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»Molecular Beacons“ (MBs) sind ein hiufig gebrauchtes
Werkzeug in der Fluoreszenz-Bioanalytik von Nucleinséu-
ren."? Die derzeit groBten Herausforderungen auf diesem
Gebiet liegen in der Beobachtung der zelluldaren Aufnahme
von DNA/RNA und der anschlieBenden Visualisierung der
sequenzspezifischen Hybridisierung sowie in der verldssli-
chen Detektion von Einzelnucleotid-Polymorphismen
(SNPs) durch Echtzeit-Polymerasekettenreaktion.”) Werden
Hybridisierungsnachweise in vivo durchgefiihrt, birgt die
Auswertung einzelner Fluoreszenzwellenldngen jedoch das
Risiko eines falsch-positiven oder falsch-negativen Ergeb-
nisses, hervorgerufen durch die Autofluoreszenz intrazellu-
larer Bestandteile oder durch unspezifische Fluoreszenzlo-
schung. Deswegen ist die Entwicklung neuer und leistungs-
fahigerer MBs von entscheidender Bedeutung: Die wich-
tigsten Weiterentwicklungen auf diesem Gebiet stellen bei-
spielsweise l0scherfreie MBs,P! stammlose PNA-MBs,[Y MBs
mit Wellenlingenverschiebung™® sowie MBs mit Excimer-
Fluoreszenz dar.”'! Vor kurzem berichteten wir dariiber,
dass zwei Thiazol-Orange-Farbstoffe als DNA-Basensurro-
gate liber hydrophobe Wechselwirkungen ein Interstrang-
Dimer bilden, was einen deutlichen Fluoreszenzfarbwechsel
bei der DNA-Hybridisierung bewirkt."! Hier stellen wir die
Weiterentwicklung eines im Stamminneren markierten MB
mit Wellenldngenverschiebung vor, der so aufgebaut ist, dass
Thiazol-Orange (TO) und Thiazol-Rot (TR) ein Interstrang-
Chromophorenpaar fiir den Energietransfer (ET) bilden.

Mithilfe der von uns bereits publizierten DNA-Baustei-
nel” wurden vier MBs hergestellt (DNA1-DNA4, Abbil-
dung 1, Tabelle 1), die sich in ihrer Stammlidnge von 11 bis 5
Basenpaaren unterscheiden (einschlieBlich der als kiinstliche
Basen eingebauten Farbstoffe). Zusitzlich wurde DNAS
synthetisiert, um die Auswirkung der Farbstofforientierung
des diagonalen TO-TR-Chromophorenpaares zu untersuchen
(5'-3' oder 3'-5'). In allen MBs wurde darauf geachtet, dass
die Farbstoffe TO und TR im Stamm in identische DNA-
Basenumgebungen eingebettet werden, um so die struktu-
relle Vergleichbarkeit fiir die Chromophor-Wechselwirkung
zu gewahrleisten. Dies beinhaltet zum einen ein A-T-Basen-
paar an jeder Seite des Farbstoffpaares und zum anderen ein
Thymin als ,,Gegenbase* zu jedem Chromophor. Auller
diesem festgelegten zentralen Strukturmotiv ist die iibrige
Stammsequenz der MBs frei wihlbar.

Die Absorptionsspektren aller MBs (siehe die Hinter-
grundinformationen) zeigen deutlich die beiden kovalent
angekniipften Chromophore durch gut voneinander ge-
trennte Absorptionsmaxima (510 nm fiir TO und 640 nm fiir
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Abbildung 1. a) Struktur von Thiazol-Orange (TO) und Thiazol-Rot
(TR) als DNA-Basensurrogate. b) Der hybridisierungsbedingte Fluores-
zenzfarbwechsel eines MB, der mit TO und TR modifiziert ist, von Rot
nach Grin.

Tabelle 1: Sequenzen der MBs DNAT-DNA6 und ihrer Gegenstringe.

3'—5' fiir MBs, 5'—3' fiir Gegenstringe

DNA1 GTCATRTTGACCGTACGTCAGTTGACTGGTCATOTTGAC
ACTGGCATGCAGTCAACTGACCAG

DNA2 GTCATRTTGACTGTACGTCAGTTGACTGGTCATOTTGAC
ACTGACATGCAGTCAACTGACCAG

DNA3 TCATRTTGACTGTACGTCAGTTGACTGATCATOTTGA
ACTGACATGCAGTCAACTGACTAG

DNA4 CATRTTCGCTGTACGTCAGTTGACTGATCATOTTG
GCGACATGCAGTCAACTGACTAG

DNA5S GTCATTOTGACCGTACGTCAGTTGACTGGTCAATRTGAC
CTGGCATGCAGTCAACTGACCAGT

DNA6" X-GTCAATTGACCGTACGTCAGTTGACTGGTCAATTGAC-Y

ACTGGCATGCAGTCAACTGACCAG

[a] Die unterstrichenen Basen kennzeichnen die Stammsequenz der
MBs. [b] DNA6: am Ende markiert mit X=Rhodamin (TAMRA, 5') und
Y =Fluorescein (FAM, 3'); siehe die Hintergrundinformationen.

