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In der DNA ist der genetische Code durch die Abfolge der
vier Nucleobasen festgelegt, und die Weitergabe der geneti-
schen Information erfolgt �ber die hochspezifischen Watson-
Crick-Paarungen A-T und G-C. In den letzten Jahren ent-
stand ein reges Interesse, dem bereits bestehenden geneti-
schen Alphabet zus�tzliche, orthogonale Basenpaare hinzu-
zuf�gen. Solche zus�tzlichen Basenpaare k�nnten in der
Biotechnologie zur Einf�hrung nichtnat�rlicher Aminos�u-
ren in Proteine herangezogen[1–3] oder zur Entwicklung neuer
Werkzeuge zur zuverl�ssigen Erkennung fehlerhafter oder
fremder Nucleins�uren verwendet werden.[4–8] Allerdings sind
die Freiheitsgrade beim Entwurf neuer Basenpaare durch das
gegebene Strukturger�st der Doppelhelix beschr�nkt. Ein
naheliegender Ansatz basiert deshalb auf strukturell isomor-
phen Basen mit alternativem Watson-Crick-�hnlichem Was-
serstoffbr�ckenmuster.[6, 9, 10] Doch auch nichtisomorphe aro-
matische Heterocyclen, die sich gegenseitig nicht durch
Wasserstoffbr�cken, sondern durch andere intermolekulare
Ph�nomene erkennen, sind mit hoher Pr�zision und mit ki-
netischen Eigenschaften �hnlich denen der nat�rlichen Basen
replizier- und transkribierbar.[11–16] Durch diesen Ansatz ist
die Bandbreite an m�glichen Strukturen erheblich gr�ßer
geworden, doch es fehlen ihm leider Regeln f�r den Basen-
entwurf, was das Durchpr�fen einer großen Zahl potenzieller
Kandidaten n�tig macht. Von jeder potenziellen Base muss
dazu zuerst das entsprechende Nucleosid synthetisiert und in
DNA eingebaut werden, und erst danach k�nnen dessen Ei-
genschaften getestet werden – ein zeitraubendes Unterfan-
gen.

Um hier Abhilfe zu schaffen, haben wir ein Verfahren
entwickelt, mit dem eine Bibliothek von heterocyclischen
Aminen im Parallelverfahren auf potenzielle Basenkandida-
ten getestet werden kann. In einem ersten Schritt suchten wir
nach Molek�len, die selektiv und hoch effizient nat�rliche
Nucleobasen erkennen. Der Test beruht auf DNA-Dodeca-
mer-Duplexen mit einer abasischen Stelle X im Zentrum und
einem Fluoreszenzl�scherpaar an einem Ende (Schema 1). X
unterscheidet sich strukturell von einer nat�rlichen abasi-

schen DNA-Stelle durch Ersatz des O(3’) durch eine CH2-
Gruppe. Dies verhindert einen basen- oder w�rmeinduzierten
Strangbruch am 3’-Ende.[17] Diese Duplexe wurden parallel
mit einer Vielfalt an heterocyclischen Aminen inkubiert,
wobei die Amine unter Bildung einer Halbaminalfunktion
kovalent an X banden. Die daraus resultierenden exo-Ami-
nonucleoside sind den nat�rlichen Nucleosiden strukturell
�hnlich. Durch Messung der thermischen Stabilit�t der Du-
plexe mittels Fluoreszenzschmelzkurven kann die relative
Affinit�t jedes Amins zu jeder der vier nat�rlichen Nucleo-
basen bestimmt werden (siehe die Hintergrundinformatio-
nen).

Zur Validierung des Testverfahrens suchten wir in einer
Bibliothek von 34 willk�rlich gew�hlten, kommerziell er-
h�ltlichen heterocyclischen Aminen (Schema 2) nach Kan-
didaten, die selektiv und mit hoher Affinit�t an alle vier na-
t�rlichen Nucleobasen binden. Um den Gleichgewichtszu-
stand in Richtung der Halbaminale zu verschieben, wurden
die Duplexe (0.6 mm) in einem pH-8-Puffer zwei Tage lang bei
55 8C mit einem 1000-fachen �berschuss an Amin inkubiert.
Von jedem Gemisch wurde anschließend eine Fluoreszenz-
Tm-Analyse durchgef�hrt. Die erhaltenen Tm-Werte sind in
Abbildung 1 wiedergegeben; die numerischen Daten befin-
den sich in den Hintergrundinformationen.

