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Perylenbisimid-Dimere als fluoreszenter „Klebstoff“ f�r DNA und
zum Nachweis von Basenfehlpaarungen**
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Perylen-3,4:9,10-tetracarbons�urebisimid (PB) und dessen
Derivate werden aufgrund ihrer hervorragenden photoche-
mischen Stabilit�t und der hohen Quantenausbeuten gerne
als Fluoreszenzfarbstoffe in organischen Materialien einge-
setzt.[1,2] Die starken hydrophoben Wechselwirkungen zwi-
schen den einzelnen PB-Chromophoren machen diesen
Farbstoff zu einem wichtigen Baustein f0r funktionelle su-
pramolekulare Architekturen.[1,3] Betrachtet man die Kom-
bination dieser Eigenschaften, erscheint es interessant, PB in
der dimeren Form auch als Sonde f0r die fluoreszente DNA-
und RNA-Analytik einzusetzen. Die nicht-kovalente Bin-
dung an DNA wurde mit PB-Derivaten untersucht, die mit
Spermin[4] oder anderen Aminen modifiziert wurden.[5] Dar-
0ber hinaus erschien in den letzten Jahren eine zunehmende
Zahl von Publikationen, die die kovalente Modifikation von
Oligonucleotiden mit PB beschreiben.[6–12] K0rzlich stellten
wir eine einfache Syntheseroute f0r den Einbau von PB als
artifizielle DNA-Base vor, um die Stapelungseigenschaften
dieses Farbstoffes an spezifischen Stellen in Doppelstrang-
DNA untersuchen zu k<nnen.[13] Hier pr�sentieren wir nun
die Evaluierung der optischen Funktionalisierung mit PB-
Dimeren anhand dreier exemplarischer Doppelstr�nge
(DNA1, DNA3 und DNA4a). F0r die synthetische Modifi-
zierung der entsprechenden Oligonucleotide mit dem PB-
Chromophor (Schema 1) wurde der 2-Desoxyribofuranosid-
teil durch ein acyclisches Linkersystem ersetzt, das 0ber eines
der beiden Imid-Stickstoffatome des PB-Farbstoffes ange-
kn0pft wurde.[13] Dieser Linker erm<glicht es dem Chromo-
phor, in den Basenstapel zu interkalieren, und er weist die f0r
die automatisierte Phosphoramiditchemie erforderliche hohe
chemische Stabilit�t auf.[13,14]

DNA1 enth�lt ein Interstrang-PB-Dimer, wohingegen
DNA3 je ein PB-Monomer außerhalb des Doppelstrangs an
beiden 5’-Enden tr�gt. Beide Doppelstr�nge weisen palin-
dromische Sequenzen auf. Die Fluoreszenzspektren beider
Doppelstr�nge DNA1 und DNA3 (Anregung bei 505 nm)
werden von einer breiten Bande bei 660 nm ohne Feinstruk-
tur dominiert (Abbildung 1). Diese excimerartige Emission
des PB-Dimers wurde auch in Nanoaggregaten von Perylen-
bismiden beobachtet.[3,8, 15] Die UV/Vis-Spektren von DNA1 und DNA3 (Abbildung 2) zeigen bei niedriger Temperatur

zwei Hauptbanden, die im Vergleich zu den vibronischen
Iberg�ngen (0!1 und 0!0) des PB-Monomers hypsochrom
(506 nm) bzw. bathochrom (545 nm) verschoben sind.[16]

Dieses Resultat belegt die starken excitonischen p-p-Wech-
selwirkungen zwischen den beiden PB-Chromophoren im
Inneren des Doppelstrangs (DNA1) bzw. außen am Doppel-
strang (DNA3).[15]

Sowohl die excimerartige Fluoreszenzbande als auch die
verschobenen Absorptionsbanden von DNA1 verschwinden
bei h<heren Temperaturen. Besonders bemerkenswert ist

Schema 1. PB-modifizierte Doppelstr�nge DNA1–DNA3, DNA4a–
DNA4e.

Abbildung 1. Temperaturabh�ngige Fluoreszenzspektren von DNA1
(oben) und DNA3 (unten), 1.25 mm DNA-Doppelstrang, 10 mm Na-Pi-
Puffer, 250 mm NaCl, pH 7, Anregung bei 505 nm.
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dabei die Beobachtung, dass diese Ver�nderung kooperativ
bei einer Temperatur beobachtet wird, die der kooperativen
thermischen Dehybridisierung des ganzen DNA-Doppel-
strangs entspricht, die typischerweise bei 260 nm gemessen
wird (Tm = 78.6 8C). Offensichtlich ist nur der intakte helikale
Doppelstrang als strukturelle Grundlage f0r die Bildung der
PB-Dimere geeignet. Im Vergleich zur unmodifizierten
DNA2 (Tm = 76.2 8C) ist der Doppelstrang DNA1 durch die
hydrophoben Interstrang-Wechselwirkungen zwischen den
zwei PB-Chromophoren um 2.4 8C stabilisiert. Das ist ein
bemerkenswertes Resultat, weil der Glycol-Linker als Ersatz
des 2-Desoxyribofuranosids in einer einzelnen Modifikation
die Doppelstrangstabilit�t typischerweise deutlich destabili-
siert.[14,17,18] Deswegen kann das PB-Dimer in DNA als hy-
drophob und diagonal wechselwirkendes Basenpaar angese-
hen werden, �hnlich denen von Leumann et al.[20] und H�ner
et al.[19] Im Unterschied zu diesen publizierten Beispielen
weist das PB-Basenpaar ein charakteristisches Absorptions-
und Fluoreszenzsignal auf, das die Baseninteraktion anzeigt.

