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Die in dieser Arbeit verwendete Nomenklatur orientiert sich an den Chemical Abstacts' und
an den von der JUPAC-IUB-Kommission® empfohlenen Richtlinien. Fachausdriicke aus dem

Englischen sind kursiv gedruckt.

' Chemical Abstracts, Index Guide, 77.

? a) [IUPAC Commission on Nomenclature of Organic Chemistry (CNOC) und [UPAC-IUB
Joint Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN), Biochemistry 1971, 10,
3983-4004.

b) IUPAC-IUB (CBN); Tentative Rules for Carbohydrate Nomenclature, Eur. J. Biochem.
1971, 21, 455-477






Motivation 1

1. Motivation

Der groffte Traum von Medizinern ist seit jeher die Bekdmpfung und Heilung von
Krankheiten, insbesondere derer, die im Allgemeinen als unheilbar gelten, wie z.B.
Autoimmunkrankheiten oder aggressive Krebserkrankungen. Ein kiirzlich in Science
veroffentlichter Artikel berichtet von einem vielversprechenden Schritt in diese Richtung.!"
Ein internationales Forscherteam schildert darin die erfolgreiche gentherapeutische
Behandlung zweier 7-jahriger Jungen, die mit der todlich verlaufenden Nervenkrankheit ALD
(Adrenoleukodystrophie) - bekannt aus dem Film ,,Lorenzos O1¢ (1992) - geboren wurden.™
Den Forschern gelang es, den Gendefekt in den Stammzellen mittels inaktivierter Viren aus
der HIV-Familie zu reparieren und so den Abbau von Myelin, der fettartigen
»Isoliersubstanz‘“ im Gehirn, zu stoppen.

Den Grundstein der modernen Molekularbiologie, und damit die Voraussetzung fiir neuartige
Therapieansitze, legte der Arzt Friedrich Miescher im Jahre 1871. Ihm gelang es erstmals
Desoxyribonukleinsiure (DNA) aus Zellen zu isolieren.”! Die Tragweite dieser bedeutenden
Entdeckung wurde allerdings erst mehr als 70 Jahre spéter von Oswald Avery erkannt, der die
DNA als Triger der Erbinformation identifizierte."*! Mit der Aufklirung der doppelhelikalen
Struktur der DNA durch James Watson und Francis Crick im Jahre 1953 begann schlieBlich
das Zeitalter der modernen Molekularbiologie.”) Zusammen mit Maurice Wilkins erhielten sie
dafiir 1962 den Chemie-Nobelpreis.”) Den vorldufigen Hohepunkt erreichte man im Jahre

(6]

2003 mit der Vollendung des Humanen Genom Projekts.” Inzwischen wurden

leistungsfihige Verfahren zur Analyse!”) und Herstellung!®"'"!

von DNA-Sequenzen sowie zur
Vervielfiltigung kleinster DNA-Mengen mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR),!'! fiir
deren Entdeckung Kary Mullis im Jahre 1993 mit dem Nobelpreis fiir Chemie ausgezeichnet
Wurde,[3 I entwickelt.

Im Rahmen des Humanen Genom Projekts wurde festgestellt, dass im menschlichen Genom,
welches ca. 3 Mrd. Basenpaare umfasst,"'? hiufig sog. Einzelbasenpunktmutationen (SNP,
single nucleotide polymorphism) auftreten.!"”! Die beiden Kopien des menschlichen Genoms,
die Chromosomen, unterscheiden sich in ca. 0,1 % der Nukleotide. Das bedeutet, dass im
Durchschnitt eine Punktmutation pro 1000 Basen auftritt.!"*'®! Befinden sich diese SNPs in
codierenden Regionen der Gene, so konnen dadurch Translation und Transkription beeinflusst
werden, was erblich bedingte Krankheiten oder Erkrankungen wie z. B. Krebs, Alzheimer

oder Parkinson zur Folge haben kann."'”! Die Detektion von Mutationen, insbesondere von