Aus Abbildung 1 wird ersichtlich, dass alle Tm-Werte
zwischen 35 und 45 8C liegen. Die abasische Einheit X allein
(Tm = 38 oder 39 8C) sowie die korrekt gepaarten (Tm = 54

Schema 1. Funktionsweise des Testverfahrens; f�r Einzelheiten siehe
Text. Dabcyl: 4-[4-(Dimethylamino)phenylazo]benzoes�ure, Fam: 6-
Carboxyfluorescein.
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oder 58 8C) und die fehlgepaarten Duplexe (Tm = 40–48 8C;
siehe Legende zu Abbildung 1) dienten als Kontrollen.
W�hrend nicht unerwartet keines der Amine zu einem Paar
f�hrte, das stabiler war als ein nat�rliches Basenpaar, gab es
doch eine ganze Reihe von Aminen, die stabil an eine der
nat�rlichen Nucleobasen banden. Die drei affinsten Paare
waren dabei A29-C, A26-G und A19-C. Alle drei Amine sind
auch recht selektiv, denn ihre Tm-Werte liegen f�r die jeweils
anderen drei Nucleobasen um 3–4 8C niedriger. Die drei
neuen Basenpaare waren dabei stabiler als eine klassische
Fehlpaarung (das Purinpaar A-G und das Wobble-Paar T-G
gelten nicht als klassische Fehlpaarung). A20 wiederum ist ein
interessanter Kandidat als universelle Base, da es in keinster
Weise zwischen den nat�rlichen Nucleobasen unterscheidet.
Bemerkenswerterweise gab es auch Amine, die verglichen
mit der abasischen Stelle X allein die Doppelhelix destabili-
sieren. Ein Beispiel daf�r ist das A21-T-Paar. Wie erwartet
beeinflusst Pyridin, das keine kovalente Bindung mit X ein-
gehen kann, den Schmelzpunkt nicht. Dies zeigt, dass eine
kovalente Verkn�pfung der heterocyclischen Amine mit der
abasischen Stelle wichtig ist.

Mithilfe einer Reihe von Kontrollexperimenten wurde die
korrekte Funktionsweise des Testverfahrens belegt. Um

Schema 2. Die verwendete Bibliothek von heterocyclischen Aminen.

Abbildung 1. Tm-Werte der Duplexe mit den heterocyclischen Aminen
A1–A34. Es wurden Doppelexperimente durchgef�hrt. Die Tm-Werte der
korrekt gepaarten Duplexe sind: T-A 54, C-G 58, A-T 54, G-C 58 8C; die
Tm-Werte der fehlgepaarten Duplexe sind: T-C und C-T 41, A-C 40, A-G
47, G-T 48 8C.
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auszuschließen, dass die unterschiedlichen Duplexstabilit�ten
die Folge von zuf�lligem Binden der in großem �berschuss
vorliegenden Amine an die Doppelhelix waren, wurde der
native Duplex mit einem nat�rlichen Basenpaar (Z-Y= A-T)
mit einem Teil der Aminbibliothek inkubiert. Keines dieser
Amine ver�nderte jedoch die Tm-Werte wesentlich (siehe die
Hintergrundinformationen), womit Interkalation und unspe-
zifisches Binden in den beiden Furchen der DNA als Ursache
der Stabilit�tsunterschiede ausgeschlossen werden konnte. In
einem n�chsten Schritt untersuchten wir, ob die Halbacetal-
einheit von X an der kovalenten Bindung der Amine tat-
s�chlich beteiligt war. Dazu wurde das Testoligodesoxynu-
cleotid d(TTTXTTT) mit Anilin (A1, Schema 2) unter den
Bedingungen des Testverfahrens behandelt. Durch ESI�-
Massenspektrometrie konnte die Bildung des entsprechenden
Halbaminals nachgewiesen werden (siehe die Hintergrund-
informationen). In einem weiteren Experiment wollten wir
die Notwendigkeit einer kovalenten Bindung zwischen den
Aminen und X beweisen. Wir wiederholten die Experimente
mit der ganzen Bibliothek von Aminen mit einem Duplex,
der statt der abasischen Einheit X die abasische Einheit B
gegen�ber der Nucleobase T aufwies (Z-Y= B-T, Schema 1).
Auch in diesem Fall bewegten sich alle gemessenen Tm-Werte
in der engen Bandbreite von (38� 0.5) 8C und wurden somit
durch die Anwesenheit der Amine nicht beeinflusst (siehe die
Hintergrundinformationen). Die beiden letzten Experimente
zeigen klar die Wichtigkeit der chemischen Reaktivit�t am
Anomerzentrum von X und st�tzen die Hypothese der
Halbaminalbildung.

