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Die Funktionalisierung von DNA mit z.B. Fluoreszenzfarb-
stoffen oder Biotin ist von außerordentlicher Bedeutung f�r
die molekulare Diagnostik auf DNA-Basis[1] und die Nano-
technologie.[2,3] Die Nachfrage nach solchen modifizierten
Oligonucleotiden ist groß, allerdings sind die Funktionalisie-
rungsprozesse pr&parativ anspruchsvoll, und die modifizier-
ten Oligonucleotide werden meist in geringer Ausbeute er-
halten. Momentan werden entsprechende Marker �ber die
jeweiligen Phosphoramidite[4] bei der Festphasensynthese der
Oligonucleotide eingebaut, wodurch sich die Ausbeute bei
den Kupplungsschritten h&ufig erheblich verringert. Zus&tz-
lich ist die Methode auf solche Marker beschr&nkt, die den
rauen Bedingungen der DNA-Synthese und -Entsch�tzung
widerstehen. Alternativ werden die Marker im Anschluss an
die Oligonucleotidsynthese eingef�hrt,[5] z.B. durch Reaktion
des jeweiligen aktivierten Esters mit Aminoalkyl-modifizier-
ten Oligonucleotiden.[6] Nachteil dieser Methode sind die
geringen Kupplungsausbeuten, die die Aufreinigung der
funktionalisierten Oligonucleotide sehr erschweren.

Aufgrund der steigenden Nachfrage nach funktionali-
sierten Oligonucleotiden werden neue Methoden f�r den ef-
fizienten Einbau mehrerer verschiedener Marker ben4tigt.
Seela, Sirivolu[7] und wir[2,8] haben unl&ngst herausgefunden,
dass die Kupfer(I)-katalysierte Version der Azid-Alkin-Re-
aktion zu Triazolen, die von Meldal et al.[9] sowie Sharpless
et al.[10] entwickelt wurde, die hocheffiziente Funktionalisie-
rung Alkin-modifizierter DNA-Nucleobasen erm4glicht.
Entscheidend ist das Vorhandensein einer ausreichenden
Menge eines Liganden,[11] der Kupfer(I) komplexiert, um die
Kupfer-katalysierte Spaltung von DNA in w&ssrigem Medium
zu verhindern.[12] Wir berichten hier, dass diese Methode auf
die Modifizierung von Oligonucleotiden mit bis zu drei (und
m4glicherweise mehr) verschiedenen Markern erweitert
werden kann. Diese Funktionalisierungen k4nnen entweder
direkt an der festen Phase[13] oder nach der Entsch�tzung des
Oligonucleotids in L4sung durchgef�hrt werden. Die zweite

Methode erm4glicht den Einbau hochempfindlicher Marker
mit beispielloser Effizienz.

Das erste Ziel war es, eine Methode zu finden, die den
Einbau von zwei verschiedenen Markern[14] w&hrend der
Festphasensynthese der Oligonucleotide erm4glicht. Zu
diesem Zweck wollten wir ein freies Alkin f�r die erste
Klickreaktion sowie ein zweites, TMS-gesch�tztes Alkin f�r
die zweite Klickreaktion nach Entsch�tzung mit einer
schwachen S&ure an der festen Phase einf�hren (Schema 1).

Um die Machbarkeit einer Klickreaktion an der festen Phase
zu pr�fen, synthetisierten wir einen Teststrang, der eine von
Alkin 1 abgeleitete Base enthielt, und f�hrten eine Klickre-
aktion direkt an der festen Phase mit anschließender Ent-
sch�tzung der DNA durch. Der Vergleich des HPLC-Chro-
matogramms des funktionalisierten DNA-Strangs mit dem
des entsprechenden nichtfunktionalisierten Strangs ergab
einen fast quantitativen Umsatz, was belegt, dass die Klick-
reaktion hocheffizient direkt an der festen Phase (Glas mit
kontrollierter Porengr4ße, CPG) abl&uft, die zur DNA-Syn-
these verwendet wird (Daten nicht gezeigt).