TR). Die funktionelle Charakterisierung der TO/TR-modi-
fizierten MBs erfolgte hauptsidchlich mithilfe stationdrer
Fluoreszenzspektroskopie, wobei die TO-selektive Anregung
bei 490nm verwendet wurde. Zusitzlich wurden die
Schmelztemperaturen (7,,) der Haarnadeln mit denen der
Duplexe verglichen, die sich in Gegenwart von 1.2 Aquiv.
Gegenstrang bildeten. Hierbei zeigte sich, dass die Lange der
eingesetzten Gegenstriange dann optimal ist, wenn diese nicht
nur zum Schleifenbereich des MB, sondern auch zum ,,inne-
ren® Teil des Stammes komplementir sind. Dies wurde bei-
spielhaft fiir DNA2 gezeigt (siche die Hintergrundinforma-
tionen). Mit Gegenstringen, die nur mit der Schleife des MB
hybridisieren, werden beide Chromophore nur unvollstidndig
getrennt, was zu unspezifischer Farbstoffaggregation iiber die
klebrigen Enden fiihrt.

Um die Ergebnisse der hier prasentierten TO/TR-modi-
fizierten MBs sowohl untereinander als auch mit denen
kommerziell erhiltlicher MBs vergleichen zu konnen, wurde
der Kontrastfaktor f berechnet.'*” fsteht fiir das Verhiltnis
der Fluoreszenzintensititen Is3/I;, fiir Duplex- und Haar-
nadelform (Tabelle 2); Is3 und I, stellen die jeweils farb-
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stofftypischen Emissionsintensitidten bei einer Wellenldnge
Tabelle 2: Kontrastfaktor f und Schmelztemperaturen (T,,) fiir DNAT-
DNAG6.

S T, (Duplex)®! T..(Haarnadel) AT, M

[°cl [°cl [°c
DNA1 342+05 79.9 69.3 10.6
DNA2 13.0£0.5 77.3 66.4 11.0
DNA3 39.7+24 76.8 63.9 12.9
DNA4 223409 78.6 58.5 20.1
DNAS 13.4+£20 79.1 68.4 10.7
DNA6 39+04 78.4 72.8 5.6

[a] Kontrastfaktor f= (Iss0/ls70) puplex/ (530/ l670) Haamader- - [D] Schmelztempe-
ratur T, von DNA1-DNA6 gemessen bei 260 nm hybridisiert mit
1.2 Aquiv. Gegenstrang. [c] Schmelztemperatur T,, von DNA1-DNAG6 bei
260 nm in der Haarnadelform. [d] AT,,=T,,(Duplex)—T,,(Haarnadel).

von 530 nm fiir TO und 670 nm fiir TR dar. Zuerst wurde die
Auswirkung der Farbstofforientierung von TO und TR zu-
einander anhand von DNA1 und DNAS genauer untersucht
(Abbildung 2, links). Wihrend die T,,-Unterschiede zwischen
Duplex und Haarnadel annihernd gleich groB sind (10.6 bzw.

- — DNA2 Haamadel

DNA1 Haarnadel —— DNA2 Duplex
104 DNA1 Duplex - — DNA3 Haarnadel
- - DNAS5 Haamnadel —— DNA3 Duplex
——DNAS Duplex \ E DNA4 Haarnadel
84 1\ DNA4 Duplex
[ \
;o !y
[ 1 Iy
64 i i .
1 ' \
1 \ ] \
I 44 I A \‘
: \\ A
i ~ i Wy
1 AN
2- =l ! A x - \ AY -
r L R T
/ = P i WO

0 T T T T y e T T T T )
500 550 600 650 700 750 550 600 650 700 750

Alnm —— Alnm ——

Abbildung 2. Fluoreszenzspektren von DNAT und DNAS (links) sowie
DNA2-DNAA4 (rechts), jeweils als Duplex und Haarnadel. 2.5 pm in
10 mm Natriumphosphat-Puffer, 250 mm NaCl, pH 7, 20°C, Anre-
gungswellenlinge: 490 nm.