Es ist nicht einfach, die drei aufgefundenen hochaffinen
Basenpaare mithilfe von Strukturargumenten zu erkl�ren, da
die Amine sowohl die a- als auch die b-Konfiguration am
anomeren Zentrum von X annehmen k�nnen. Zus�tzlich
weisen einige der Amine mehrere nichtsymmetrische Ami-
nogruppen auf, was zu zus�tzlicher struktureller Vielfalt
f�hren kann. In Schema 3 haben wir m�gliche Basenpaare f�r
die vier stabilsten Anordnungen aufgezeigt. Diese sind jedoch
rein hypothetisch.

Bei der Interpretation der Resultate sind mehrere Punkte
zu ber�cksichtigen. So zeigen die Amine der verwendeten
Bibliothek eine große Variabilit�t in der Nucleophilie der

Aminofunktion, die die Lage des Halbacetal-Halbaminal-
Gleichgewichts und die Stabilit�t der glycosidischen Bindung
stark beeinflussen d�rfte. Es ist daher wahrscheinlich, dass
trotz des großen �berschusses an Amin nicht alle abasischen
Stellen zu 100 % belegt sind. Die gemessenen Tm-Werte re-
flektieren deshalb nicht notwendigerweise die gr�ßtm�gliche
Stabilisierung, was gl�cklicherweise nur zu falsch negativen,
nicht aber zu falsch positiven Resultaten f�hren kann.

In einem Versuch, das Ausmaß der Halbaminalbildung
abzusch�tzen, erhoben wir Tm-Werte bei verschiedenen pH-
Werten (5.5–8.0) am Beispiel der Amine A10, A19, A26 und
A29, da wir eine einfachere Reaktion bei niedrigerem pH-
Wert erwarteten. Innerhalb der durch Fluorescein gegebenen
Grenzen (schwache Fluoreszenz unterhalb pH 6) konnten wir
jedoch keine pH-Abh�ngigkeit der Tm-Werte finden (siehe
die Hintergrundinformationen), was entweder auf eine feh-
lende pH-Empfindlichkeit der Reaktion in diesem pH-Be-
reich oder auf vollst�ndige Halbaminalbildung f�r diese
Basen schließen l�sst.

Das hier beschriebene Testverfahren fußt auf der abasi-
schen Einheit X, die von ihrem nat�rlichen Pendant durch
Ersatz von O an C(3’) durch CH2 abweicht. Es ergibt sich
deshalb die Frage, inwiefern diese chemische Mutation den
Tm-Wert beeinflusst. In Arbeiten der Firma ISIS war gezeigt
worden, dass C(3’)-Methylennucleoside DNA-Duplexe leicht
stabilisieren.[18] Deshalb d�rfte diese chemische �nderung
h�chstens einen kleinen Einfluss auf das Testverfahren haben.

Aus fr�heren Arbeiten �ber Ribozyme weiß man, dass f�r
den katalytischen Schritt kritische Nucleoside in einen aba-
sischen Rest B und die freie Base getrennt werden k�nnen.
W�hrend die abasische Stelle allein zu einem inaktiven
Ribozym f�hrt, kann die Aktivit�t zumindest teilweise durch
Zusatz der Base oder einer anderen geeigneten Einheit wie-
derhergestellt werden.[19–21] Es wird angenommen, dass die
Base die Strukturl�cke im Ribozym f�llt und damit die Ak-
tivit�t wiederherstellt. Wie bereits erw�hnt spielt diese Wie-
derherstellung der Aktivit�t in unserem Testverfahren keine
Rolle, da keine unterschiedlichen Tm-Werte im B enthalten-
den Duplex in Gegenwart der Amine zu beobachten waren
(siehe die Hintergrundinformationen). Dies ist nicht �berra-
schend, da die Katalyse (Kinetik) nicht unbedingt eine hohe
Affinit�t der Base zur L�cke verlangt, w�hrend f�r die Sta-
bilit�t (Thermodynamik) genau dies (bestenfalls als kova-
lente Verkn�pfung) erwartet werden muss.

