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Triplex-basierte „molecular beacons“ als modulare Sonden
zur DNA-Detektion**
Tom N. Grossmann, Lars R�glin und Oliver Seitz*

Die spezifische Detektion von Nukleins�uresequenzen spielt
in den Lebenswissenschaften eine zentrale Rolle, und be-
trachtet man den raschen Anstieg der verf gbaren Sequenz-
daten, ist davon auszugehen, dass die DNA- und RNA-Dia-
gnostik in den n�chsten Jahren sogar noch an Bedeutung
gewinnt. Die n tzlichsten diagnostischen Methoden verwen-
den Sonden, die quantitative Messungen in homogener
L&sung erm&glichen. Dabei ist es von Vorteil, dass die Not-
wendigkeit der Abtrennung gebundener von ungebundenen
Sonden entf�llt.[1] Eine h�ufig verwendete Sondenklasse sind
die „molecular beacons“ (MBs),[2] die an einem Strangende
einen Fluorophor und am anderen einen Fluoreszenzl&scher
enthalten. In Abwesenheit der komplement�ren Zielsequenz
liegen MBs in einer Stamm-Schleife-Struktur vor (Abbil-
dung 1A), in der die Fluoreszenz gel&scht wird. Durch Bin-

dung des komplement�ren Targets wird die Haarnadelstruk-
tur aufgebrochen, die Chromophore werden separiert, und
die Fluoreszenzintensit�t steigt an. MBs wurden in der
quantitativen Polymerasekettenreaktion (qPCR) f r den se-
quenzspezifischen Nachweis des Amplicons genutzt sowie in
der Visualisierung pathogener RNA in lebenden Zellen.[2]

Es ist eine n tzliche Eigenschaft, dass konformativ ge-
spannte Sonden – wie MBs – ihre Zielsequenzen mit gr&ßerer
Spezifit�t erkennen als lineare Sonden.[3] Diese Eigenschaft
ist bei der Analyse von Einzelbasenmutationen von beson-
derer Bedeutung. Die erh&hte Sequenzspezifit�t, die bei
strukturierten Sonden beobachtet wird, er&ffnet die M&g-
lichkeit, die Selektivit�t der Sonden-Target-Hybridisierung
durch Variation der konformativen Spannung zu modulieren.
Im Fall der MBs kann dies durch Variation der Stamml�nge
und -sequenz erreicht werden. Jedoch erfordert diese Art der
Modulation die Synthese einer Reihe verschiedener MBs.
Bisher sind nur wenige Ans�tze zur Modifikation des ur-
spr nglichen, auf Watson-Crick-Basenpaarung basierenden
Stammbereichs bekannt. So wurden die Verwendung von
Homo-DNA-,[4a] LNA-[4b] und G-Quadruplex-basierten Sys-
temen[4c] sowie „stammlose“ Peptidnukleins�ure(PNA)-MBs
beschrieben.[4d–f] Die Abh�ngigkeit der G-Quadruplex-Sta-
bilit�t von bestimmten Kationen wurde bereits dazu genutzt,
die konformative Spannung des entsprechenden „beacons“
zu modulieren,[4c] jedoch ist die Kationenkonzentration bei
Anwendungen wie der qPCR oder bei Messungen in vivo ein
nur schwer variierbarer Parameter.

Hier zeigen wir, dass Triplex-basierte „molecular bea-
cons“ (tMBs, Abbildung 1B) unter Verwendung einer einzi-
gen, doppelt markierten DNA-Sonde (triplex-forming mo-
lecular beacon, tfMB) in Kombination mit mehreren
stammbildenden Oligonukleotiden (stem-forming oligonu-
cleotides, sfOs) eine pr�zise Modulation der konformativen
Spannung erm&glichen. Dieser Aufbau ben&tigt nur eine
doppelt markierte Sonde, da Selektivit�t und Empfindlichkeit
der DNA-Detektion  ber die Wahl des sfO justiert werden
k&nnen. Dar ber hinaus erm&glicht der modulare Aufbau[5]

den Einbau weiterer Funktionalit�ten, die sehr einfach  ber
das sfO eingef hrt werden k&nnen. Ein Beispiel f r dieses
erweiterte Konzept sind „superquenched“[6] tMBs, die durch
Anbindung zus�tzlicher Fluoreszenzl&scher an das sfO er-
halten wurden.

