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8-Vinyl-2’-desoxyguanosin als fluoreszierendes 2’-Desoxyguanosin-
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Topologie**
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Fluoreszierende Analoga der nat�rlichen Nucleobasen finden
breite Anwendung als molekulare Sonden, unter anderem zur
Untersuchung von Oligonucleotidkonformationen sowie der
Detektion von DNA-Hybridisierung oder Einzelnucleotid-
polymorphismen.[1] Eingesetzt werden typischerweise Fluo-
rophor-Basen-Konjugate,[2] bei denen Fluorophore mit Nuc-
leobasen verkn�pft sind, sowie erweiterte Nucleobasen[3]

oder Nucleotide, die anstelle einer nat�rlichen Nucleobase
ein fluoreszierendes Aren enthalten.[4] Die Verwendung von
Nucleobasenanaloga als molekulare Sonden zur Untersu-
chung der Oligonucleotidkonformation und -dynamik erfor-
dert eine m�glichst nahe an den nat�rlichen Nucleobasen
orientierte Imitierung der Molek�lform und des Wasser-
stoffbr�ckenmusters.[5] In diesem Zusammenhang ist 2-Ami-
nopurin (AP) am l�ngsten bekannt und wird h�ufig als
Adeninanalogon verwendet.[6] Beispiele f�r die Verwendung
von AP sind die Untersuchung von Basenstapelung,[7] extru-
dierten Nucleobasen,[8] Metallionenkoordination[9] und pro-
teininduzierten Konformations�nderungen der DNA-Sekun-
d�rstruktur.[10] Weitere bekannte Nucleobasenanaloga �hneln
stark den nat�rlichen Nucleobasen und leiten sich in erster
Linie von den Pyrimidinen und von Adenin ab. In diesem
Zusammenhang ist auch 8-Vinyladenin als das Adeninana-
logon der Titelverbindung zu nennen.[11] Es gibt nur wenige
Beispiele f�r Guaninanaloga, die den Anforderungen an eine
Fluoreszenzsonde entsprechen. Im Wesentlichen handelt es
sich um Isoxanthopterine, 8-Azaguanin (dessen Anion bei
h�heren pH-Werten fluoreszierend ist), 8-Furylguanin (das
bislang noch nicht in Oligonucleotide eingebaut wurde) und
seit kurzem 8-(2-Pyridinyl)guanin.[11d, 12] Unser Ziel war die
Synthese eines Guaninanalogons, das durch minimale Sub-
stitution fluoreszierend wird, dabei aber weiterhin die nat�r-
liche Kernstruktur der Nucleobase aufweist. Zudem sollte das
fluoreszierende Nucleosid außer der anti- auch die syn-Kon-

formation einnehmen k�nnen, da dies eine Voraussetzung f�r
die Bildung von verschiedenen G-Quadruplexstrukturen und
der linksg�ngigen Z-DNA-Helix ist.

Das hier vorgestellte 8-Vinyl-2’-desoxyguanosin (VdG, 1)
als fluoreszierendes 2’-Desoxyguanosinanalogon erf�llt die
Anforderung einer Struktur�hnlichkeit mit dem nat�rlichen
Nucleosid; zudem sind die Emissionseigenschaften sehr
empfindlich f�r �nderungen in der Mikroumgebung, wie am
Beispiel der Unterscheidung von Quadruplexstrukturen
deutlich wird. F�r die Synthese des VdG-Phosphoramidit-
bausteins 2 wurde 2’-Desoxyguanosin als Ausgangsmaterial
verwendet. Durch Bromierung an Position C8 und anschlie-
ßendes Sch�tzen der exocyclischen Aminogruppe sowie der
freien Hydroxygruppen wurde das Nucleosid 3 erhalten
(Schema 1).[13] Dieses wurde unter Stille-Bedingungen mit
Tributylvinylstannan in guter Ausbeute zum Vinyl-substitu-
ierten 2’-Desoxyguanosinderivat 4 gekuppelt. Entsch�tzen
der TBDMS-Gruppen mit TBAF ergab das Nucleosid 5, das
in das 5’-DMT-gesch�tzte Zwischenprodukt 6 �berf�hrt

Schema 1. Synthese des VdG-Phosphoramiditbausteins 2, des Nucleosids 1
und der Nucleobase 7; R = TBDMS. DIPEA = N,N-Diisopropylethylamin,
DMT= Dimethoxytrityl, TBDMS= tert-Butyldimethylsilyl, TBAF= Tetrabutyl-
ammoniumfluorid, TFA = Trifluoressigs�ure.
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wurde.[14] Der VdG-Phosphoramiditbaustein 2 wurde nach
einem zuvor entwickelten Verfahren synthetisiert.[15] Zus�tz-
lich wurden das Nucleosid 1 und die zugeh�rige Nucleobase 7
ausgehend vom gesch�tzten Nucleosid 5 synthetisiert.

