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Fluoreszierende Nucleins�uresonden zeigen komplement�re
Sequenzinformationen sowie Einzelbasenvariationen oft
durch verst�rkte Fluoreszenz oder Fluoreszenzl�schung
an.[1–5] Solche Unterschiede der Fluoreszenzintensit�t k�nnen
jedoch auch von Nebeneffekten verursacht werden und da-
durch Artefakte in der Fluoreszenzanalyse ergeben. Uner-
w�nschte Fluoreszenzl�schung ist ein großes Problem insbe-
sondere in der Zellbiologie. Deswegen sind zweifache
Sonden, die ihr Emissionsmaximum (= Farbe) ver�ndern
k�nnen, prinzipiell besser geeignet f�r die Nucleins�ure-
Bildgebung; ein Beispiel sind Molecular Beacons mit wech-
selnder Emissionswellenl�nge.[6] DNA-Sonden mit Intra-
strang- und Interstrang-Dimeren haupts�chlich des Pyrens
zeigen eine starke excimertypische Fluoreszenz[7–11] und
k�nnen auch in Molecular Beacons angewendet werden.[12–14]

Die Anregung des Pyrens erfordert jedoch hochenergetisches
UV-Licht, was Anwendungen in der Bildgebung deutlich
einschr�nkt. Deswegen w�ren Excimere mit Anregungswel-
lenl�ngen > 450 nm in DNA sehr w�nschenswert. Wir be-
richteten k�rzlich, dass Excimere des Perylenbisimids in
DNA die Fluoreszenz um ca. 100 nm verschieben, womit
Einzelbasenvariationen nachgewiesen und quantifiziert
werden k�nnen.[15] Perylenbisimid ist jedoch in der Lage,
Guanin zu oxidieren, weswegen in der N�he von Guaninen
niedrige Quantenausbeuten beobachtet werden.[16,17] Thia-
zolorange (TO) stellt eine vielversprechende Alternative dar,
da es kein ausreichendes Potenzial f�r die photoinduzierte
Oxidation von DNA aufweist. Bisher wurde TO kovalent mit
den Phosphodiesterbr�cken[19] sowie mit dem 5’-Ende[20] von
Oligonucleotiden verkn�pft. Dar�ber hinaus wurde TO an
DNA-bindende Peptide angekn�pft[21,22] und als Basensur-
rogat in Peptidnucleins�ure (PNA) eingebaut, um Einzelba-
senvariationen nachzuweisen.[3, 23]

K�rzlich haben wir die optischen Eigenschaften von TO
als artifizieller DNA-Base und deren Modulation durch
Elektronentransfer �ber kurze Reichweite beschrieben.[24]

Mit diesem TO-Basensurrogat konnten wir jedoch bei einer
Anordnung als Interstrang-Dimer keine excimerartige Fluo-

reszenz nachweisen. Deswegen berichten wir hier �ber einen
alternativen Ansatz, TO als DNA-Basensurrogat zu verwen-
den, das dann die gew�nschten Eigenschaften aufweist. Wie
zuvor diente (S)-1-Aminopropan-2,3-diol als acyclischer
Linker zwischen den Phosphodiesterbr�cken. �hnliche Pro-
pandiol-Linker wurden auch von anderen Arbeitsgruppen
verwendet, um GNA (Glycolnucleins�uren),[25] TINA (ge-
wundene (twisted) interkalierende Nucleins�uren),[26] und
alkinmodifizierte Oligonucleotide f�r die Klick-artige post-
synthetische Modifikation[27] herzustellen, sowie durch unsere
Arbeitsgruppe f�r den Einbau fluoreszierender DNA-Ba-
sensubstitutionen.[15, 28] Der Linker wurde an das Thiazol des
TO-Farbstoffs angekn�pft (Schema 1). Wir synthetisierten
daraus das entsprechende Phosphoramidit als DNA-Bau-
stein, mit dem die Herstellung der TO-modifizierten Oligo-
nucleotide f�r DNA1–DNA5 durch automatisierte Synthese
mit verl�ngerten Kupplungszeiten gelang.