SNPs, ist dabei von fundamentaler Bedeutung, da nur bei Kenntnis der individuellen
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genetischen Voraussetzungen ein Ausbruch dieser Krankheiten friihzeitig erkannt, verzogert
oder gar verhindert werden kann. Mittlerweile ist es auch mdglich, Infektionskrankheiten
durch Analyse der DNA des Krankheitserregers frithzeitig und zweifelsfrei zu erkennen und
gezielt zu behandeln.!"! AuBerdem geht man davon aus, dass die individuell unterschiedliche
Wirksamkeit bestimmter Arzneimittel genetisch bedingt ist, wodurch die Detektion von SNPs
auch fir die Pharmakogenomik, deren Ziel eine individuelle, fiir jeden Patienten
maBgeschneiderte Therapie darstellt (personalized healthcare), von groem Interesse ist.['* "
Es gibt bereits eine Reihe enzymatischer und nicht-enzymatischer Methoden zum Nachweis
von SNPs,?"-?* yon denen sich bislang allerdings keine richtig durchsetzen konnte, was u. a.
mit der erheblichen Anzahl an Arbeitsschritten und den damit verbundenen Kosten
zusammenhdngt. Zur automatisierten Analyse von DNA-Sequenzen werden héufig sog.
DNA-Arrays oder DNA-Chips verwendet.”) Der Nachweis von SNPs beruht dabei auf der
Féhigkeit der DNA, Ladungen entlang des Basenstapels zu transportieren, wobei die Effizienz
der Ladungstransferprozesse stark von einer korrekten Basenpaarung abhéingt.[24]

Trotz des beachtlichen Fortschritts im Bereich der SNP-Detektion ist es weiterhin notwendig
Grundlagenforschung auf diesem Gebiet zu betreiben, um bestehende Systeme zu verbessern
und neue Assays zu entwickeln, die einen einfachen, zuverldssigen, effizienten und kosten-
giinstigen Nachweis von SNPs gewéhrleisten. Das Erkennen einer genetischen Variation und
der Auswirkungen, die diese mit sich bringt, sind Wegbereiter fiir die Entwicklung neuer
Diagnose- und Therapieansdtze, welche eine erfolgreiche Behandlung bisher unheilbarer

Krankheiten, wie die eingangs erwihnte Nervenkrankheit ALD, moglich machen kénnen.
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2. Themenstellung

Ethidiumbromid (E) wird aufgrund seines starken Fluoreszenzanstiegs bei Interkalation in
DNA seit Jahrzehnten zum Anfirben von Oligonukleotiden nach der Gelelektrophorese
verwendet.'”> > Trotz intensiver Bemiihungen ist die Ursache dieser Intensititserhohung
noch nicht komplett verstanden und kann mit keinem der bisher existierenden Modelle (vgl.
Kapitel 3.5) vollstindig beschrieben werden. Zur Optimierung der Farbstoffeigenschaften ist
die Kenntnis mechanistischer Details jedoch sehr wichtig. Daher beschiftigt sich der erste
Teil dieser Arbeit mit der Herstellung und Charakterisierung der Phenanthridinium-Farbstoffe
1-4, die sich durch verschiedene Substituenten an den Positionen 3, 6 und 8 am

Phenanthridinium-Grundgeriist von Ethidiumbromid unterscheiden.

Abb. 2-1: Ethidiumbromid (E) und die Zielmolekiile 1-4.

Die Ergebnisse der spektrophotometrischen, spektrofluorimetrischen und elektrochemischen
Untersuchungen sollen mit denen von Ethidiumbromid als Referenzsubstanz verglichen
werden um neue Erkenntnisse beziiglich des Einflusses der Substituenten auf die Fluoreszenz-
und DNA-Bindungseigenschaften von Ethidiumbromid zu erhalten. In Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe Rettig sollen anschlieBend die auf den experimentellen Daten basierenden
Hypothesen beziiglich der Griinde des Fluoreszenzverhaltens der Verbindungen durch
quantenmechanische Rechnungen bestitigt werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wird das Ziel verfolgt, reduktiven Ladungstransfer durch den