10.7°C), zeigt sich bei den Fluoreszenzspektren ein deutlicher
Unterschied: Die intensivere rote TR-Fluoreszenz von
DNAS lasst auf eine hohere ET-Effizienz schlieen, wohin-
gegen der Anstieg der griinen TO-Fluoreszenz durch Offnung
der Haarnadel im Fall von DNA1 erheblich groBer ist.

Aus diesem Grund weist DNA1 einen viel besseren
Kontrast f (34.2) zwischen den beiden Farben Griin und Rot
auf als DNAS (13.4). Im Moment konnen wir dieses Ergebnis
allerdings nur unzureichend erkldren. Unsere zuvor durch-
gefithrten Studien an TO/TO- und TO/TR-Chromophoren-
paaren in DNA machten deutlich, dass die verwendeten
Farbstoffe excitonische Wechselwirkungen untereinander
bilden koénnen,>'>"! was sich stérend auf den ET von einem
angeregten Monomer (TO) auf ein im Grundzustand be-
findliches Monomer (TR) auswirkt. Werden solche Dimere
im Grundzustand als konformatives Subensemble angeregt,
fallt die ET-Effizienz deutlich ab. In der Tat lassen Unter-
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schiede in den Absorptionsspektren zwischen DNA1 und
DNAS auf mogliche excitonische Wechselwirkungen in der
Haarnadel von DNAS schlieBen (siche die Hintergrundin-
formationen). Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass
die Chromophor-Orientierung in DNA1 fiir die Anwendung
in einem TO/TR-modifizierten MB deutlich besser geeignet
1st.

In einer zweiten Experimentreihe wurde die optimale
Stammlidnge der MBs ermittelt (Abbildung 2, rechts). Auf-
grund der Stammverkiirzung sinken die 7,,-Werte von 69.3°C
fiir DNA1 auf 58.5°C fiir DNA4, wohingegen die T,,-Unter-
schiede zwischen Haarnadel und Duplex von 10.6°C auf
20.1°C ansteigen. Vergleicht man die f~Werte fiir DNA1-
DNAAJ4, so lassen sich zwei bemerkenswert hohe Werte her-
ausstellen: 34.2 fiir DNA1 und 39.7 fiir DNA3. Abschlieend
wurde noch das kinetische Verhalten der Haaarnadel6ffnung
fiir DNA1-DNAS nach Zugabe von 0.5 Aquiv. des entspre-
chenden Gegenstranges untersucht. Zeitabhéngige Messun-
gen der f~Werte zeigen, dass — bei niedrigen mikromolaren
DNA-Konzentrationen - ein plateauartiges Maximum in-
nerhalb von 12 min fiir DNA2-DNAS und 30 min fiir DNA1
erreicht wird.

Abbildung 3 a zeigt eine vollstidndige Titration von DNA1
durch schrittweise Zugabe von 0.1 Aquiv. Gegenstrang.
Zwischen den einzelnen Titrationsschritten wurde eine War-
tezeit von 60 min eingehalten, um eine vollstindige Offnung
des MB zu gewihrleisten, obwohl die oben besprochenen
kinetischen Experimente eine deutlich kiirzere Zeit ergeben
hatten. Bemerkenswerterweise dndert sich die Emissionsfar-
be des MB schrittweise von Rot (TR) nach Griin (TO), was
daran liegt, dass beide Wellenldngen durch die groBe Diffe-
renz von 140 nm deutlich getrennt sind. Die vollstidndige
Offnung des MB erfordert die Zugabe von 1.6 Aquiv. Ge-
genstrang, was in dem vergleichsweise kleinen AT,-Wert
begriindet liegt.

Da der Riickgang der roten TR-Emission gleichzeitig mit
dem Anstieg der griilnen TO-Emission stattfindet, kann diese
Farbénderung gut mit dem bloBen Auge verfolgt werden,
wenn die Kiivette unter der UV-Lampe beleuchtet wird. Da
die beschriebene Wellenldngenverschiebung ebenfalls in
DNA2, DNA3 und DNA4 zu beobachten war (siche die
Hintergrundinformationen), gehen wir davon aus, dass das
TO/TR-System in einer Vielzahl von MBs, die sich in
Stammlénge und Schleifengrofle unterscheiden, einsetzbar
ist.