Obwohl die glycosidische Bindung zwischen einem
Zucker und einem prim�ren heterocyclischen Amin im All-
gemeinen weniger stabil ist als diejenige eines nat�rlichen
Nucleosids in DNA und RNA, ist eine ganze Reihe solcher
exo-Aminonucleoside aus nat�rlichen oder synthetischen
Quellen bekannt.[22, 23] Sollte jedoch ein im Testverfahren
identifziertes potenzielles exo-Aminonucleosid chemisch zu
wenig stabil sein, bietet sich die Alternative, die 2’-Desoxy-
ribofuranoseeinheit durch eine carbocyclische Zuckereinheit
zu ersetzen. Solche Nucleoside sind pr�parativ leicht zu-
g�nglich,[24] strukturell zu nat�rlichen Nucleosiden isomorph
und daf�r bekannt, dass sie mit komplement�ren Nucleosiden
in gleicher Weise wechselwirken wie ihre nat�rlichen Pen-
dants.[25, 26] Zus�tzlich bieten solche carbocyclischen Nucleo-
side eine einfache und sichere analytische M�glichkeit zu

Schema 3. M�gliche Strukturen der vier stabilsten im Testverfahren
identifizierten Basenpaare (dR =2’-Desoxyribose, dX = C(3’)-Methylen-
2’-desoxyribose).
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testen, welche anomere Form f�r die beobachteten Affinit�-
ten verantwortlich sind.

Um diese letzte Hypothese zu pr�fen, synthetisierten wir
die Fam enthaltenden Oligodesoxynucleotide mit den car-
bocyclischen Nucleosiden der Amine A1 und A29 sowohl in
der a- als auch in der b-Konfiguration in Position Z
(Schema 4, Tabelle S2 in den Hintergrundinformationen) und
ermittelten die Tm-Werte mit den komplement�ren Oligo-
desoxynucleotiden (Y= A, T, C, G) an der gegen�berliegen-
den Stelle (Tabelle 1).

Mit cbA1 waren die Tm-Werte leicht h�her (ca +1 8C) als
beim Testverfahren, und wie im Testverfahren war auch hier
fast keine Basendiskriminierung zu erkennen. Mit caA1
konnten keine kooperativen �berg�nge in den Schmelzkur-
ven gefunden werden. Im Falle des Amins A29 ergab sich eine
andere Situation. Beim a-Nucleosid (caA29) lagen die Tm-
Werte wiederum im selben Bereich wie im Testverfahren, die
Paarungsselektivit�ten allerdings waren etwas weniger aus-
gepr�gt, folgten aber derselben Stabilit�tsreihenfolge. Dage-
gen f�hrte das entsprechende b-Nucleosid (cbA29) zu Tm-
Werten, die um 5–6 8C niedriger waren. Dies zeigt, das im Fall
von A29 die a-Form f�r die im Testverfahren gefundenen Tm-
Werte verantwortlich ist. In allen F�llen konnten im �brigen
die Tm-Werte mittels UV-Schmelzkurven best�tigt werden.

Diese Reproduktion der Tm-Werte und im Großen und
Ganzen auch der Paarungsselektivit�ten belegt zweifelsfrei
die korrekte Funktionsweise unseres Testverfahrens. Zus�tz-
lich zeichnet sich ab, dass erfolgreiche Kandidaten am ba-
sentragenden Zentrum sowohl a- als auch b-konfiguriert sein
k�nnen.

Wir haben hier ein funktionierendes Testverfahren zur
Erkennung von neuen DNA-Basenpaaren vorgestellt. Zuge-
gebenermaßen wurde bisher nur eine sehr beschr�nkte Zahl
an heterocyclischen Aminen getestet, die nur einen kleinen
Teil der m�glichen Strukturen abdecken. Das Verfahren kann
jedoch weiter optimiert und seine M�glichkeiten auf mehrere
Arten erweitert werden. Beispielsweise k�nnten die Fluo-
reszenzschmelzkurven in einem multiparallelen Format auf-
gezeichnet werden, was den Durchsatz deutlich erh�hen und
die Verwendung gr�ßerer Amin-Bibliotheken zulassen

w�rde. Des Weiteren best�nde die M�glichkeit, unter
Verwendung eines Duplex, in dem sich zwei abasische
Einheiten gegen�ber stehen (Z = Y= X), nach ganz neuen
Homobasenpaaren zu suchen.
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