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Der Ersatz kanonischer Nucleobasen durch k�nstliche aroma-
tische Basensurrogate erm�glicht es, dem Basenstapel in der
DNA neue Funktionen zu verleihen. Arene und Heteroarene
wurden als Formmimetika der nat�rlichen Nucleobasen oder als
k�nstliche Basenpaare eingef�hrt, um DNA-DNA- und DNA-
Protein-Wechselwirkungen besser zu verstehen.[1] Viele Basen-
surrogate haben interessante Fluoreszenzeigenschaften, die von
den Stapelwechselwirkungen mit ihrer Umgebung abh�ngen.[1d]

Dies hat die Konstruktion von Sonden erm�glicht, mit deren
Hilfe Informationen �ber die Struktur und Funktion von En-
zymen und Nucleins�uren erhalten werden k�nnen.[2] In letzter
Zeit wurde außerdem erkannt, dass oligomere Aggregate aus
fluoreszierenden Basensurrogaten die M�glichkeit bieten, op-
tische Eigenschaften durch hybridisierungskontrollierte Fluo-
rophor-Fluorophor-Wechselwirkungen zu variieren.[3]

Basensurrogate sind typischerweise planar, um die Ba-
senstapelung und die hydrophoben Wechselwirkungen in der
DNA-Helix zu erleichtern. So wurde die Stapelung von Py-
renen, Perylenen und Phenanthrenen eingehend unter-
sucht.[3a,i,j, 4] Das gleiche Prinzip wurde auch zur Einf�hrung
planarer Polyheterocyclen wie Cyanin- und Phenanthridini-
umfarbstoffen angewendet.[5, 6]

Unseres Wissens ist die Basenstapelung nichtplanarer
Einheiten in DNA bisher nicht beschrieben worden. Wir und
Leumann et al. untersuchten die „Biphenylbase“ (Bp in Ab-
bildung 1) als einen an sich nicht planaren Polycyclus;[2c,7] al-
lerdings reicht die durch die Hybridisierung gewonnene
Energie der Basenstapelung aus, um die kleine Rotationsbar-
riere zu �berwinden (DG�10 kJmol�1) und das Biphenyl im
helicalen Basenstapel zu planarisieren.[8] Interessanterweise
sind mehrfach inserierte Biphenyl-Biphenyl-Paare in der Lage,
DNA-Duplexe durch reisverschlussartige Interstranganord-
nung zu stabilisieren.[9] Wie wir hier demonstrieren, kann eine
Stabilisierung der Duplexstruktur auch erreicht werden, wenn
nichtplanare Basensurrogate gestapelt werden.

Wir untersuchten das 1,1’-Binaphthylringsystem, das aus
zwei Naphthylringen besteht, die im Mittel nahezu orthogo-
nal zueinander stehen.[10] In L�sung bei 293 K erfolgt die
Drehung um die zentrale Bindung wegen der hohen Rotati-
onsbarriere nur langsam (DG� 100 kJmol�1).[11] Die opti-
schen Eigenschaften des 1,1’-Binaphthylchromophors h�ngen

von der Viskosit�t des L�sungsmittels ab.[10b] Aus diesem
Grund kann man sich vorstellen, den 1,1’-Binaphthyl-Chro-
mophor als einen neuen Typus eines torsionsflexiblen Farb-
stoffes in DNA einzusetzen.