Der tMB ist so gestaltet, dass der Stammbereich durch
eine Poly(a)·2poly(T)-Struktur gebildet wird (Abbil-
dung 1C).[7] Das stammbildende Poly(a)-Segment (sfO) be-
steht aus PNA, einem DNA-Analogon mit einem ungelade-
nen N-(2-Aminoethyl)glycin-R ckgrat. PNA ist in der Lage,
mit komplement�rer DNA stabilere Duplexe und Triplexe zu
bilden, als vergleichbare DNA.[8] Das sfO wurde so gew�hlt,

Abbildung 1. Vergleich von „molecular beacons“ (MB, A) und Triplex-
basierten „molecular beacons“ (tMB, B) zur Detektion komplement--
rer DNA-Oligonukleotide. C) Poly(a)·2poly(T)-Struktur zur Bildung der
Stammregion. D) Sequenzen der verwendeten DNA (Target, tfMB) und
PNA (sfO).
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dass es an die beiden Poly(T)-Armsegmente des triplexbil-
denden MBs (tfMB)  ber Watson-Crick- und Hoogsteen-
Basenpaare bindet.

Wir entschieden uns, zwei tfMB-Systeme (8T und 11T,
Abbildung 1D) zu untersuchen. Beide tfMBs bestehen aus
einer zentralen DNA-Sequenz, die zur verwendeten Zielse-
quenz (Ma) vollst�ndig komplement�r ist. Die Erkennungs-
sequenz wird von Poly(T)-Regionen flankiert. Diese sind an
den Enden mit 6-FAM und Dabcyl als Fluorophor bzw.
Fluoreszenzl&scher markiert. Die sfO-L�nge variierte zwi-
schen sechs und elf Adenin-Einheiten. In vorausgehenden
UV-Denaturierungsexperimenten untersuchten wir die Sta-
bilit�t der Duplexe aus tfMB und Target (tfMB·Target) in
Abwesenheit der sfOs sowie die Stabilit�t der Triplexe
(tfMB·sfO) in Abwesenheit des Targets. Tabelle 1 zeigt die

Schmelztemperaturen (Tm) der unmarkierten tfMBs (8T-nl
und 11T-nl) im Komplex mit Target oder sfOs. Wie erwartet
zeigt der einzelbasenfehlgepaarte Duplex (tfMB·Mm) eine
deutlich geringere Stabilit�t (DTm= 11 8C) als der perfekt
komplement�re Duplex (tfMB·Ma). Die Schmelztemperatu-
ren der tfMB·sfO-Triplexe stiegen wie erwartet mit der L�nge
des sfO an. Dies sollte eine pr�zise Modulation der konfor-
mativen Spannung des tMB erm&glichen.

Um die F�higkeit jedes Triplex-basierten „molecular
beacon“ (tfMB·sfO) zur Unterscheidung zwischen perfekt
komplement�rem und einzelbasenfehlpaarendem Target
vergleichen zu k&nnen, f hrten wir Denaturierungsexperi-
mente durch, bei denen die FAM-Fluorezenz in Abwesenheit
sowie in Gegenwart jeweils eines der beiden Targets (Ma oder
Mm) detektiert wurde. Die Denaturierungskurven waren
reversibel, und es wurde keine Hysterese beobachtet. Zum
Ausgleich kleiner Pipettierfehler und der intrinsischen Tem-
peraturabh�ngigkeit der Fluoreszenz wurden normalisierte
Match/Mismatch-Selektivit�ten berechnet (siehe die Hinter-
grundinformationen). Abbildung 2A zeigt die h&chste nor-
malisierte Match/Mismatch-Selektivit�t, die f r den jeweili-
gen Komplex ermittelt wurde. Hierbei war zu erkennen, dass
die Selektivit�t mit ansteigender Triplex-Stabilit�t zunahm.
So wurden mit 11T, das  ber einen l�ngeren Stamm verf gt,
h&here Selektivit�ten erzielt als mit 8T. L�ngere sfOs f hrten
ebenfalls zu erh&hten Selektivit�ten. Im Fall von 11T wurde
bei einer sfO-L�nge von neun Adenin-Nukleobasen ein Pla-
teau erreicht, ab dem die Selektivit�t nicht weiter zunahm.
Die jeweils h&chsten Selektivit�ten von 11Tmit 9a (16.4), 10a
(13.4) und 11a (17.2) wurden bei Temperaturen zwischen
42 8C und 43 8C beobachtet. Zus�tzlich f hrten wir mit dem