DNA1 enth�lt eine einzelne TO-Modifikation und dient
als Referenz f�r DNA2–DNA4, um deren dimere TO-Ba-
sensubstitutionen zu studieren. Die TO-modifizierte DNA5
enth�lt eine Haarnadel �hnlich der in einem Molecular
Beacon, die zusammen mit dem unmodifizierten Gegenstrang
DNA6 in einem ersten Experiment der Fluoreszenzanalytik

Schema 1. Sequenzen der TO-modifierten Doppelstr�nge DNA1–
DNA5 und der unmodifizierten DNA6.
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verwendet wurde. Die komplement�re Basensequenz zwingt
die beiden TO-Chromophore miteinander wechselzuwirken,
entweder benachbart im gleichen Strang (DNA2 und DNA3)
oder zwischen den Str�ngen (DNA4 und DNA5). Deswegen
zeigen die UV/Vis-Spektren von DNA2–DNA5 (Abbil-
dung 1) bei 20 8C bemerkenswerte Unterschiede im Vergleich

zu DNA1. Die Absorption eines einzelnen TO-Chromophors
in DNA1 zeigt Banden bei 486 nm und 507 nm, die den vi-
bronischen 0!1- und 0!0-�berg�ngen dieses Farbstoffs
zugeordnet werden k�nnen. Die Dehybridisierung dieses
Doppelstrangs bei h�heren Temperaturen vermindert die
Absorbanz bei 507 nm nur wenig (Hintergrundinformatio-
nen, Abbildung S1). Im Vergleich dazu sind die beiden
Hauptabsorptionsbanden der TO-Dimere in DNA2–DNA5
nicht wesentlich verschoben, zeigen aber deutlich ver�nderte
Intensit�ten. Ein �hnliches Verhalten wurde in Aggregaten
von Cyanin-Farbstoffen[29] und mit dimeren Cyanin-Konju-
gaten (z. B. TOTO, TO-Dimer-Konjugat), die nicht-kovalent
an DNA binden,[30–32] beobachtet. Die Absorptionsspektren
von DNA2–DNA5 zeigen demnach starke excitonische
Wechselwirkungen der beiden TO-Chromophore, die sowohl
in Intrastrang-Dimeren (DNA2/DNA3) als auch in Inter-
strang-Dimeren (DNA4/DNA5) auftreten. Es ist jedoch
wichtig hervorzuheben, dass die Farbstoff-Interaktionen sich
doch ein wenig unterscheiden, was aus den geringf�gigen
Verschiebungen der Absorptionsmaxima (478 nm bei DNA2/
DNA3 und 486 nm bei DNA4/DNA5) ersichtlich wird. Die
Wechselwirkung zweier benachbarter TO-Chromophore
existiert auch in den Einzelstr�ngen von DNA2 und DNA3.
Demgegen�ber kann die Dehybridisierung der Interstrang-
Dimere in DNA4 und DNA5 bei 507 nm beobachtet werden,
und zwar bei einer �hnlichen Temperatur wie die kooperative
Dehybridisierung des gesamten Doppelstrangs (Tabelle 1 und
Abbildung S3 in den Hintergrundinformationen). Die Ab-
sorptionsbanden ver�ndern sich dann derart, wie es f�r ein-
zelne TO-Farbstoffe in einem Oligonucleotid charakteristisch
ist. Dieses Ergebnis st�tzt die Vorstellung, dass die Wechsel-
wirkungen der TO-Chromophore von der Doppelstrang-
struktur als strukturellem Rahmen abh�ngen.