Basenstapel zur Detektion von Punktmutationen zu nutzen. In der Arbeitsgruppe
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Wagenknecht wurde dazu das DETEQ-Konzept (Detection by Electron Transfer-controlled
Emission Quenching) entwickelt, das eine Detektion von Einzelbasenfehlpaarungen,
basierend auf oxidativem Lochtransfer zwischen einem Ethidiumbasensurrogat (Et) und

(27291 Ein generelles

7-Deazaguanin (Zg), iiber eine Distanz von zwei Basenpaaren ermoglicht.
Ziel dieser Forschung ist die VergroBerung der Reichweite, um Punktmutationen innerhalb
eines ganzen Codons (bestehend aus drei Basenpaaren) detektieren zu konnen. AuBerdem
muss die praktische Anwendbarkeit dahingehend verbessert werden, dass der Ladungs-
akzeptor keinerlei Priaferenzen fiir die Gegenbase aufweist (7-Deazaguanin paart bevorzugt
mit C).

In Vorarbeiten von Valis wurde gezeigt, dass reduktiver Elektronentransfer zwischen dem
Ethidiumbasensurrogat (Et) und der universellen Base 5-Nitroindol (Ni) mit AG =-0,2 eV
eine dhnliche Triebkraft sowie dhnliche Abstandsabhédngigkeiten und Ladungstransferraten
aufweist wie der oxidative Elektronentransfer zwischen Ethidium und 7-Deazaguanin, wenn
in beiden Fillen ein dSpacer, das chemisch stabile Analogon einer abasischen Stelle,
gegeniiber des Ethidiumbasensurrogats positioniert ist.””! Da sich in der Ziel-DNA eines
Assays gewohnlich eine der natiirlichen Basen gegeniiber von Ethidium befindet, sollen
zunichst die Ladungstransfereigenschaften des Systems exemplarisch mit C als Gegenbase
untersucht werden. Im néchsten Schritt soll die Anwendbarkeit des DETEQ-Konzepts zur
Detektion von FEinzelbasenfehlpaarungen fiir das System Ethidium-Nitroindol untersucht

werden.

Abb. 2-2: Geplante Detektion von Einzelbasenfehlpaarungen entsprechend dem DETEQ-Konzept mit einem
Ethidiumbasensurrogat (Et) als Ladungsdonor und 5-Nitroindol (Ni) als Ladungsakzeptor.

Dariiber hinaus soll ein Methylviologen-Derivat (MV) als alternativer Elektronenakzeptor
hergestellt und mittels kupferkatalysierter Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) post-
synthetisch an DNA gebunden werden. Das Reduktionspotential von MV ist vergleichbar mit
dem von 5-Nitroindol.®"! Das reduzierte radikalische Methylviologenmonokation zeigt eine

typische blaue Farbe (Amsx= 603 nm),*?! was eine Detektion des Ladungstransfers mittels
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transienter Absorption zusidtzlich zur Loschung der Fluoreszenz prinzipiell ermoglichen
sollte. Nach der spektroskopischen Charakterisierung der methylviologenmodifizierten
Duplexe sollen die Ladungstransfereigenschaften im System Ethidium-Methylviologen

untersucht werden.

o)
fj\NH =\

DNA == —
3 N/l%o NQ/@
o //F

o

| N

e o\/[N/
DNA

MV

Abb. 2-3: Zielmolekiil: Methylviologen (MV) kovalent an DNA gebunden.
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3. Theoretischer Hintergrund

3.1. Moglichkeiten der Wechselwirkung mit DNA

Friihe Untersuchungen zeigten bereits, dass unterschiedliche Reagenzien, wie Cyanin-

Farbstoffe,'*” verschiedene Antibiotikal®¥ und Acridine,””!