Im Fall von DNA3 kann die excimerartige Fluoreszenz
nur dadurch erkl�rt werden, dass die Doppelstr�nge 0ber die
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den 5’-terminalen
PB-Kappen, die wie ein fluoreszenter Klebstoff wirken, ag-
gregieren. Anders als bei der DNA1 verschwindet die Exci-
merbande von DNA3 mit zunehmender Temperatur gleich-
m�ßig und nicht kooperativ. Das weist darauf hin, dass die
thermisch induzierte Unterbrechung der PB-Interaktion als
separater Prozess verl�uft und nicht an die thermische De-
hybridisierung der DNA-Doppelstrang-Architektur bei Tm =

50.7 8C gekoppelt ist.
Die Doppelstr�nge DNA4a–DNA4e (Schema 1) wurden

entworfen, um die Anwendbarkeit der PB-Excimerfluores-
zenz f0r den Nachweis von Fehlpaarungen oder Deletion
einzelner Basen zu erproben. Die Doppelstr�nge enthalten
ein Intrastrang-PB-Paar, das durch ein dazwischenliegendes
Basenpaar separiert ist. Es ist sehr erstaunlich, dass nur in
Gegenwart der korrekten Gegenbase (T in DNA4a) die
beiden Chromophore so separiert werden, dass die excimer-
artige Fluoreszenz nicht mehr auftreten kann (Abbildung 3).
In diesem Fall wird ausschließlich die Fluoreszenz des PB-

Monomers bei 558 nm beobachtet. In der Gegenwart von
Oligonucleotiden mit den falschen Gegenbasen (A, G, C)
bleibt die excimerartige Fluroeszenz erhalten, und keine
(DNA4c, DNA4d) bzw. sehr geringe (DNA4b) PB-Mono-
mer-Fluoreszenz wird beobachtet. Ein �hnliches Ergebnis
wird auch mit DNA4e gemessen. Der komplement�re Strang
in diesem Doppelstrang enth�lt eine Base weniger und re-
pr�sentiert daher die Basendeletionsmutante. Mithilfe des
Verh�ltnisses der Fluoreszenzintensit�ten bei 558 nm und
660 nm kann der richtige Gegenstrang bei Konzentrationen
unterhalb des mm-Bereiches klar nachgewiesen warden.
Damit ist die Empfindlichkeit vergleichbar mit der anderer
Fluoreszenzmethoden.[21] Im Unterschied zu den zuvor pu-
blizierten Experimenten von Asanuma et al.[22] verwendeten
wir den PB-Chromophor als kleinsten Vertreter der ausge-
sprochen photostabilen Rylenfarbstoffe.[23] Die starke Wech-
selwirkung der beiden PB-Farbstoffe als Klammer um ein
fragliches Basenpaar erm<glicht es nicht nur, den richtigen
Gegenstrang von den falschen Gegenstr�ngen zu unter-
scheiden, sondern auch zu quantifizieren, wieviel des richti-
gen Gegenstranges in einer Mischung vorhanden ist (Abbil-
dung 4). Die PB-Monomer- (558/603 nm) und die PB-Exci-
mer-Fluoreszenz (660 nm) sind um 100 nm deutlich vonein-
ander separiert. Die Verh�ltnisse der Fluoreszenzintensit�ten
bei 558/603 nm und 603/660 nm dienen als Kalibrierung f0r
die Bestimmung des Anteils des richtigen Gegenstrangs in
einer Mischung von Gegenstr�ngen, die sich nur in einer
einzelnen Base unterscheiden (Abbildung 4, Einschub).

Zusammenfassend l�sst sich feststellen, dass PB-Dimere
als k0nstlicher DNA-Basenersatz im Inneren des DNA-
Doppelstangs oder außen an der DNA eine starke und cha-
rakteristische, excimerartige Fluoreszenz aufweisen. Die In-
terstrang-PB-Dimere k<nnen dabei als hydrophob wechsel-
wirkende, diagonale Basenpaare angesehen werden, die ein
Fluoreszenzsignal hervorrufen. Die Intrastrang-PB-Dimere,
die als Klammer um eine fragliche Stelle f0r Basenfehlpaa-
rungen oder Basendeletionen einf0hrt werden, erm<glichen
den Nachweis und die Quantifizierung des richtigen Gegen-
strangs. Die Anregungswellenl�nge des PB-Dimers (505 nm)
liegt innerhalb des typischen Anregungsbereichs der bioana-

Abbildung 2. Temperaturabh�ngige UV/Vis-Absorptionspektren von
DNA1 (oben) und DNA3 (unten), 1.25 mm DNA-Doppelstrang, 10 mm

Na-Pi-Puffer, 250 mm NaCl, pH 7.