Der Zugang zum an der 4-Position verbr�ckten 1,1’-Bi-
naphthyl-C-Nucleosid wurde unter Anwendung unserer
k�rzlich publizierten Cuprat-Glycosilierungsmethode erhal-
ten.[12] Das Binaphthylnucleosid wurde in die Oligonucleotide
1Bn–4Bn, 5Bnn und 5’Bnm eingef�gt. In der ersten Gruppe
von Oligonucleotiden, 1Bn–4Bn, wurde nur eine einzelne
„Binaphthylbase“ in verschiedene Nucleobasenumgebungen
eingebaut. Die Oligonucleotide 5Bnn waren komplement�r
zu 5’Bnm. Die resultierenden Duplexe enthalten eine ver-
schiedene Zahl aufeinander folgender Binaphthyleinheiten.
Einige HPLC-Profile zeigten zwei Peaks (Abbildung S1 in
den Hintergrundinformationen). Die HPLC-Analyse eines
vollst�ndigen Phosphodiesteraseabbaus belegte jedoch, dass
die Oligonucleotide nur aus f�nf nucleosidischen Kompo-
nenten aufgebaut sind (Abbildung S2 C,D in den Hinter-
grundinformationen). Wir nahmen daher an, dass die niedrige
Rotationsbarriere der Naphthyl-Naphthyl-Bindung in DNA
die Bildung von Diastereomerenmischungen bewirkt. Das
Gemisch wurde durch HPLC getrennt, allerdings zeigte die
HPLC-Analyse jeder Fraktion wiederum zwei Peaks. Dies
l�sst darauf schließen, dass die Rotation um die Naphthyl-
Naphthyl-Bindung nicht ausreichend eingeschr�nkt ist, um
eine Epimerisierung w�hrend der Isolierung zu vermeiden.
Dieses Verhalten ist f�r Binaphthylderivate ohne Substitu-
enten in der 2- und 2’-Position bekannt.[10b]

Die thermische Stabilit�t der Binaphthyl-haltigen Oli-
gonucleotidkomplexe wurde durch UV-Schmelzanalyse un-

Abbildung 1. Biphenyl-DNA (Bp), Binaphthyl-DNA (Bn) und Binaphthyl-
modifizierte Oligonucleotide, die in dieser Untersuchung verwendet
wurden. Zu beachten ist, dass das Binaphthylnucleosid in zwei ineinan-
der umwandelbaren diastereomeren Formen vorliegt.
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tersucht (Tabelle 1). Die Schmelzkurven zeigten alle einen
einzelnen �bergang, was auf eine kooperative Basenpaarung
hinweist (Abbildung S3 in den Hintergrundinformationen).
Wurde in den TA-Basenpaaren von 1T·1’A, 2T·2’A, 3 T·3’A
und 4T·4’A eine Thyminbase durch eine Binaphthyl-Base
ersetzt (1Bn·1’A, 2Bn·2’A, 3Bn·3’A bzw. 4Bn·4’A), f�hrte
dies zu einer Verringerung der Duplexstabilit�ten um DTM =

6–9 8C. Diese deutliche Destabilisierung ist plausibel. Die
Intrastrang-Stapelwechselwirkungen der inneren Naphthyl-
einheit k�nnen den Verlust der Wasserstoffbr�cken unter
Umst�nden zwar teilweise kompensieren, allerdings kann
eine gleichzeitige intrahelicale Ausrichtung von Adenin und
der inneren Naphthyleinheit wahrscheinlich nur erfolgen,
wenn eine der beiden Basen eine syn-Orientierung annimmt
(Abbildung 2A; Abbildungen S4 und S5 A in den Hinter-

grundinformationen). Die �ußere Naphthyleinheit der Bi-
naphthylbase in Duplexen wie 1Bn·1’A, 2Bn·2’A, 3Bn·3’A
oder 4Bn·4’A wird dabei h�chstwahrscheinlich in die un-
g�nstige, w�ssrige Umgebung der großen Furche herausra-
gen.