F�r VdG (1) wurde ein Extinktionskoeffizient von (7.2�
0.03) L mmol�1 cm�1 bei 260 nm bestimmt. Dieser Wert ist
infolge einer Rotverschiebung des Absorptionsmaximums
deutlich niedriger als der entsprechende Wert von 2’-Des-
oxyguanosin (12.18 L mmol�1 cm�1).[16] VdG (1) zeigt die
st�rkste Emission, wenn bei 277 nm angeregt wird, allerdings
ist eine Anregung bis zu einer Wellenl�nge von 325 nm
m�glich, was eine ortsspezifische Untersuchung von gr�ßeren
Oligonucleotiden erlaubt. Die Quantenausbeute von VdG
wurde unter Verwendung des AP-Nucleosids als Referenz-
fluorophor zu 0.72� 0.03 bestimmt (siehe Hintergrundinfor-
mationen).

Die Fluoreszenzeigenschaften von Nucleosid 1 wurden
bei unterschiedlichen pH-Werten untersucht. pH-Wert�nde-
rungen im physiologisch relevanten Bereich von pH 5–9 be-
einflussten die Fluoreszenzintensit�t nicht, w�hrend bei
niedrigeren oder h�heren pH-Werten vermutlich die Proto-
nierung oder Deprotonierung des Vinylguanins Auswirkun-
gen auf die Fluoreszenzintensit�t hat (siehe Hintergrundin-
formationen). Eine partielle Depurinierung wurde beobach-
tet, wenn VdG drei Tage einem sauren L�sungsmittel (pH 3)
ausgesetzt wurde.

Das Potenzial von VdG zur Basenpaarung nach dem
Einbau in dsDNA wurde mithilfe von temperaturabh�ngiger
UV-Spektroskopie untersucht. Wir verglichen die Duplex-
stabilit�t von 5’-d(GATCGCTAG) + 5’-d(CTAGCGATC)
(Schmelzpunkt Tm = 32 8C) mit den Stabilit�t von Doppel-
str�ngen aus einem Oligomer, das VdG in zentraler Position
enth�lt (5’-d(GATCVdGCTAG), O1), zusammen mit einem
an der gegen�berliegenden Nucleobasenposition variieren-
den, komplement�ren Strang 5’-d(CTAGXGATC) (X = dC,
dT, dG, dA, abasische Stelle; Abbildung 1). Es stellte sich
heraus, dass der Tm-Wert f�r den Doppelstrang mit dem VdG-
dC-Basenpaar lediglich um 4 8C abnimmt, w�hrend Fehl-
paarungen mit dG oder dT zu einer Verringerung des
Schmelzpunkts um etwa 14 8C f�hren. F�r Fehlpaarungen mit

dA oder einer abasischen Stelle wurden keine stabilen Dop-
pelstr�nge beobachtet.

Um die Abh�ngigkeit der VdG-Fluoreszenz von der Art
der benachbarten Nucleobasen zu untersuchen, wurde eine
Serie von Oligonucleotiden mit der Sequenz 5’-d(GAT-
XVdGXTAG) (X = dC (O1), dT (O2), dA (O3), dG (O4))
hergestellt. Eine deutliche Verringerung der Emissionsin-
tensit�t um das 9–12-Fache wurde f�r VdG-haltige Oligomere
beobachtet, die als unstrukturierte Einzelstr�nge vorliegen
(siehe Hintergrundinformationen). Die VdG-Fluoreszenz
wurde durch benachbarte Guanin- oder Thyminbasen am
effektivsten gel�scht, wogegen benachbarte Cytosin- und
Adeninbasen zu h�herer verbleibender Emissionsintensit�t
f�hrten (siehe Hintergrundinformationen). Da eine Fluores-
zenzl�schung durch Nachbarbasen sinnvollerweise innerhalb
einer definierten einheitlichen DNA-Topologie untersucht
wird, wurden B-DNA-Doppelstr�nge durch Zugabe der je-
weils komplement�ren Str�nge 5’-d(CTAXCXATC) (X = dG
(O5), dA (O6), dT (O7), dC (O8)) gebildet und auf ihre VdG-
Fluoreszenz untersucht. Die beobachtete Fluoreszenzl�-
schung in dsDNA war ausgepr�gter als bei Einzelstr�ngen,
hinsichtlich des Einflusses benachbarter Nucleobasen jedoch
vergleichbar. Guanin und Thymin f�hrten zu h�herer Fluo-
reszenzl�schung, wogegen Cytosin und insbesondere Adenin
nur einen geringeren Einfluss aus�bten (Abbildung 2).