starke Wechselwirkungen mit der
DNA eingehen konnen, wenngleich anfangs noch unklar war, wie diese Assoziate aussehen
sollten. Die Struktur der DNA und ihre Zusammensetzung bieten mehrere Moglichkeiten der
supramolekularen Wechselwirkung. Polare und geladene Gruppen ermdglichen eine Vielzahl
von Wasserstoffbriicken-Bindungen und elektrostatischer Anziehung, die auch dem Strang
selbst seine Stabilitidt und charakteristische Form geben. Die aromatischen Bestandteile der
Basenpaare erlauben n-n-Wechselwirkungen. Die Bindung an DNA ldsst sich im
Allgemeinen in drei Hauptarten unterteilen:1*>*!
e Externe Bindung am Phosphat-Riickgrat
¢ Bindung in kleiner oder grofler Furche

e Interkalation

Die erstgenannte externe Bindung ist ausschlieBlich auf elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen einer positiv geladenen Verbindung und dem negativ geladenen Phosphat-Riickgrat
der DNA zuriick zu fiihren. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei der Furchenbindung und
der Interkalation um supramolekulare Komplexe aus DNA und Gastmolekiil, die durch n-n-
Wechselwirkungen, Wasserstoftbriicken-Bindungen, van-der-Waals-Kréften oder hydro-
phobe Wechselwirkungen stabilisiert werden.”*®

Die beiden Furchen der DNA-Helix stellen interessante Bindungsplidtze fiir organische

%1 und Substanzen wie Methylgriin'*”!

Molekiile dar. Wéhrend sich viele Proteine
(vgl. Abb 3-1) hauptséchlich in die groBe Furche der DNA einlagern, treten Verbindungen
wie 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)*!"! und Distamycin* * vorwiegend mit der
kleinen Furche in Wechselwirkung. Furchenbinder bestehen meist aus mindestens zwei
aromatischen oder heteroaromatischen Ringen, die iiber eine flexible Bindung miteinander
verkniipft sind. AuBerdem weisen sie hdufig Substituenten wie Amidin- oder Guanidin-
Funktionen auf, die mit den in der Furche liegenden DNA-Basen spezifische

Wechselwirkungen eingehen.**!

Die Furchenbindung findet bevorzugt in A-T-reichen
Sequenzen statt, da hier das elektrostatische Potential hoher ist und zudem keine sterische

Hinderung durch in die Furche ragende Substituenten, wie z. B. die Aminogruppe bei Guanin,
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auftritt.”® ** **! Zimmermann bezeichnet diese Art der Bindung als kompetitiv, da eine hohe

Salzkonzentration zur Auflosung der Bindung, die hauptsichlich elektrostatischer Natur ist,

fiihren kann.[*> 4%

+/
NN NH,
+
O NH,
- ()
; (- /
J0 "
~ -~ H,oN
N N 2 +
| | NH, H2N
Methylgriin DAPI Proflavin Ethidiumbromid

Abb. 3-1: Strukturen bekannter Furchenbinder und Interkalatoren.

Der faszinierendste der drei genannten Bindungsmodi ist wahrscheinlich die Interkalation, die
dadurch charakterisiert wird, dass sich planare aromatische Systeme zwischen die Basen der
DNA-Helix einlagern und starke m-m-, Dipol-Dipol- und Dispersionswechselwirkungen
eingehen.”® **! Im Jahr 1961 belegte Lerman erstmals die Moglichkeit der Interkalation,
d.h. die Einlagerung von Stoffen in den Basenstapel der DNA.*) Diese Art der
Wechselwirkung fand breite Zustimmung, wurde vielfdltig bewiesen und die Auswirkungen

(34, 50-2] Die ersten Kristall-

auf Struktur und Funktion der DNA wurden intensiv erforscht.
strukturen von Interkalationskomplexen in Dinukleotiden wurden 1975 von der Arbeitsgruppe
Sobell veroffentlicht (vgl. Kapitel 3.5).*7°! Kleinere aromatische Verbindungen, wie
Naphthalin-Derivate, bendtigen zur Interkalation zudem eine positive Ladung, die entweder
im Ringsystem selbst oder in den Seitengruppen lokalisiert sein muss, wihrend groflere