Als n�chstes untersuchten wir die Duplexe 5 Bnn·5’Bnm

(n = 0–3, m = 0–2), die eine steigende Zahl von Binaphthyl-
einheiten enthalten (Tabelle 1). Ein Binaphthylnucleosid in
einer Ausbuchtung (bulge-Position; 5Bn·5’ mit n = 1, m = 0,
X = Bn) f�hrt zu einem Duplex, der 6.1 8C weniger stabil als
der unmodifizierte Duplex 5·5’ ist. Die Einf�hrung einer zu-
s�tzlichen Binaphthyleinheit im Binaphthylpaar von
5Bn·5’Bn ergibt keine weitere Destabilisierung. Auff�lliger-
weise steigt die Schmelztemperatur der Duplexe kontinuier-
lich an, wenn die Zahl an aufeinander folgenden Binaph-
thylresten weiter erh�ht wird. Das zus�tzliche Binaphthyl-
paar des Duplexes 5 Bn2·5’Bn2 ergibt z.B. einen Anstieg der
Duplexstabilit�t von TM = 59.6 8C f�r 5Bn·5’Bn auf TM =

67.4 8C f�r 5 Bn2·5’Bn2. Der Duplex 5 Bn3·5’Bn2 mit f�nf
aufeinander folgenden Binaphthyl-Basen ist �berraschen-
derweise sogar 5.2 8C stabiler als der unmodifizierte Duplex
5·5’.

Die ausgepr�gte Verringerung der Duplexstabilit�t durch
die Einf�hrung eines einzelnen Binaphthylpaares und die
deutliche Stabilisierung von Duplexen, die zwei oder mehr
aufeinander folgende Binaphthylbasen enthalten, ist bemer-
kenswert. F�r die nat�rlichen Nucleobasen Thymin und
Adenin wurde dieses Verhalten nicht beobachtet. Die
Thymin-Thymin- (5 T·5’T) oder Adenin-Adenin-Paare
(5A·5’A) wirken weniger stabilisierend als die entsprechen-
den Binaphthyl-Binaphthyl-Paare in 5Bn·5’Bn. Jedes zu-
s�tzliche Thymin oder Adenin in den Duplexen 5 Tn·5’Tm und
5An·5’Am (n� 1, m� 1) ergibt eine weitere Destabilisierung.
Dagegen stabilisiert in der Binaphthylreihe jeder zus�tzliche
Binaphthylrest den Duplex (Abbildung 3). Die Duplexe
5Bn3·5’Bn2, die f�nf aufeinander folgende Binaphthyl-Basen
enthalten, sind um 20 8C stabiler als die Thymin- und Adenin-
haltigen Duplexe 5T3·5’T2 und 5A3·5’A2. W�hrend ein ein-
zelnes Binaphthyl-Binaphthyl-Paar in 5B·5’B eine um 6.8 8C

Tabelle 1: Thermische Stabilit�t von Binaphthyl-modifizierten und
nichtmodifizierten Duplexen.[a]

Duplex X Y TM [8C]

5’-TAGTTCTXTGAGAAGGTG-3’
3’-ATCAAGAYACTCTTCCAC-5’

1Bn·1’A Bn A 45.8
1T·1’A T A 54.6

5’-TAGTTCAXAGAGAAGGTG-3’
3’-ATCAAGTYTCTCTTCCAC-5’

2Bn·2’A Bn A 47.0
2T·2’A T A 54.8

5’-TAGTTCCXCGAGAAGGTG-3’
3’-ATCAAGGYGCTCTTCCAC-5’

3Bn·3’A Bn A 51.2
3T·3’A T A 59.9

5’-TAGTTCGXGGAGAAGGTG-3’
3’-ATCAAGCYCCTCTTCCAC-5’

4Bn·4’A Bn A 54.6
4T·4’A T A 60.4

5’-CGGCACGAGCGGC-3’
3’-GCCGTGCTCGCCG-5’

5·5’ / / 64.8

5’-CGGCAXCGAGCGGC-3’
3’-GCCGT-GCTCGCCG-5’

5Bn·5’ Bn / 58.7
5T·5’ T / 55.5
5A·5’ A / 57.8

5’-CGGCAXCGAGCGGC-3’
3’-GCCGTYGCTCGCCG-5’