Die Bildung von DNA-Doppelstr�ngen kann durch ein-
gebautes VdG �ber die Emissionsabnahme w�hrend der
Entstehung von B-DNA-Helices verfolgt werden, wie durch
Vergleich der Fluoreszenzspektren der Oligomere O1 + O5,
O2 + O6, O3 + O7 und O4 + O8 in ihrer einzelstr�ngigen
Form bei Temperaturen oberhalb des Schmelzpunktes (40/
50 8C) und ihrer doppelstr�ngigen Form bei 5 8C belegt wurde.
Die VdG-Emissionsintensit�t war bei h�heren Temperaturen
fast identisch mit derjenigen von Proben, die nur die einzel-
str�ngigen Oligomere O1–O4 enthielten, wogegen bei Tem-
peraturen unterhalb der Schmelzpunkte der untersuchten
Doppelstr�nge eine signifikante Fluoreszenzl�schung beob-
achtet wurde (Abbildung 3a,b und Hintergrundinformatio-
nen).

Die Bildung von B-DNA-Doppelstr�ngen wurde durch
Vergleich der CD-Spektren und UV-Schmelzkurven der
VdG-funktionalisierten Doppelstr�nge (O1 + O5, O2 + O6,

Abbildung 1. UV-Schmelzkurven der aus 5’-d(GATCVdGCTAG) (O1)
und den komplement�ren Str�ngen 5’-d(CTAGXGATC) gebildeten Dop-
pelstr�nge (X = dC, dA, dG, dT, abasische Stelle); Vergleich mit der
dsDNA 5’-d(GATCGCTAG)+ 5’-d(CTAGCGATC) (2.5 mm; 10 mm Phos-
phatpuffer (pH 7), 100 mm NaCl; 260 nm).

Abbildung 2. Emissionsspektren der Doppelstr�nge O1+ O5, O2+O6,
O3+ O7 und O4 + O8 (Doppelstrangkonzentration: 500 nm; 5 8C,
10 mm Phosphatpuffer (pH 7), 100 mm NaCl; Anregungswellenl�nge:
277 nm).
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O3 + O7, O4 + O8) mit den entsprechenden Guanin-haltigen
Doppelstr�ngen O9 + O5, O10 + O6, O11 + O7, O12 + O8
(5’-d(GATXGXTAG); X = dC (O9), dT (O10), dA (O11),
dG (O12)) best�tigt. Der Einbau von VdG in dsDNA hat
vernachl�ssigbare Auswirkungen auf die Entstehung der B-
DNA-Helix und die Doppelstrangstabilit�t (DTm = 1–5 8C;
Abbildung 3c,d und Hintergrundinformationen).

In einer zweiten Anwendung wurde der VdG-Fluorophor
als Sonde f�r verschiedene DNA-G-Quadruplextopologien
eingesetzt. Dabei wurde VdG in das menschliche telomere
DNA-Oligonucleotid 5’-d[AGGG(TTAGGG)3T] (O13) ein-
gebaut. Telomere DNA bildet in Gegenwart von komple-
ment�rer DNA regul�re B-DNA-Doppelstr�nge, wogegen
einzelstr�ngige telomere DNA Quadruplexstrukturen bildet,
deren Topologie von der Temperatur, dem pH-Wert und den
vorhandenen Metallionen abh�ngt.[17] Die in w�ssriger NaCl-
L�sung haupts�chlich entstehende Quadruplexstruktur ent-
h�lt zwischen den jeweiligen G3-Abschnitten zwei TTA-
Schleifen, die benachbarte Ecken einer terminalen G-Tetrade
verbinden, sowie eine TTA-Schleife, die diagonal gegen-
�berliegende Ecken einer terminalen G-Tetrade verkn�pft
(Abbildung 4).[17a–c] In w�ssriger KCl-L�sung liegen haupt-
s�chlich Quadruplexstrukturen vor, die durch eine TTA-
Schleife charakterisiert sind, die eine doppelte Umkehr der
Strangorientierung aufweist und eine Flanke der Quadru-

plexkernstruktur �berspannt (Abbildung 4b).[17c] Um VdG
als Fluoreszenzsonde mit unterschiedlichen Rollen im G-
Quadruplex (zentrale/terminale Position und syn/anti-Kon-
formation) zu untersuchen, wurde die telomere DNA-Se-
quenz 5’-d[AGGG(TTAGGG)3T] (O13) mit dem VdG-Nu-
cleotid an den Positionen G3, G4 und G15 modifiziert. Die
Emissionseigenschaften der VdG-funktionalisierten Oligo-
nucleotide 5’-d[AGVdGG(TTAGGG)3T] (O14), 5’-d[AG-
GVdG(TTAGGG)3T] (O15) und 5’-d[A(GGGTTA)2-
GVdGGTTAGGGT] (O16) wurden in w�ssriger KCl- und
NaCl-L�sung untersucht.