Abbildung 3. Fluoreszenzspektren von DNA4a–DNAe4, 2.5 mm DNA-
Doppelstrang in 10 mm Na-Pi-Puffer, 250 mm NaCl, pH 7, 0 8C, Anre-
gung bei 505 nm. Einschub: Verh�ltnis der Fluoreszenzintensit�ten bei
558 nm und 660 nm mit 2.5 mm DNA-Doppelstrang (schwarz) und
250 nm DNA-Doppelstrang (grau).

Angewandte
Chemie

2653Angew. Chem. 2008, 120, 2652 –2654 � 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


lytischen Fluoreszenzleseger�te. Dar0ber hinaus sind PB-
Dimer-basierte Assays wegen der hohen Photostabilit�t von
PB als kleinster Vertreter der Rylen-Farbstoffe[23] gegen0ber
Assays, die andere organische Chromophore wie Pyren, Pe-
rylen oder Cyaninfarbstoffe verwenden, deutlich 0berlegen.

Experimentelles
Die PB-modifizierten Oligonucleotide wurden entsprechend einer
publizierten Methode hergestellt und gereinigt.[12] Der einzige Un-
terschied besteht in der Reinigung des PB-DNA-Bausteins durch
S�ulenchromatographie (SiO2, CH2Cl2/Aceton 10:1), die vor der
Oligonucleotidsynthese erfolgte. Der synthetische PB-DNA-Bau-
stein kuppelt mit vergleichbarer Effizienz wie die kommerziell er-
h�ltlichen Phosphoramidite von A, C, G und T. MS (ESI): einzel-
str�ngige (ss-)DNA1: ber. 5821.5, gef. m/z : 1468 [M4�], 1945 [M3�]. ss-
DNA2 : ber. 5496.0, gef. m/z : 1376 [M4�], 1834 [M3�]. ss-DNA3 : ber.
6134.6, gef. m/z : 1543 [M4�], 2047 [M3�]. ss-DNA4 : ber. 5836.1, gef.
m/z : 1461 [M4�], 1947 [M3�]. Die PB-modifizierten Oligonucleotide
wurden 0ber die Absorbanz in DMSO mit einem Varian-Cary-100-
Spektrometer und e528 = 62500 Lmol�1 cm�1 f0r ss-DNA1 und ss-
DNA3 sowie e500 = 79600 Lmol�1 cm�1 f0r ss-DNA4 quantifiziert.
Die Doppelstr�nge wurden durch Erhitzen auf 90 8C (10 min) und
anschließendes langsames Abk0hlen gebildet. Die spektroskopischen
Messungen wurden in Quarzglask0vetten (10 mm) durchgef0hrt. Die
UV/Vis-Absorptionsspektren und die Schmelztemperaturen (2.5 mm

DNA, 10–908C, 0.7 8Cmin�1, in Schritten von 0.5 8C) wurden auf
einem Varian-Cary-100-Spektrometer, das mit einer 6 L 6-Wechsel-
einheit ausgestattet ist, aufgenommen. DNA1: Tm = 78.6 8C; DNA2 :
Tm = 76.2 8C; DNA3 : Tm = 50.7 8C; DNA4a : Tm = 56.5 8C; DNA4b :
Tm = 54.8 8C; DNA4c : Tm = 54.1 8C; DNA4d : Tm = 55.8 8C; DNA4e :
Tm = 57.9 8C. Die Fluoreszenzmessungen wurden mit einem Jobin-
Yvon-Fluoromax-3-Fluorimeter durchgef0hrt. Die Spektren wurden
in Schritten von 1 nm mit einer Integrationszeit von 0.2 s gemessen.
Alle Spektren wurden mit einem Emissionsbandpass von 2 nm auf-
genommen und wurden um die Raman-Emission der Pufferl<sung
korrigiert.
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Abbildung 4. Fluoreszenzspektren der einzelstr�ngigen DNA4, hybridi-
siert mit zunehmendem Gehalt (0!100%) an richtig paarendem Ge-
genstrang und abnehmendem Gehalt (100!0%) einer �quimolaren
Mischung falsch paarender Gegenstr�nge in 10 mm Na-Pi-Puffer,
250 mm NaCl, pH 7, 0 8C, Anregung bei 505 nm. Einschub: Verh�ltnis
der Fluoreszenzintensit�ten bei 558 nm und 603 nm (&) sowie bei
603 nm und 660 nm (*).
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