5Bn·5’Bn Bn Bn 59.6
5T·5’T T T 56.5
5A·5’A A A 57.9
5T·5’A T A 66.4

5’-CGGCAXXCGAGCGGC-3’
3’-GCCGT Y GCTCGCCG-5’

5B2·5’B Bn Bn 62.7
5T2·5’T T T 53.0
5A2·5’A A A 53.2
5T2·5’A T A 58.8

5’-CGGCA X CGAGCGGC-3’
3’-GCCGTYYGCTCGCCG-5’

5Bn·5’Bn2 Bn Bn 62.8
5T·5’T2 T T 52.5
5A·5’A2 A A 51.6
5T·5’A2 T A 58.7

5’-CGGCAXXCGAGCGGC-3’
3’-GCCGTYYGCTCGCCG-5’

5Bn2·5’Bn2 Bn Bn 67.4
5T2·5’T2 T T 52.2
5A2·5’A2 A A 51.3
5T2·5’A2 T A 66.0

5’-CGGCAXXXCGAGCGGC-3’
3’-GCCGT YY GCTCGCCG-5’

5Bn3·5’Bn2 Bn Bn 70.0
5T3·5’T2 T T 50.1
5A3·5’A2 A A 49.0
5T3·5’A2 T A 58.7

[a] c = 1 mm in 10 mm NaH2PO4, 0.1m NaCl, pH 7.0.

Abbildung 2. Kalottenmodelle m�glicher Strukturen von Oligo-
nucleotidduplexen, die a) einen Binaphthylrest (Bn ; in der S-Form, syn
zu Desoxyribose) und b) zwei benachbarte Binaphthylreste (oberes Bn
in der S-Form und syn zu Desoxyribose, unteres Bn in der R-Form und
anti zu Desoxyribose) enthalten; Zucker-Phosphat-R�ckgrat: grau,
Nucleobasen: blau, Binaphthyl: rot. Details siehe Hintergrundinforma-
tionen.
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niedrigere Duplexstabilit�t vermittelt als das AT-Paar in
5T·5’A, verleihen zwei aufeinander folgende Binaphthyl-
paare (5Bn2·5’Bn2) eine um 1.4 8C h�here Stabilit�t als zwei
aufeinander folgende AT-Paare (5T2·5’A2). Dies l�sst darauf
schließen, dass zwei benachbarte Binaphthylpaare die Du-
plexarchitektur stabilisieren. Sehr wahrscheinlich sind daf�r
Stapelwechselwirkungen verantwortlich.

Anstiege der Duplexstabilit�t durch den mehrfachen
Einbau flexibler, aromatischer Basensurrogate sind vermut-
lich zuerst von Leumann und Mitarbeitern beschrieben wor-
den.[7b, 9] In Biphenyl-modifizierter DNA wurde gefunden,
dass die zwei �ußeren Phenylgruppen eines Biphenyl-Biphe-
nyl-Paares aufeinander gestapelt werden. Dies mag die
energetischen Kosten, die f�r die Planarisierung des Biphe-
nylringsystems und die St�rung der Nucleobasenstapelung
aufgebracht werden m�ssen, zum Teil kompensieren.[8a] Da-
gegen ist eine Planarisierung des in dieser Studie untersuch-
ten Binaphthylrestes kaum denkbar. Es ist daher unwahr-
scheinlich, dass sich die �ußeren Naphthylringe von 5Bn·5’Bn
in einem Fl�che-Fl�che-Kontakt befinden. Dies erkl�rt,
warum das Binaphthyl-Binaphthyl-Paar einen Duplex st�rker
destabilisiert (DTM =�5.2 8C), als dies ein Biphenyl-Biphe-
nyl-Paar tut (DTM =�2.5 8C).[9] Zus�tzliche Binaphthylein-
heiten k�nnten jedoch die M�glichkeit von Intrastrang-
Wechselwirkungen zwischen den �ußeren Naphthylringen in
der großen Furche er�ffnen (Abbildung 2B; Abbildung S5B
in den Hintergrundinformationen).[13, 3j] Diese Wechselwir-
kungen umfassen gr�ßere Oberfl�chen als das Stapeln der
Phenylringe der Biphenylbasenpaare. So k�nnte erkl�rt
werden, warum der TM-Anstieg bei Einf�hrung eines zu-
s�tzlichen Binaphthylpaares gr�ßer ist (DTM = 7.8 8C) als bei
Einf�hrung eines zus�tzlichen Biphenylpaares (DTM =