selektivsten tMB (11T·11a) kinetische Experimente bei 43 8C
durch. Abbildung 2B zeigt den zeitlichen Verlauf der nor-
malisierten FAM-Fluoreszenz vor und nach der Zugabe von
zwei Kquivalenten Target-DNA. W�hrend im Falle des fehl-
paarenden Targets (Mm) nahezu kein Signalanstieg auftrat,
konnte mit dem perfekt komplement�ren Target (Ma) ein
deutlicher Anstieg beobachtet werden.

In weiteren Studien ermittelten wir die Abh�ngigkeit des
Fluoreszenzanstiegs, der bei Zugabe des perfekt komple-
ment�ren Targets erzielt wird, von der L�nge des sfO. Aus
den Daten der oben beschriebenen Denaturierungsexperi-
mente berechneten wir den Fluoreszenzanstieg bei 20 8C
(Abbildung 3A). Bei steigender R ckstellkraft, erzielt durch
Verl�ngerung des Triplexbereichs von 7a zu 11a, beobach-
teten wir eine geringere Tendenz zur Mffnung des tMB, wie
durch eine geringere Fluoreszenzintensivierung angezeigt
wurde. Ein Maximum des Fluoreszenzanstiegs wurde mit sfO
7a erreicht, was m&glicherweise darauf zur ckzuf hren ist,
dass das k rzere sfO 6a nicht mehr in der Lage ist, den tMB
quantitativ zu schließen. Die Triplex-„beacons“ mit dem

Tabelle 1: Schmelztemperaturen (in 8C) von Komplexen der unmarkier-
ten tfMBs mit perfekt komplement-rem Target (Ma), dem einzelbasen-
fehlgepaarten Target (Mm) sowie den unterschiedlichen sfOs.[a]

tfMB·Target tfMB·sfO
Ma Mm 6a 7a 8a 9a 10a 11a

8T-nl 47 36 38 44 49 – – –
11T-nl 48 37 44 48 53 57 59 60

[a] Bedingungen: 1 mm Oligonukleotide im Puffer: 10 mm Tris·HCl,
30 mm KCl, 2 mm MgCl2, pH 9.

Abbildung 2. A) Aus den Denaturierungsexperimenten berechnete ma-
ximale, normalisierte Selektivit-t (siehe die Hintergrundinformationen)
mit der die aus unterschiedlichen tfMBs und sfOs aufgebauten mTBs
Matched- von Mismatched-Ziel-DNA unterscheiden k>nnen. B) Kine-
tikexperiment mit Detektion bei lex=492 nm und lem=525 nm bei
43 8C. Zugabe von Ma oder Mm nach 2 min. Bedingungen: 0.2 mm
11T, 0.3 mm 11a, 0.4 mm Target (Ma oder Mm); Puffer: 10 mm
Tris·HCl, 30 mm KCl, 2 mm MgCl2, pH 9.

Abbildung 3. A) Aus den Denaturierungsexperimenten berechneter
Fluoreszenzanstieg (siehe die Hintergrundinformationen) bei Bindung
der tMBs an Ziel-DNA bei 20 8C. B) Kinetikexperiment mit Detektion
bei lex=492 nm und lem=525 nm bei 20 8C. Bedingungen: 0.2 mm
tfMB (8T oder 11T), 0.25 mm 7a, 0.6 mm Ma ; Puffer: 20 mm NaH2PO4,
100 mm KCl, 2 mm MgCl2, pH 9.0.
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l�ngeren Stammbereich (11T·sfO) lieferten gr&ßere Fluores-
zenzanstiege als die k rzeren „beacons“ in (8T·sfO). Dies ist
mit einer effizienteren Fluoreszenzl&schung in den 11T·sfO-
tMBs zu erkl�ren. Abbildung 3B zeigt Echtzeitmessungen
bei Zugabe von drei Kquivalenten Ma zu 8T·7a und 11T·7a.
Unter diesen Bedingungen erzielten wir einen sechs- bzw.
achtfachen Fluoreszenzanstieg. Bemerkenswerterweise
konnte selbst beim stabilsten tMB (11T·11a) ein Anstieg des
Fluoreszenzsignals beobachtet werden. Dies ist  berra-
schend, wenn man die hohe Stabilit�t des Triplex-Stammbe-
reichs (Tm= 60 8C, Tabelle 1) und die vergleichsweise geringe
Stabilit�t des 11T·Target-Komplexes (Tm= 48 8C) vergleicht.
Wir vermuten, dass die Hybridisierung des Targets zun�chst
die Hoogsteen-Wechselwirkungen aufbricht. Die Affinit�t
des langen sfO 11a zumWatson-Crick-Strang von 11T k&nnte
ausreichen, um sowohl Target Ma als auch sfO 11a im
Komplex mit 11T zu halten.[9] Im Unterschied dazu sollte das
k rzere sfO 7a eine gr&ßere Tendenz zur vollst�ndigen Dis-
soziation aufweisen.