Wenn die einzelstr�ngige DNA1 bei 490 nm angeregt
wird, zeigt das Fluoreszenzspektrum die TO-typische gr�ne
Emission mit einem Maximum bei 530 nm (Abbildung 2).
Demgegen�ber werden die Spektren von DNA4 und DNA5,

die beide ein TO-Interstrang-Dimer enthalten, von einer
orangefarbenen Emission dominiert, deren breite Bande bei
580 nm nicht die TO-typische Feinstruktur aufweist. Außer-
dem ist die Lebenszeit der Fluoreszenz von DNA4 (t =

2.83 ns) gegen�ber der von DNA1 (t = 1.55 ns) deutlich ver-
l�ngert.[33] Aufgrund dieser Beobachtungen ordnen wir die
Fluoreszenz von DNA4 und DNA5 einer excimerartigen
Emission der Interstrang-Dimere von TO zu. Gleichzeitig mit
der kooperativen thermischen Dehybrisierung des Doppel-
strangs (Tabelle 1) verschwindet auch die excimerartige
Fluoreszenz von DNA4 und DNA5 und wird durch die Mo-
nomerbande ersetzt (Abbildung 2). Interessanterweise zeigt
DNA5 bei Temperaturen im Bereich des Tm-Wertes aufgrund
der Koexistenz der monomeren und dimeren Form von TO
eine duale (gelbe) Emission. Offensichtlich ist der intakte
helikale Doppelstrang als struktureller Rahmen f�r die exci-
merartige Fluoreszenz von TO in DNA notwendig. Unseres
Wissens wurde �ber die excimerartige Fluoreszenz des TO-

Abbildung 1. UV/Vis-Absorptionsspektren der einzel- und doppelstr�n-
gigen DNA1–DNA3/DNA5 (links) und DNA4 (temperaturabh�ngig,
rechts), 2.5 mm in 10 mm Na-Pi-Puffer, 250 mm NaCl, pH 7; ss = Ein-
zelstrang.

Tabelle 1: Schmelztemperaturen (Tm), Quantenausbeuten (FF) und
Helligkeit (B) von DNA1–DNA6.

Doppel- Tm [8C] FF B[c]

strang 260 nm 507 nm [m�1 cm�1]

DNA1 65.5[a] – 0.217 5800
DNA2 60.5 – 0.041 2400
DNA3 65.0 – 0.054 3800
DNA4 69.4[a] 70.5 0.080 8200
DNA5 77.0 77.0 0.077 7900
DNA5-6 83.0[b] – 0.073 7000

[a] Der entsprechende unmodifierte DNA-Doppelstrang, der G anstelle
von TO enthielt, wies Tm = 67.5 8C auf. [b] Ein zweiter �bergang wurde
bei 52.0 8C beobachtet. [c] B= e490nm FF.

Abbildung 2. Fluoreszenzspektren der Doppelstr�nge DNA1–DNA4
(links) und temperaturabh�ngige Spektren von DNA5 (rechts), 2.5 mm

in 10 mm Na-Pi-Puffer, 250 mm NaCl, pH 7, Anregung bei 490 nm. Der
Einschub zeigt die normalisierte temperaturabh�ngige Fluoreszenz
von DNA5.
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Farbstoffs in DNA bisher nicht berichtet, obwohl excitonische
Wechselwirkungen mehrere Male beschrieben worden sind,
wie z. B. an den nicht-kovalent bindenden TO-Konjugaten
(wie TOTO).[30–32]

Im Unterschied zu den Interstrang-Dimeren in DNA4
und DNA5 zeigen die Fluoreszenzspektren der TO-Dimere,
die in einem Strang von DNA2 und DNA3 angeordnet sind,
haupts�chlich Fluoreszenzl�schung, die auf die Aggregation
der TO-Farbstoffe zur�ckzuf�hren ist, und keine Bildung von
Excimeren. Es gibt dabei keinen signifikanten Unterschied
zwischen der A-T-Umgebung des TO-Dimers in DNA2 und
der G-C-Nachbarschaft in DNA3. Beide Doppelstr�nge
zeigen jedoch deutliche excitonische Wechselwirkungen in
den Absorptionsspektren (siehe oben). Das bedeutet, dass
Grundzustandswechselwirkungen der beiden TO-Chromo-
phore nicht automatisch auch excimerartige Fluoreszenzen
ergeben. Ansonsten h�tte eine excimerartige Fluoreszenz
auch mit den TO-Dimer-Konjugaten (wie TOTO) beobachtet
werden m�ssen.[31,32]