4.4 8C).[9] Es ist ebenso vorstellbar, dass die �ußeren Naph-
thyleinheiten zweier Binaphthylbasen �ber je eine Kante und
eine Fl�che wechselwirken (Abbildung S5C in den Hinter-
grundinformationen). Ein genauer Mechanismus l�sst sich
noch nicht postulieren, wir nehmen jedoch an, dass die
Drehbarkeit des Binaphthyl-„Scharniers“ Stapelwechselwir-
kungen, die sowohl im Inneren als auch in der Peripherie des
DNA-Duplex stattfinden k�nnen, erleichtert.

Die Fluoreszenzeigenschaften st�tzen die Vorstellung von
Binaphthyl-Binaphthyl-Wechselwirkungen in der DNA. Die
Oligonucleotide wurden bei einer Wellenl�nge von 305 nm
angeregt, und die Fluoreszenzeigenschaften wurden mithilfe
der relativen Fluoreszenz I/IB (I, IB: Fluoreszenzemission der
Binaphthyl-modifizierten Oligonucleotide bzw. von freiem
1,1’-Binaphthyl) charakterisiert. Die Untersuchung der Oli-
gonucleotide 1Bn–4Bn ergab Thymin und Cytosin als effizi-
ente L�scher der Binaphthylfluoreszenz (90–95% L�schung;
Tabelle 2 und Abbildung S8A in den Hintergrundinforma-
tionen); Guanin und Adenin sind hingegen vergleichsweise
ineffiziente L�scher (ca. 50 %). Die Einf�hrung eines zweiten
oder dritten Fluorophors in 5Bn2, 5Bn3 oder 5’Bn2 ergibt
einen starken Anstieg der Fluoreszenz. Es wurde z.B. ge-
funden, dass das Oligonucleotid 5Bn3 (I/IB = 1.350) mit einer
17fach h�heren Intensit�t fluoresziert als das Oligonucleotid
5Bn (I/IB = 0.078). Demgegen�ber wurde vor kurzem eine
Abnahme der Fluoreszenz beobachtet, wenn mehrere pla-
nare Fluorophore wie Pyrene oder Perylene eingef�gt wer-
den.[3h, 14] Wir spekulieren, dass die erste Binaphthylbase als
ein Isolator f�r den zweiten und dritten Binaphthylfluorophor
wirkt und diese vor der L�schung durch Wechselwirkungen
mit den Pyrimidinen sch�tzt.[15] Dies setzt voraus, dass der
Binaphthylchromophor in diesem System nur eine geringe
Selbstl�schung erf�hrt.[16] Tats�chlich zeigten die Experi-
mente unter Beteiligung von zwei oder mehr wechselwir-
kenden Binaphthyleinheiten nach der Hybridisierung An-
stiege der Binaphthylfluoreszenz (Tabelle 2; zus�tzlich Ab-
bildung S8 B in den Hintergrundinformationen). Die Dop-
pelstr�nge 5Bnn·5’Bnm fluoreszieren jeweils mit 50–150%
h�herer Intensit�t, als es f�r die Summe der Fluoreszenz der
zugeh�rigen Einzelstr�nge zu erwarten w�re.

