aller-
dings wurde die „Photoklick“-Cycloaddition bisher nicht f�r
die Nucleins�ure-Modifizierung angewendet, wahrscheinlich
deswegen, weil 2,5-Diphenyltetrazole im Wellenl�ngenbe-
reich von lexc = 250–310 nm belichtet werden m�ssen. Dieser
Bereich �berlappt sehr stark mit der Absorption der Nuc-
leins�uren. Lin und Mitarbeiter beschrieben aber auch ein
photoaktivierbares Diaryltetrazol 1, das eine elektronen-
schiebende Dimethylaminogruppe an einem Ende und eine
elektronenschiebende Carboxygruppe am anderen Ende
tr�gt.[19] Das Push-pull-System diese Diaryltetrazols ver-
schiebt die Anregung nach lexc = 365 nm, eine Wellenl�nge,
die nicht nur die selektive Anregung außerhalb des Absorp-
tionsbereiches der Nucleins�uren, sondern auch die Ver-
wendung von LEDs als preiswerte und verl�ssliche Licht-
quelle ermçglicht. Hier beschreiben wir den neuen DNA-
Baustein 3, der das Diaryltetrazol 1, verbr�ckt �ber eine
Aminopropinylgruppe in der 5-Position des 2’-Desoxyuridins,
tr�gt, den Einbau von 3 in ein Oligonucleotid durch auto-
matisierte Phosphoramiditchemie und die anschließende
„Photoklick“-Modifizierung mit einem sulfonylierten Cy3-
Farbstoff.

Die Synthesearbeiten (Schema 1) begannen mit 5-(3’’-
Aminopropinyl)-2’-desoxyuridin (2), das als Ausgangsmate-
rial durch literaturbekannte Vorschriften hergestellt wurde.[15]

Das push-pull-substituierte Diphenyltetrazol 1 als zweites
Ausgangsmaterial wurde aus dem sulfonierten Hydrazon des
4-Formylbenzoes�uremethylesters und dem Diazoniumsalz
von p-N,N-Dimethylanilin synthetisiert (siehe Hintergrund-
informationen). Die Carboxygruppe des Tetrazols 1 wurde in
Gegenwart des Peptidkupplungsreagens HBTU mit der
Aminopropinylgruppe des Nucleosids 2 verkn�pft. Das
Nucleosid-Tetrazol-Konjugat 3 wurde in 83 % Ausbeute er-
halten und �ber Standardverfahren in den DNA-Baustein 5
�berf�hrt. Mithilfe dieses DNA-Bausteins und der automa-
tisierten Festphasenchemie (sowie einer verl�ngerten Kupp-
lungszeit von 2 � 300 s f�r 5) wurde DNA1 hergestellt und
�ber semipr�parative HPLC gereinigt.

Anschließend fand das Tetrazol Anwendung als funktio-
nelle und reaktive Gruppe in DNA1 in einer postsyntheti-
schen „Photoklick“-Modifizierung mit dem k�uflich erwor-
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benen Sulfo-Cy3-Farbstoff 6, der die Maleinimidfunktion am
Ende eines kurzen Alkyllinkers aufweist. Unerwarteterweise
scheiterte die Cycloaddition sowohl mit dem Nucleosid 4 in
Wasser/MeCN-Mischungen als auch mit einzelstr�ngiger
DNA1 in DMSO oder Wasser/DMSO-Mischungen. Die Re-

aktion verlief nur erfolgreich in w�ssrigem Standardpuffer
(50 mm Natriumphosphatpuffer, 250 mm NaCl, pH 7), was
andererseits ein klarer Vorteil f�r zuk�nftige In-vivo-An-
wendungen ist. Die Reaktion kann durch UV/Vis-Absorpti-
onsspektroskopie beobachtet werden (Abbildung 1), weil der

Tetrazolchromophor von DNA1 als charakteristische Sei-
tenbande zwischen labs = 300 und 400 nm mit einem breiten
Maximum bei lmax = 355 nm absorbiert. Nach Bestrahlung
durch LEDs bei lexc = 365 nm nimmt die Absorption bei
lmax = 355 nm ab, und eine neue Absorption bei lmax =