Abschlieend wurde DNA1 mit dem kommerziell er-
hiltlichen MB DNAG verglichen, der eine so genannte Wel-
lenldngenverschiebung aufweist. DNA6 wurde endstindig
mit Fluorescein als ET-Donor (FAM, 5-Ende) und Rhoda-
min als Akzeptor (TAMRA, 3'-Ende) markiert.”! Das Titra-
tionsexperiment mit DNA6 (Abbildung 3b) zeigt prinzipiell
dhnliche Spektren wie aus der Literatur bekannt und ergibt
einen f~Wert von nur 3.9 (Abbildung 4). Dieser Wert steht fiir
einen Kontrast zwischen Haarnadel und Duplex, der anni-
hernd eine GréBenordnung kleiner ist als mit DNAT1. Dieses
Ergebnis iiberrascht nicht, denn bei genauer Betrachtung des
Fluoreszenzspektrums wird ersichtlich, dass die beiden
Emissionswellenldngen in DNA6 nur méiBig voneinander
getrennt sind. Der Grund weshalb DNA6 den maximalen f-
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Abbildung 3. a) Fluoreszenzspektren der Titration von Haarnadel-
DNAT (2.5 pM) mit bis zu 1.6 Aquiv. Gegenstrang, 10 mm Natrium-
phosphat-Puffer, 250 mm NaCl, pH 7, 20°C, Anregung bei 490 nm.
b) Fluoreszenzspektren der Titration von Haarnadel-DNA6 (2.5 pm)
mit bis zu 1.6 Aquiv. Gegenstrang, 10 mm Natriumphosphat-Puffer,
250 mm NaCl, pH 7, 20°C, Anregung bei 488 nm.

Wert mit bereits 0.2 Aquiv. Gegenstrang erreicht, findet sich
in der Tatsache, dass die TAMRA-Fluoreszenz eine deutlich
geringere Intensitit aufweist und zudem mit der Seitenbande
der FAM-Emission {iiberlappt. Obwohl sich der f~Wert als
sehr niitzlich erwiesen hat, um die Fluoreszenzdnderung un-
terschiedlicher MBs miteinander zu vergleichen, wird in der
Literatur nur spirlich dartiber berichtet. Als eines der weni-
gen Beispiele sei hier ein mit Alexa und RedX markierter MB
genannt, der einen f-Wert von 10.5 erreicht.™

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Art und Weise,
wie die Chromophore mit dem DNA-Riickgrat verkniipft
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Abbildung 4. Kontrastfaktor f von DNAT und DNAG, aufgetragen
gegen die Menge des entsprechenden Gegenstrangs.

werden, entscheidend zum Unterschied zwischen DNA1 und
DNAG beitrigt.'! Im Fall von DNAG sind beide Farbstoffe
iiber lange, flexible Alkylketten mit dem jeweiligen Ende des
MB verkniipft, wodurch ein ET nur sehr ineffizient durch
zufilliges Aufeinanderprallen der Farbstoffmolekiile statt-
finden kann. Dagegen zwingt in DNA1 die DNA-Architektur
die beiden Farbstoffe TO und TR in rdumliche Néhe zuein-
ander, wodurch die ET-Effizienz durch statische Loschung
erheblich gesteigert wird. Wahrend einer Titration wird der
entsprechende Gegenstrang schrittweise zugegeben, was nach
und nach zu einer Offnung der Haarnadel fiihrt, wodurch
gleichzeitig die architektonischen Kréfte der DNA-Doppel-
helix um die Chromophore herum gelockert werden. Dies
fithrt dazu, dass TO und TR voneinander getrennt werden,
was sich durch eine kontinuierliche Farbdnderung von Rot
nach Griin verfolgen ldsst.

Verglichen mit DNA6 und anderen kommerziell erhilt-
lichen MBs weist der von uns gewéhlte Ansatz hauptsachlich
zwei Vorteile auf: 1) Die Fluoreszenzauswertung wird durch
die klar voneinander getrennten Wellenlédngen sehr einfach
(140 nm Verschiebung). 2) Bedingt durch die gut voneinander
getrennten Emissionsbanden sowohl des Duplexes als auch
der Haarnadel steigern die hohen f~Werte das Signal/Rausch-
Verhiltnis signifikant. Diese Eigenschaften machen die von
uns entwickelten MBs zu sehr leistungsfahigen Werkzeugen
fir die Fluoreszenz-Bioanalytik mit einem breiten Anwen-
dungsspektrum. Hier seien beispielsweise die Echtzeit-Poly-
merasekettenreaktion, die molekulare Diagnostik oder die
Bildgebung von Zellen durch konfokale Fluoreszenzmikro-
skopie genannt. Dartiber hinaus ist es wichtig hervorzuheben,
dass wir hier ein neues Konzept vorstellen, das sehr vielver-
sprechend fiir die Entwicklung bioanalytischer Werkzeuge ist.
Werden zwei Chromophore als Basensurrogate in DNA
durch die diagonale Interstrang-Orientierung in rdumliche
Néihe zueinander gezwungen, kann eine deutlich verbesserte
ET-Effizienz erreicht werden.
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Online veroffentlicht am 29. Juni 2011
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