Das Ziel dieser Untersuchung war es, die Eigenschaften
torsionsflexibler, nichtplanarer Basensurrogate in DNA zu
studieren. Auf den ersten Blick mag die Stabilisierung der
DNA-Duplexe bei der schrittweisen Einf�hrung mehrerer
Binaphthyleinheiten �berraschend sein, allerdings ist die
Potentialkurve von 1,1’-Binaphthyl im Grundzustand bei
einem Diederwinkel zwischen 608 und 1208 flach.[10b] Daher
k�nnte das Binaphthylsystem sehr gut geeignet sein, die
beiden flexibel miteinander verbundenen aromatischen Ein-

Abbildung 3. Einfluss von zus�tzlichen Nucleotiden X und Y auf die
Stabilit�ten der Duplexe 5Xn·5’Ym (X =Bn, T oder A; Y = Bn, T oder A;
n =0–3; m= 0–2). Die Daten von Biphenyl-modifizierten Duplexen
(gestrichelte Linie)[9] wurden zum Vergleich hinzugef�gt.

Tabelle 2: Fluoreszenzeigenschaften von Binaphthyl-modifizierten Oli-
gonucleotiden.[a]

Einzelstrang I/IB
[b] Doppelstrang I/IB

[b]

freies Binaphthyl 1 – –
1Bn 0.055 1Bn·1’A 0.099
2Bn 0.531 2Bn·2’A 0.217
3Bn 0.091 3Bn·3’A 0.050
4Bn 0.474 4Bn·4’A 0.075
5Bn 0.078 5Bn·5’ 0.160
5Bn2 0.664 5Bn·5’Bn 0.327
5Bn3 1.350 5Bn·5’Bn2 0.744
5’Bn 0.052 5Bn2·5’Bn 1.092
5’Bn2 0.365 5Bn2·5’Bn2 2.419
– – 5Bn3·5’Bn2 3.227

[a] c = 1 mm in 10 mm NaH2PO4, 0.1m NaCl, pH 7.0, 20 8C. [b] Relative
Fluoreszenz basierend auf der Fluoreszenzintensit�t von 1,1’-Binaphthyl
bei 380 nm Emissions- und 305 nm Anregungswellenl�nge.
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heiten f�r Stapelwechselwirkungen so einzupassen, dass diese
intra- und extrahelicale Partner einbeziehen. Bemerkens-
werterweise f�hren diese Wechselwirkungen zu keiner
Selbstl�schung der Fluoreszenz, wie sie regelm�ßig beob-
achtet wird, wenn sich planare Basensurrogate wie Pyrene in
unmittelbarer N�he zueinander befinden.[3h, 14] Dieses Ver-
halten k�nnte von Interesse f�r die Synthese lichtsammelnder
Oligonucleotidanordnungen sein.[17]

Derzeit ist noch unklar, ob die DNA-Helix dem Binaph-
thylstapel eine axiale Chiralit�t aufzuzwingen vermag. Erste
Molek�lmodellierungsstudien (Abbildung S5 in den Hinter-
grundinformationen) lassen vermuten, dass sowohl die R- als
auch die S-Form angenommen werden k�nnen. Die Chiralit�t
von Binaphthylsystemen k�nnte mithilfe von Circulardi-
chroismusstudien untersucht werden. Dies w�rde jedoch
Modifikationen am Binaphthylfluorophor erfordern, um eine
�berlappung seiner Absorptionsbanden mit denjenigen der
Nucleobasen zu vermeiden. Interessante M�glichkeiten
k�nnte die Einf�hrung einer stabilen axialen Chiralit�t, die
durch den Einbau von Substituenten an der 2- und 2’-Position
induzierbar ist, er�ffnen. Die resultierenden dreidimensio-
nalen, chiralen Nucleobasen k�nnten sich als n�tzliche
Hilfsmittel bei der fluoreszenzbasierten Diagnose der H�n-
digkeit von Nucleins�urehelices wie auch bei der Konstruk-
tion von Nucleins�ure-Nanostrukturen erweisen.[18]
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