Um zwei Marker einzuf�hren, haben wir die Thymidin-
und Cytidin-Bausteine 1 bzw. 2a mit der Phosphoramidit-
Methode in die Oligodesoxyribonucleotide ODN-1 bzw.
ODN-2 eingebaut (Tabelle 1). Die Ausbeuten der Kupplun-
gen beider Phosphoramidite waren exzellent. Nach vollst&n-
digem Aufbau der Oligonucleotide an der festen Phase wurde
diese getrocknet und die erste Klickreaktion durch Sch�tteln
mit einer L4sung aus CuBr, dem Liganden Tris(benzyl-
triazolylmethyl)amin (TBTA),[11] Natriumascorbat und Ben-
zylazid (3 ; Schema 2) durchgef�hrt. Im Anschluss wurde die
feste Phase gewaschen und mit einprozentiger Essigs&ure
gesp�lt, um die TMS-Schutzgruppe am zweiten Alkinrest
abzuspalten. Nachfolgend wurde die zweite Klickreaktion
analog zur ersten mit dem Azid 8 durchgef�hrt. Schließlich

Schema 1. Phosphoramidite 1 und 2. DMT=4,4’-Dimethoxytriphenyl-
methyl, TMS=Trimethylsilyl, TIPS=Triisopropylsilyl, Bz= Benzoyl.
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wurde die DNA von der festen Phase abgespalten, und alle
Schutzgruppen wurden entfernt, indem das Festphasenma-
terial mit Ammoniak in H2O/EtOH (3:1) versetzt wurde. Das
erhaltene MALDI-TOF-Spektrum des Rohprodukts stimmte
v4llig mit der erwarteten Masse des doppelt modifizierten
Oligonucleotids �berein (Tabelle 2, Nr. 1 und
Hintergrundinformationen), was best&tigt, dass zwei stabile
funktionelle Gruppen in DNA an der festen Phase direkt
eingef�hrt werden k4nnen.

Um die Funktionalisierung von Oligonucleotiden mit
Markern zu erm4glichen, die zu instabil f�r die rauen Be-

dingungen bei der Abspaltung sind, wurde die zweite Klick-
reaktion in L4sung nach der Entsch�tzung des Oligonu-
cleotids durchgef�hrt. Die Umsetzung des einfach modifi-
zierten ODN-2 (Tabelle 1) mit konz. NH3 in Wasser/Ethanol
f�hrte zur Abspaltung von der festen Phase. Unter diesen
Bedingungen wurden die Schutzgruppen der Basen sowie die
TMS-Gruppe, die den zweiten Alkinrest sch�tzt, entfernt.
Die erhaltene, einfach modifizierte DNA mit einem freien
Alkinrest wurde in einer zweiten Klickreaktion in L4sung
umgesetzt (CuBr, TBTA, 4), wodurch man die doppelt mo-
difizierte DNA in ausgezeichneter Ausbeute und Reinheit
erhielt (Tabelle 2, Nr. 2).

Bislang unerreicht war das Ziel, DNA mit zwei emp-
findlichen Markern herzustellen. Dies gelingt nun bequem
mit den Bausteinen 1 und 2b, die mithilfe der Phosphorami-
dit-Methode in ODN-3 eingef�hrt werden (Tabelle 1). Nach
Entsch�tzung und Abspaltung des Oligonucleotids von der
festen Phase wurde die erste Klickreaktion durchgef�hrt
(unter den oben beschriebenen Bedingungen), wodurch das
einfach modifizierte Oligonucleotid in erwartet hoher Aus-
beute von durchschnittlich > 90% unter kompletter Erhal-
tung der TIPS-Schutzgruppe entstand. F�r die zweite Klick-
reaktion spalteten wir die TIPS-Schutzgruppe mit einer
L4sung von Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) in Aceto-
nitril/DMF (4:1 v/v) ab, ohne die DNA zu besch&digen. Die
zweite Klickreaktion in L4sung ergab doppelt modifizierte
Oligonucleotide in Ausbeuten von 60–90% �ber drei Stufen.
Wir f�hrten den Doppelklick mit einer ganzen Serie ver-
schiedener Marker durch und erhielten immer ausgezeich-
nete Ausbeuten (Tabelle 2, Nr. 3–15). Erw&hnenswert ist,
dass in allen F&llen eine einfache Ethanolf&llung nach jedem
Reaktionsschritt zur Reinigung ausreichte. Abbildung 1 zeigt
ein typisches HPLC-Chromatogramm und ein MALDI-TOF-
Spektrum des Rohprodukts, die nach einer doppelten Modi-
fizierung von ODN-3 erhalten wurden. F�r sehr empfindliche

Tabelle 1: In dieser Studie verwendete ODNs.[a]

ODN Sequenz

ODN-1 5’-GCGCXGTTCATTYGCG-3’
ODN-2 5’-CGCYACACGAAXCCG-3’
ODN-3 5’-GCGCZGTTCATTXGCG-3’
ODN-4 5’-GCGCYGTTXATTZCGC-3’

[a] X =DNA-Nucleotid basierend auf 1, Y =DNA-Nucleotid basierend
auf 2a, Z =DNA-Nucleotid basierend auf 2b.