400 nm, die der Entstehung des Pyrazolinchromophors zu-
geordnet werden kann, w�chst an. Das Produkt wurde zu-
s�tzlich durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie identifi-
ziert. Der isosbestische Punkt bei labs = 378 nm (siehe Hin-
tergrundinformationen) zeigt, dass diese „Photoklick“-Mo-
difizierung ohne beobachtbare Intermediate verl�uft, was die
Annahme st�tzt, dass das Nitrilimin-Intermediat sehr kurz-
lebig ist und mit der Maleinimidfunktion von 6 sehr rasch
reagiert. Die modifizierte DNA3 wurde nochmals durch se-
mipr�parative HPLC gereinigt, durch MALDI-TOF-Mas-
senspektrometrie identifiziert und durch UV/Vis-Absorption
bei labs = 260 nm (unter Verwendung von e(6)260 nm =

3400m�1 cm�1) quantifiziert. Die Produktbildung wurde nach
30 min Bestrahlungsdauer durch LEDs bei lexc = 365 nm be-
stimmt. Die Ausbeute stieg von 8 auf 15 % (mit 1.05 �quiv. 6),

Schema 1. Synthese des tetrazolmodifizierten DNA-Bausteins 5 und
postsynthetische Modifizierung von DNA1 mit dem Sulfo-Cy3-Farbstoff
6 : a) HBTU, HOBt·H2O, iPr2NEt, DMF, Raumtemperatur, 20 h; 83%;
b) DMT-Cl, Pyridin, Raumtemperatur, 3 Tage; 60%; c) b-Cyanethyl-
N,N-diisopropylchlorphosphoramidit, DIPEA, Raumtemperatur, 24 h;
99%; d) Festphasensynthese unter Standardbedingungen; e) 6, LED
mit lexc = 365 nm, 10 mm Natriumphosphatpuffer, 250 mm NaCl,
pH 7, 20 8C, 30 min. DIPEA =Diisopropylethylamin, DMT= Dimethoxy-
trityl, HBTU = N,N,N’,N’-Tetramethyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl)uronium-
hexafluorophosphat, HOBt = 1-Hydroxybenzotriazol.

Abbildung 1. Oben: UV/Vis-Absorption des Ausgangsmaterials DNA1
mit 6 im Vergleich zum „Photoklick“-Produkt DNA3 ; DNA1 (2.5 mm), 6
(1.05 �quiv., 2.63 mm). Unten: zeitabh�ngige Absorptionsver�nderung
bei lmax = 355 (DNA1) und 400 nm (DNA3) und zeitabh�ngige Fluo-
reszenzintensit�t von DNA3, lexc = 357 nm. Alle Messungen wurden in
50 mm Natriumphosphatpuffer, 250 mm NaCl, pH 7 und bei 20 8C
durchgef�hrt.
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wenn doppelstr�ngige DNA1-2 als Ausgangsmaterial ver-
wendet wurde. Die Ausbeute ließ sich bis auf 34 % steigern
(mit 5 �quiv. 6). L�ngere Bestrahlungszeiten waren nicht
weiter produktiv, weil die photochemische Zersetzung der
Diaryltetrazolgruppe mit der gew�nschten photoinduzierten
Cycloaddition konkurrierte. Die Beobachtung, dass doppel-
str�ngige DNA1-2 besser geeignet ist als einzelstr�ngige
DNA1, kann durch die Annahme erkl�rt werden, dass die
regelm�ßige doppelhelikale Struktur das Tetrazol als funk-
tionelle Gruppe besser zug�nglich macht als der entspre-
chende Einzelstrang mit einer „verborgenen“ Tetrazolfunk-
tion in einer ung�nstigen Faltung. Die „Photoklick“-Cyclo-
addition von Tetrazolen zu Pyrazolen ist als fluorogene Re-
aktion bekannt,[20, 21] die Fluoreszenz des Pyrazolins von
DNA3 ist jedoch vergleichsweise schwach (siehe Hinter-
grundinformationen). Die Fluoreszenz (nach Anregung bei
lexc = 357 nm) wird dominiert durch die intensive Emission
des Sulfo-Cy3-Farbstoffes. Der zeitabh�ngige Anstieg dieser
Sulfo-Cy3-Fluoreszenzintensit�t korreliert gut mit dem be-
obachteten Absorptionswechsel von DNA1 (Tetrazol bei
lmax = 355 nm) zu DNA3 (Pyrazolin bei lmax = 400 nm).