36361 1 Gegensatz

aromatische Systeme auch ohne zusétzliche Ladung interkalieren kdnnen.
zu den anderen Bindungsmodi hat die Interkalation einen signifikanten Einfluss auf die
Struktur der DNA. Verschiedene Untersuchungen ergaben, dass sich die Doppelhelix durch
die Interkalation pro eingelagertem Molekiil um 3,4 A verlingert und um bis zu 26°
aufwindet.”® ** *") Das hat zum einen eine Verlingerung der Helix zur Folge, zum anderen
bringt es eine Anderung der Konformation der Deoxyriboseeinheiten mit sich. Aus dieser
Konformationséinderung der DNA resultiert wahrscheinlich eine sterische Hinderung, die
dazu fiihrt, dass nicht zwischen jedem Basenpaar ein Molekiil interkalieren kann, sondern nur

39: 37 38 Diese Beobachtung hat sich als Nachbargruppen-

max. zwischen jedem zweiten.!
ausschlussprinzip (nearest neighbourhood exclusion principle, NNEP) in der Literatur

etabliert. Zimmermann beschreibt die Interkalation als nicht-kompetitive Bindung, da die
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Assoziationskonstante unabhédngig von der Salzkonzentration ist und der Ort der Bindung
durch die umgebende DNA geschiitzt ist. 4]

Da sich die physikalischen Eigenschaften des DNA-Duplexes wie auch die des Gastmolekiils
bei einer Komplexbildung sehr stark dndern, ist es mdglich, die Assoziation mit Hilfe
verschiedener Messverfahren zu verfolgen und so den Bindungsmodus zu bestimmen.”® *!
Dazu findet man in der Literatur eine ganze Reihe verschiedener Methoden, z. B.
Kalorimetrie, Viskosimetrie, Sedimentationskoeffizientenmessungen, Schmelztemperatur-

analyse, NMR-Spektroskopie und Kristallstrukturanalyse.’”> >l

Zur Untersuchung der
Bindungseigenschaften aromatischer Farbstoffe bieten sich vor allem spektrophotometrische
und spektrofluorimetrische Messungen an, da eine Komplexierung mit DNA meist zu einer
signifikanten Anderung der Absorptions- und Emissionseigenschaften des Farbstoffs

fiihrt 3¢ 3]

3.2. Spektroskopische Methoden: UV/Vis- und Fluoreszenzspektroskopie

Mit spektroskopischen Methoden kann man einfach und effizient die optischen und
elektronischen Eigenschaften eines Systems iiberpriifen. In dieser Arbeit werden
hauptsidchlich UV/Vis- und stationdre sowie zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie zur
Charakterisierung aromatischer Farbstoffe und zur Untersuchung von Ladungstransfer-
prozessen durch Oligonukleotide angewandt. Die Grundlagen der UV/Vis- und Fluoreszenz-

64, 65

spektroskopie sind in der Literatur! ausfiihrlich beschreiben und werden daher hier nicht

explizit erldutert.

3.2.1. Einfluss duflerer Bedingungen auf Absorption und Emission

Verglichen mit der Absorption reagiert die Fluoreszenz von Molekiilen im Allgemeinen
deutlich empfindlicher auf Verdnderungen der Umgebung, wobei verschiedene Faktoren eine

Rolle spielen.!*®!

Fluoreszenzloschung

Ein angeregter Fluorophor kann seine Energie, wie bereits erwédhnt, ohne Beteiligung anderer
Molekiile abgeben: entweder durch Emission eines Lichtquants (Fluoreszenz) oder in Form
von strahlungslosen Relaxationsprozessen (Internal Conversion, IC; Intersystem Crossing,

1SC). Die Energie kann allerdings auch flir chemische Reaktionen genutzt oder durch Energie-
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bzw. Ladungstransfer (vgl. Kapitel 5.1.2) auf Nachbarmolekiile iibertragen werden. Diese
Prozesse fithren zu einer Verringerung bzw. Loschung der Fluoreszenz und werden daher
allgemein als Quenching bezeichnet.