Schema 2. Verwendete Azidbausteine.

Tabelle 2: Modifizierung der ODNs 1–4 nach der Oligonucleotidsyn-
these.[d]

Nr. DNA Marker 1 Marker 2 Marker 3 Ausb.[a]

1 ODN-1 3* 8* – [b]
2 ODN-2 3* 4 – 75[c]

3 ODN-3 5 4 – 67
4 ODN-3 4 6 – 59
5 ODN-3 4 7 – 59
6 ODN-3 3 5 – 70
7 ODN-3 3 4 – 85
8 ODN-3 3 7 – 67
9 ODN-3 3 9 – 66

10 ODN-3 8 4 – 83
11 ODN-3 9 3 – 92
12 ODN-3 9 5 – 62
13 ODN-3 9 4 – 90
14 ODN-3 10 5 – 74
15 ODN-3 8 11 – 58
16 ODN-4 3* 8 7 45[c]

17 ODN-4 3* 7 5 52[c]

[a] Bestimmt durch Integration des Chromatogramms des Rohprodukts
bei 260 nm nach der letzten Klickreaktion. [b] Nicht bestimmt. [c] HPLC-
Reinigung nach der Klickreaktion an der festen Phase. [d] *: Klickreaktion
an der festen Phase.
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Anwendungen empfiehlt sich eine abschließende Reinigung
durch HPLC. In seltenen F&llen, beispielsweise beim Cy3-
Azid 12, wurde der Linker zu einem kleinen Teil abgespalten,
was die Entwicklung eines stabileren Linkers n4tig macht.

Durch Klickreaktion mit anschließender Ethanolf&llung
war es auch m4glich, Oligonucleotide mit drei verschiedenen
Markern zu versehen. Dazu f�hrten wir die Bausteine 1, 2a
und 2b in Oligonucleotide wie ODN-4 ein (Tabelle 1). Die
erste Klickreaktion wurde direkt an der festen Phase durch-
gef�hrt. Das einfach modifizierte Oligonucleotid wurde
danach von der festen Phase, unter gleichzeitiger Abspaltung
der TMS-Gruppe, abgespalten und durch HPLC gereinigt.
Die zweite Klickreaktion wurde in L4sung mit der erwartet
hohen Ausbeute durchgef�hrt. Ethanolf&llung des doppelt
modifizierten Oligonucleotids, Abspaltung der TIPS-Gruppe
mit TBAF und eine anschließende dritte Klickreaktion in
L4sung f�hrten nach einer letzten Ethanolf&llung zum ge-
w�nschten, dreifach modifizierten Oligonucleotid mit Aus-
beuten um die 50% (Tabelle 2, Nr. 16 und 17).

Zwar ist das Modifizieren von Oligonucleotiden direkt an
bestimmten Basen sehr w�nschenswert (hier dC und dT), oft
wird jedoch eine Einf�hrung von Markern außerhalb der
Nucleobasen, z.B. an der Phosphatgruppe oder an der
Zuckereinheit, gew�nscht. Zu diesem Zweck haben wir die
nicht-nucleosidischen DNA-Modifikatoren 13 und 14 mit
Alkinsubstituenten hergestellt (Schema 3). Klickreaktionen
mit diesen Bausteinen in DNA verliefen genauso effizient.[15]

Wir haben hier �ber ein hocheffizientes, modulares und
robustes Protokoll f�r die mehrfache Modifizierung von
DNA berichtet. Die Effizienz der Methode hat drei Gr�nde:
1. Die TMS-Schutzgruppe wird quantitativ mit Ammoniak
w&hrend der DNA-Entsch�tzung entfernt. 2. Der TIPS-ge-
sch�tzte Alkinrest bleibt w&hrend dieser Umsetzung mit
Ammoniak quantitativ erhalten. 3. Die Abspaltung des TIPS-

gesch�tzten Alkinrests verl&uft effizient und mild. Wir glau-
ben, dass das hier vorgestellte Verfahren die Art und Weise
der Herstellung modifizierter Oligonucleotide ver&ndern
kann.
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Abbildung 1. HPLC-Spektrum (260 nm) des Rohprodukts ODN-3, mo-
difiziert mit 8 und 4 (Tabelle 2, Nr. 10), und MALDI-TOF-Spektrum
(Einschub).

Schema 3. Nicht-nucleosidische DNA-Modifikatoren 13 und 14.
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