Um die Bandbreite dieser „Photoklick“-Modifizierung
absch�tzen zu kçnnen, wurde DNA1 in Gegenwart von N-
Methylmaleinimid, Methylmethacrylat und Acrylnitril be-
strahlt. Die ersten beiden Reaktionen lieferten die Produkte
DNA4 bzw. DNA5, die in 42 bzw. 23% Ausbeute isoliert und
durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie identifiziert
wurden (siehe Hintergrundinformationen). Die dritte Reak-
tion scheiterte. Der kinetische Verlauf einer bioorthogonalen
Reaktion ist von besonderer Bedeutung f�r ihre biologische
Anwendbarkeit. Große Geschwindigkeitskonstanten sind
w�nschenswert, weil der ansonsten notwendige große �ber-
schuss an Markierungsreagens zu Problemen bez�glich der
Lçslichkeit und Toxizit�t f�hren kann.[12] Wir nahmen an, dass
die Reaktion pseudoerster Ordnung verl�uft; dies bedeutet,
dass die Reaktionsgeschwindigkeit nur von der Konzentrati-
on des Dipolarophils 6 abh�ngt.[22] Die Ausbeuten wurden per
HPLC analysiert und daraus die Reaktionsgeschwindigkeiten
bestimmt. Die Geschwindigkeitskonstante betr�gt (23�
7)m�1 s�1 und ist bemerkenswert groß gegen�ber denjenigen
anderer kupferfreier, bioorthogonaler Reaktionen[12] und
�hnlich groß wie die der kupferkatalysierten Cycloaddition
von Aziden mit Acetylenen.[12,13]

Wir haben hier die photoinduzierte postsynthetische
„Klick“-Modifikation am Oligonucleotid DNA1 mit dem
Sulfo-Cy3-Farbstoff 6 gezeigt. Der daf�r notwendige DNA-
Baustein 5 tr�gt ein Diaryltetrazol als photoaktivierbare
Gruppe, die �ber eine Aminopropinylgruppe mit der 5-Posi-
tion von 2’-Desoxyuridin verkn�pft wurde. Diese Art der
Verkn�pfung hat zwei wesentliche Vorteile: Erstens ermçg-
licht sie, diese Tetrazol-Nucleosid-Konjugate in der enzyma-
tischen Herstellung von Oligonucleotiden zu verwenden
(Primer-Verl�ngerung und Polymerasekettenreaktion), weil
DNA-Polymerasen (z.B. die KlenTaq-Polymerase) typi-
scherweise Alkinmodifikationen in der 5-Position tolerie-
ren.[23] Zweitens wird erwartet, dass diese Verkn�pfung die
Struktur der DNA vergleichsweise wenig stçrt. Die
Schmelztemperatur der modifizierten DNA1–2 liegt bei
55.2 8C und ist daher fast identisch mit der des vollst�ndig

unmodifizierten Doppelstranges, der ein T anstelle des mo-
difizierten 2’-Desoxyuridins aufweist (55.3 8C). Die „Photo-
klick“-Modifizierung von DNA1 kann bei lexc = 365 nm, und
damit außerhalb des Absorptionsbereiches der Nucleins�u-
ren, sowie mithilfe von LEDs als preiswerten und verl�ssli-
chen Lichtquellen durchgef�hrt werden. Sie verl�uft am
besten in w�ssrigen Pufferlçsungen und ergibt eine grçßere
Ausbeute an gew�nschter DNA3, wenn doppelstr�ngige
DNA1 als Ausgangsmaterial eingesetzt wird. Beide Beob-
achtungen sind ideale Voraussetzungen f�r chemisch-biolo-
gische Anwendungen dieser Modifizierungsmethode, beson-
ders in lebenden Zellen. Dar�ber hinaus bietet die Methode
alle Vorteile eines photochemischen Prozesses, haupts�chlich
die der r�umlichen und zeitlichen Auflçsung.
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