Der Einfluss des VdG-Einbaus auf die thermische Stabi-
lit�t der jeweiligen Quadruplexstrukturen und der von den
Oligomeren O14–O16 mit ihrem komplement�ren Strang 5’-
d[A(CCCTAA)4T] (O17) gebildeten B-DNA-Doppelstr�nge
wurde mithilfe temperaturabh�ngiger UV-Spektroskopie
untersucht. Dabei wurde lediglich ein leichter Anstieg der
Doppelstrangstabilit�ten (DTm = + (1–2) 8C) und der Stabili-
t�t der Quadruplexstrukturen (DTm = + (0–5) 8C) beobachtet
(siehe Hintergrundinformationen), was bedeutet, dass die
Stabilit�t verschiedener Topologien telomerer DNA durch
eine VdG-Modifikation kaum beeinflusst wird.

Weiterhin wurden die CD-Spektren der Oligomere O14–
O16 mit denen des nicht modifizierten Oligomers O13 in
NaCl- und KCl-L�sung verglichen. F�r die mit O17 gebilde-

Abbildung 3. Fluoreszenzl�schung durch Doppelhelixbildung, exemplarisch gezeigt f�r O2 und O2+ O6. Emissionsspektrum von O2 und
O2+ O6 bei a) 5 8C und b) 40 8C (500 nm; 10 mm Phosphatpuffer (pH 7), 100 mm NaCl; Anregungswellenl�nge: 277 nm). c) Schmelzkurven des
VdG-modifizierten Doppelstrangs O2 +O6 und des Guanin-haltigen Doppelstrangs O10 + O6. (2.5 mm ; 10 mm Phosphatpuffer (pH 7), 100 mm

NaCl; 260 nm). d) CD-Spektren des VdG-modifizierten Doppelstrangs O2+ O6 und des Guanin-haltigen Doppelstrangs O10+ O6 (5 mm; 10 mm

Phosphatpuffer (pH 7), 100 mm NaCl).
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ten Doppelstr�nge wurden nahezu identische Spektren er-
halten (Abbildung 5 und Hintergrundinformationen). Die
CD-Spektren aller einzelstr�ngigen Oligomere O13–O16
zeigten in �bereinstimmung mit der Literatur jeweils die
Bildung von NaCl- und KCl-Quadruplextopologien, unab-
h�ngig davon, ob die VdG-Modifikation enthalten war (Ab-

bildung 5 und Hintergrundinformationen).[18] Beim Vergleich
des CD-Spektrums von O13 mit denen der Oligomere O14–
O16 wurden lediglich geringf�gige Abweichungen in der In-
tensit�t der Cotton-Effekte beobachtet (Abbildung 5 und
Hintergrundinformationen). Drei der diskutierten Quadru-
plexstrukturen erfordern ein VdG-Nucleotid in syn- und drei
eines in anti-Konformation. Die Bildung intakter Topologien
l�sst darauf schließen, dass sich das VdG-Nucleotid nahezu
gleichermaßen als Mimetikum f�r anti-dG und syn-dG eignet.

F�r die Fluoreszenzeigenschaften der VdG-modifizierten
Oligomere O14–O16 ergab sich eine enge Korrelation mit der
jeweiligen Quadruplextopologie. Die Emissionsspektren der
Doppelstr�nge O14–O16 + O17 wiesen, analog zu den mit
O1–O4 gebildeten Doppelstr�ngen (Abbildung 2), Emissi-
onsmaxima bei 398 nm auf (Abbildung 6 und Hintergrund-
informationen); es wurde keine Salzabh�ngigkeit beobachtet.
Die Emissionsmaxima der Quadruplex bildenden Oligomere
O14–O16 waren um etwa 4–8 nm zu tieferen Wellenl�ngen
gegen�ber denjenigen der doppelstr�ngigen Oligomere ver-
schoben (Abbildung 6 und Hintergrundinformationen).
Damit kann f�r die VdG-markierten DNA-Oligomere zwi-
schen der Bildung von Doppelhelices und der von Quadru-
plexstrukturen unterschieden werden.