Der modulare Aufbau der tMBs erm&glicht eine sehr
einfache Einf hrung zus�tzlicher Funktionalit�ten. Als Bei-
spiel konstruierten wir durch Anbindung zus�tzlicher Dabcyl-
Fluoreszenzl&scher an sfO 7a (7a* und 7a**, Abbildung 4A)

„superquenched“[6] tMBs. Das Ziel war es, die Fluoreszenz-
intensivierung bei Zugabe des Targets durch Absenkung der
Fluoreszenzintensit�t des geschlossenen tMBs zu erh&hen.
Tats�chlich f hrte die Verwendung der Dabcyl-sfOs 7a* und
7a** zu einem drastischen Anstieg der L&scheffizienz von
77.6% (8T·7a) auf 98.3% (8T·7a**) bzw. von 86.0%
(11T·7a) auf 96.9% (11T·7a**). Kinetische Messungen am
„Beacon“-System 8T mit den Dabcyl-markierten sfOs of-
fenbarten den deutlich erh&hten Fluoreszenzanstieg nach
Hybridisierung an Ma (7a : 6.2-fach, 7a*: 14.9-fach, 7a**:
20.8-fach).

Zusammenfassend l�sst sich folgern, dass Triplex-basierte
„molecular beacons“ in der Lage sind, die Anwesenheit eines
DNA-Targets in homogener L&sung durch Anstieg der
Fluoreszenz anzuzeigen. Die Zugabe des Targets erzeugt

einen bis zu achtfachen Fluoreszenzanstieg bei der Verwen-
dung unmarkierter sfOs und einen bis zu 21-fachen Anstieg
bei der Verwendung Dabcyl-markierter sfOs. Die Verwen-
dung verbesserter Fluorophor/Fluoreszenzl&scher-Paare
sollte zu noch gr&ßeren Signalanstiegen f hren.[10] Die er-
zielte Match/Mismatch-Selektivit�t des Fluoreszenzanstiegs
ist vergleichbar mit derjenigen konventioneller MBs. Das
zentrale Merkmal der tMBs ist die M&glichkeit, die Selekti-
vit�t und die Empfindlichkeit eines gegebenen doppelt mar-
kierten Oligonukleotids durch Auswahl des geeigneten tri-
plexbildenden Oligonukleotids justieren zu k&nnen. Diese
Eigenschaft sollte in Optimierungsstudien, beispielsweise in
der qPCR, von Vorteil sein. Demgegen ber bedarf die Op-
timierung herk&mmlicher Detektionssonden einer erneuten
Synthese.[11] Der modulare Aufbau aus zwei Oligonukleoti-
den (tfMB und sfO) erm&glicht dar ber hinaus den sehr
einfachen Einbau weiterer Funktionalit�ten, z.B. weiterer
Fluorophore oder Immobilisierungsanker, ohne die Kom-
plexit�t (und die Kosten) der „Beacon“-Synthese zu erh&hen.
Wir zeigten als Beispiel die Anbindung zus�tzlicher Fluo-
reszenzl&scher, was zu einem Anstieg der Fluoreszenzinten-
sivierung f hrte. Die Konjugation mit chemisch oder biolo-
gisch aktiven Einheiten, die bei Freisetzung des sfO ein Signal
ausl&sen, k&nnte die Vielseitigkeit der tMBs als eine neuar-
tige Klasse leicht modulierbarer DNA-Detektionssonden
weiter erh&hen.
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