Die Loschung der Fluoreszenz durch Wechselwirkung mit einem Nachbarmolekiil kann
sowohl aus dem Grundzustand als auch aus dem angeregten Zustand erfolgen. Grundsitzlich
unterscheidet man zwischen dynamischer und statischer Fluoreszenzloschung. Bei statischer
Loschung findet die Energieiibertragung in einem Quencher-Fluorophor-Komplex statt, der
sowohl im Grundzustand als auch im angeregten Zustand des Fluorophors gebildet werden
kann. Dynamische Fluoreszenzldschung ist dadurch charakterisiert, dass die Energie durch
StoBprozesse vom Fluorophor auf das Quenchermolekiil ibertragen wird.

Mit Hilfe der Stern-Vollmer-Gleichung kann die Abhédngigkeit der Fluoreszenzintensitét von

der Konzentration des Quenchers Q quantifiziert werden.
F, .
' 1+kz,[Q]=1+ K, [O] Gleichung 3-1

Dazu bendétigt man die integrierte Fluoreszenzintensitdt des Fluorophors in Abwesenheit (Fj)
und in Gegenwart des Quenchers (F). Durch eine Auftragung von Fy/F gegen [Q] erhdlt man
aus der Steigung die Stern-Vollmer-Konstante Kgy. Ein wichtiges Unterscheidungskriterium
zwischen statischer und dynamischer Loschung ist die Fluoreszenzlebenszeit, da diese im
Falle dynamischer Loschung bei steigender Quencherkonzentration reduziert wird, wéhrend

sie bei statischer Loschung gleich bleibt.

Temperatur
Strahlungslose Relaxationsprozesse sind stark temperaturabhidngig. Ein Absinken der
Temperatur verlangsamt die strahlungslose Relaxation, wodurch der Anteil der strahlenden

Relaxation und damit auch die Quantenausbeute erhoht wird.

Konzentrationseffekte

Die lineare Abhingigkeit der Fluoreszenz von der Chromophor-Konzentration gilt nur fiir
geringe Konzentrationen (bis ca. 102 M). Bei héheren Konzentrationen steigt die
Wahrscheinlichkeit einer strahlungslosen Energieiibertragung von einem angeregten Molekiil

auf ein Molekil im Grundzustand.
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Losungsmitteleffekte

Die Intensitit und Lage der Absorptions- und v. a. auch der Fluoreszenzspektren sind oft stark
abhingig von der Art des verwendeten LoOsungsmittels. Diese l6sungsmittelabhéngige
Verschiebung des Absorptions- und Emissionsmaximums wird als Solvatochromie
bezeichnet. Erfolgt die Verschiebung zu kiirzeren Wellenlédngen, spricht man von einer
hypsochromen Verschiebung, wihrend die Verschiebung zu ldngeren Wellenldngen
bathochrome Verschiebung genannt wird. Eine bathochrome Verschiebung der Emission
wird hiufig bei steigender Losungsmittelpolaritdt beobachtet, was an der antiparallelen
Ausrichtung der Dipolmomente des Chromophors und der Lésungsmittelmolekiile liegt (vgl.
Abb. 3-2). Aus diesem Zustand findet die Emission in einen energetisch hoher liegenden
Grundzustand statt, der durch anschlieBende Reorientierung der Dipolmomente wieder

stabilisiert wird.

Umordnung des

E ¢ \ ::Lés(tiq%ﬁznsit)tels
# S —t—""-.. \ /
' RRES :. IAE = AVsiges

0

st -
Al?jo()re’ﬁon (a) Fluoreszenz ' \
(~10°s) % RNy
—— o>
\ ¢ ==_ 0..3=q =

: ’ =\ S Umordnung des ' \

Lésungsmittels
(~10"s)

Abb. 3-2: Bathochrom verschobene Fluoreszenzemission in polaren Losungsmitteln. (a) Absorption und damit
verbundene Anderung des Dipolmoments des Molekiils; (b) Stabilisierung des S;-Zustands durch antiparallele
Ausrichtung der Dipolmomente des Losungsmittels; (c) Strahlende Relaxation in den energetisch angehobenen

So-Zustand; (d) Ausrichtung der Losungsmitteldipole und Stabilisierung des Sy-Zustands.