Die Unterscheidbarkeit zwischen NaCl- und KCl-Qua-
druplexformen �ber die VdG-Emission wurde durch eine
nahezu dreimal h�here Emissionsintensit�t von O14 und O16
in der jeweiligen NaCl-Form demonstriert (Abbildung 6 und
Hintergrundinformationen). F�r eine topologische Diffe-
renzierbarkeit ist allerdings das Vorliegen der VdG-Markie-
rung in der mittleren G-Tetradenlage erforderlich, da sich die
Emissionsspektren der beiden Quadruplexformen des Oli-
gomers O15 mit einer VdG-Positionierung in einer termina-
len Lage nicht unterscheiden ließen. Die Tatsache, dass sich
Quadruplexstrukturen von O15 gebildet hatten, war dennoch
anhand der Emissionsintensit�t nachweisbar, die doppelt so
hoch war wie jene der entsprechenden Doppelstr�nge. Das
fluoreszierende Nucleotid VdG kann in verschiedene DNA-
Topologien eingebracht werden. Beobachtete �nderungen
der VdG-Fluoreszenz sind ein Indikator f�r monomere,
doppelhelicale und Quadruplex-Sekund�rstrukturen sowie
Quadruplextopologien und die Positionierung des VdG-
Nucleosids der jeweiligen G-Tetrade.

Mit 8-Vinyl-2’-desoxyguanosin (VdG) wurde ein neuar-
tiges fluoreszierendes 2’-Desoxyguanosinanalogon entwi-

Abbildung 4. Quadruplexstrukturen, die von menschlicher telomerer
DNA in L�sung eingenommen werden. a) NaCl- und b) KCl-Form;[19]

syn-dG-Reste sind hellgrau dargestellt und anti-dG-Reste dunkelgrau;
die Strangorientierung ist durch Pfeile angezeigt (5’ nach 3’). Die ent-
sprechenden Positionen der VdG-Modifikation sind durch A (O14), B
(O15) und C (O16) markiert.

Abbildung 5. CD-Spektren der einzelstr�ngigen, menschlichen telome-
ren Oligonucleotide O13 und O14 sowie der entsprechenden Doppel-
str�nge mit der komplement�ren DNA O17 unter a) NaCl-Bedingun-
gen (4 mm ; 5 8C, 10 mm Phosphatpuffer (pH 7), 135 mm NaCl) und
b) KCl-Bedingungen (4 mm ; 5 8C, 10 mm Phosphatpuffer (pH 7),
100 mm KCl).

Abbildung 6. Emissionsspektren des einzelstr�ngigen, VdG-modifizier-
ten, menschlichen telomeren Oligonucleotids O14 und des Doppel-
strangs O14+ O17 in Gegenwart von NaCl und KCl (500 nm ; 10 mm

Phosphatpuffer (pH 7), 135 mm NaCl oder 100 mm KCl; Anregungs-
wellenl�nge: 277 nm).
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ckelt, das Guaninbasenpaarungen in Doppelstrang- und
Quadruplexstrukturen in Bezug auf die Wasserstoffbr�cken
und geometrischen Erfordernisse aufrechterh�lt. VdG ist
eine robuste und empfindliche Fluoreszenzsonde f�r Unter-
suchungen der Mikroumgebung. Das Potenzial des neuen,
fluoreszierenden VdG-Nucleosids d�rfte demjenigen des 2-
Aminopurinnucleosids vergleichbar sein, das breite Anwen-
dung als fluoreszierendes Adenosinanalogon findet. Wir
haben hier eine einfache Synthese des VdG-Phosphorami-
ditbausteins f�r die DNA-Festphasensynthese sowie eine
exemplarische Verwendung von VdG als Fluoreszenzsonde
f�r die DNA-Basenpaarung und die Bildung verschiedener
Topologien demonstriert. F�r VdG-modifizierte Doppel-
str�nge wurde nachgewiesen, dass die Fluoreszenzeigen-
schaften von VdG mit der Art der benachbarten Basen, den
Monomer-Doppelstrang-�berg�ngen und der jeweiligen
Oligomerkonformation korrelieren. Weiterhin wurde VdG
verwendet, um zwischen unterschiedlichen G-Quadruplex-
topologien zu unterscheiden. Es wurde gezeigt, dass VdG
sowohl die Nucleotid-syn- als auch die Nucleotid-anti-Kon-
formation annehmen kann, die f�r die Bildung individueller
Quadruplexstrukturen notwendig sind. Mit VdG steht nun
eine empfindliche Fluoreszenzsonde in der Nucleins�ure-
chemie zur Verf�gung.
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