Die Destabilisierung, die durch einen einzelnen TO-
Farbstoff in DNA1 verursacht wird, betr�gt nur 2.0 8C im
Vergleich zum vollst�ndig unmodifizierten Doppelstrang
(Tabelle 1). Noch erstaunlicher ist die Beobachtung, dass der
zweifach modifizierte Doppelstrang DNA4 um 3.9 8C stabiler
ist als DNA1, was auf die hydrophoben Wechselwirkungen
der beiden TO-Chromophore zwischen den beiden Str�ngen
zur�ckzuf�hren ist. Das ist bemerkenswert vor dem Hinter-
grund, dass einzelne Glycol-Modifikationen die Doppel-
strangstabilit�t normalerweise stark destabilisieren.[25, 28] Of-
fensichtlich kann der Verlust der Doppelstrangstabilit�t, der
durch den Glycol-Linker verursacht wird, durch die Stapel-
wechselwirkungen zwischen den beiden TO-Chromophoren
wiedergewonnen werden. Das bedeutet, dass die TO-Dimere
in DNA4 und DNA5 als hydrophob und diagonal wechsel-
wirkende Basenpaare angesehen werden k�nnen, die von
einem Fluoreszenzsignal als Resultat der Interaktion beider
Str�nge begleitet wird. Die hypsochrome Verschiebung des
Absorptionsmaximums nach 486 nm ergibt zusammen mit
der Rotverschiebung der excimerartigen Fluoreszenz nach
580 nm eine Stokes-Verschiebung von 94 nm f�r DNA4 und
DNA5. Dies ist ein bemerkenswerter Wert f�r einen organi-
schen Chromophor. Dar�ber hinaus ist die Helligkeit der
fluoreszierenden TO-Paare vergleichbar mit einzelnen TO-
Markierungen in DNA (Tabelle 1).

Als erstes analytisches Experiment wurde die Haarnadel
DNA5 f�r eine Titration verwendet (Abbildung 3 und S2).
Die Sequenz von DNA5 enth�lt kurze Abschnitte im
Stammbereich, die selbstkomplement�r sind und die die
charakteristische orangefarbene excimerartige Emission
aufweisen. W�hrend der Titration mit der unmodifizierten
DNA6 �ffnet sich die Haarnadel DNA5. Nach der Zugabe
von 4.9 �quivalenten DNA6 ist die Verschiebung des Fluo-
reszenzmaximums abgeschlossen. Die vollst�ndig komple-
ment�re DNA5-6 wird dann durch den Wechsel der Emissi-
onsfarbe von 580 nm (orange) nach 530 nm (gr�n), der cha-
rakteristischen Emission des TO-Monomers, sichtbar.

Zusammengefasst f�hrt die photophysikalische Wechsel-
wirkung zweier TO-Chromophore, die als artifizielle DNA-
Basen eingesetzt werden, zu einer deutlichen �nderung ihrer

optischen Eigenschaften. Wenn die TO-Dimere in einem
Strang angeordnet sind – wie in DNA2 und DNA3 –, zeigen
sie eine starke excitonische Wechselwirkung, die eine Fluo-
reszenzl�schung bewirkt. Die Interstrang-TO-Dimere in
DNA4 und DNA5 zeigen sowohl starke excitonische Wech-
selwirkungen als auch rotverschobene, excimertypische
Emissionen. Dar�ber hinaus k�nnen diese TO-Dimere als
hydrophob und diagonal wechselwirkende Basenpaare an-
gesehen werden, die den Doppelstrang stabilisieren und ein
deutliches Fluoreszenzsignal bei der DNA-Hybridisierung
zeigen. Die große Stokes-Verschiebung in DNA4 und DNA5
von fast 100 nm in Kombination mit einer Helligkeit, die
derjenigen einzelner TO-Markierungen in DNA �hnlich ist,
macht das TO-Paar zu einer vielversprechenden Fluores-
zenzsonde f�r Anwendungen in der molekularen Diagnostik
(z. B. auf Mikroarrays) und f�r die Bildgebung in der chemi-
schen Zellbiologie, z.B. durch konfokale Fluoreszenzmikros-
kopie oder Einzelmolek�lspektroskopie.
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