Um die Auswirkungen eines Losungsmittels auf die Absorptions- und Fluoreszenz-
eigenschaften einer Verbindung abschitzen zu kdnnen, ist eine exakte Definition des Begriffs
der Losungsmittelpolaritét hilfreich. Dies ist allerdings ein vielschichtiges Problem, da die
Wechselwirkungen zwischen geldster Verbindung und Losungsmittel sehr umfassend und
kompliziert sind und neben den allgemeinen Coulomb-, Richt-, Induktions- und
Dispersionswechselwirkungen auch spezifische Effekte wie Wasserstoffbriicken-, Elektronen-
paardonor- und Elektronenpaarakzeptor-, sowie solvophobe Wechselwirkungen einschlief3t.

Allgemeine Losungsmitteleffekte sind unabhingig von den chemischen Eigenschaften des

Fluorophors und des Losungsmittels. Sie treten aufgrund der elektronischen und der
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molekularen Polarisierbarkeit des Losungsmittels auf. Die elektronische Polarisierbarkeit wird
durch den Brechungsindex n beschrieben, die molekulare Polarisierbarkeit ist eine Funktion
der Dielektrizitatskonstanten ¢ und damit auf die Orientierung der Dipole zuriick zu fiihren.
Basierend auf elektrostatischen Solvatationsmodellen wurde die Orientierungspolarisation Af
als Parameter zur Quantifizierung der Polaritdt und der Polarisierbarkeit von Losungsmitteln

vorgeschlagen:

—_— 2_
Af—gl n-—1

= i Gleichung 3-2
26+1 2n"+1

Wird die Verschiebung der Absorptions- und Emissionsspektren lediglich durch allgemeine
Losungsmitteleffekte verursacht und erfolgt die Emission ohne weitere Reaktionen, wie z. B.
Proton- oder Ladungstransferprozesse, aus dem angeregten Zustand, so kann die Differenz der
Dipolmomente Ax im Grund- und ersten angeregten Zustand geméil der Lippert-Mataga-

Gleichung anhand der Losungsmittelabhéngigkeit des Stokes-Shifts (v, —v,)abgeschatzt

werden:

V,—V, = Z'Af3 A+ k Gleichung 3-3
* h-c-a

a stellt den sog. Onsager-Radius des Molekiils dar und die Konstante k£ beriicksichtigt die
Empfindlichkeit des gelosten Molekiils gegeniiber der Losungsmittelpolaritdt. Ergibt sich

keine lineare Beziehung aus der Auftragung des Stokes Shifts v, —v, gegen Af, deutet dies

meist auf zusétzliche spezifische Losungsmitteleffekte hin. Diese beruhen auf
zwischenmolekularen Wechselwirkungen des Farbstoffs mit dem Losungsmittel, wie z. B.
Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen oder Komplexbildung, die durch die
chemischen Figenschaften von Farbstoff und Losungsmittel verursacht werden. Die
Beschreibung aller intermolekularen Wechselwirkungen zwischen geloster Verbindung und
Losungsmittel ist auBerordentlich komplex, was auch erkldrt, dass es bislang keine
theoretischen Modelle zur Quantifizierung dieser Effekte gibt. Das hat dazu gefiihrt, dass eine
Vielzahl von Losungsmittelpolaritdtsskalen auf rein empirischem Wege bestimmt worden ist.
Dazu eignen sich bekannte, stark solvensabhingige Prozesse, die als Referenzprozesse in
einer moglichst groBen Anzahl von Losungsmitteln untersucht und beispielsweise durch
spektroskopische Messungen detektiert werden konnen. Der wahrscheinlich bekannteste
Vertreter der empirischen Parameter der Losungsmittelpolaritdt ist der sogenannte E7{(30)-

Wert, welcher der molaren Anregungsenergie der m-m*-Absorption des Pyridiniophenolats
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65, 67

(Merocyanin-Farbstoff) bei 25 °C entspricht.[> ®”) Mit Hilfe des Absorptionsmaximums ¥ im

entsprechenden Losungsmittel werden die £430)-Werte nach folgender Gleichung berechnet:
E,(30)[kcal /moll=h-c-V-N,=2,.859-10"-v[cm™] Gleichung 3-4

Aufgrund der guten Loslichkeit des Merocyanin-Farbstoffs sind mittlerweile mehr als 360
Losungsmittel charakterisiert, was die E7{30)-Skala zu einer der am haufigsten genutzten
Polarititsskalen macht.[*”]

Ein weiterer wichtiger Vertreter der empirischen Polaritdtsskalen ist die sogenannte
Donorzahl (DN) eines Losungsmittels, die die Lewis-Basizitdt oder Nukleophilie eines
Losungsmittels erfasst. Sie ist definiert als die negative Enthalpie der Reaktion eines
Elektronen-Paar-Donor-Losungsmittels (EPD-LM) mit Antimon(V)-chlorid als Standard-

akzeptor in hochverdiinnter 1,2-Dichlorethanlésung:

DN =~AH o, 0y 5001, kcal / mol] Gleichung 3-5

Die nukleophilen Eigenschaften eines Losungsmittels werden héufig auch durch den sog. -
Wert reprasentiert, der auf der Verschiebung der Absorptionswellenzahl von 4-Nitroanilin
relativ zu N,N-Diethyl-4-nitroanilin in H-Briicken-Akzeptor-Losungsmitteln (HBA-LM)
beruht. Als Bezugspunkt dient die relative Verschiebung in Hexamethylphosphorsiure-
triamid, einem besonders starken HBA-Losungsmittel, dessen Wert von AAV = 2800 cm’ auf

der f-Skala gleich eins gesetzt wird (5= 1,000).1”

_ —AAV((4— Nitroanilin)— (N, N — Diethyl — 4 — nitroanilin))
2800

B

Gleichung 3-6

Fiir einige Losungsmittel konnte eine gute Korrelation des f-Werts mit der Donornummer

gefunden werden:
DN =-0,9+39,18- 5 Gleichung 3-7

In Analogie zur Donornummer charakterisiert die sogenannte Akzeptorzahl (4Z7) die
elektrophilen Eigenschaften eines Elektronen-Paar-Akzeptor-Losungsmittels (EPA-LM).
Diese ist definiert als die relative *'P-chemische Verschiebung von Triethylphosphanoxid,
wobei die *'P-chemische Verschiebung eines 1:1-Addukts von Et;PO-SbCls in 1,2-Dichlor-
ethan als Referenz willkiirlich gleich 100 gesetzt wird. Bei der Berechnung der Akzeptorzahl

stellt o4, die auf n-Hexan bezogene, beziiglich der Differenz der Volumensuszeptibilititen
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korrigierte, 16sungsmittelabhingige *'P-chemische Verschiebung von Triethylphosphanoxid

dar.
0, .
N = o -100=0,,, -2,348 Gleichung 3-8
O (Et;PO — SBCI;)

Die Korrelation eines Losungsmittelpolaritdtsparameters mit den Absorptions- und/ oder
Fluoreszenzeigenschaften eines Farbstoffs kann u. U. Aufschluss dariiber geben, ob und

wodurch Grund- und angeregter Zustand stabilisiert bzw. destabilisiert werden.

Auch die Anwesenheit von DNA kann signifikante Auswirkungen auf die Absorptions- und
Emissionseigenschaften eines Fluorophors haben. Meist beobachtet man eine bathochrome
Verschiebung des Absorptionsmaximums und eine deutliche Abnahme des Extinktions-
koeffizienten (Hypochromie).!® AuBerdem treten bei spektrophotometrischen Titrationen mit
DNA héufig sog. isobestische Punkte auf, was darauf hindeutet, dass zwei unterschiedliche
absorbierende Spezies im Gleichgewicht vorliegen. Fluoreszenzspektren von Interkalatoren
weisen aufgrund der hydrophoben Wechselwirkungen im Inneren des Basenstapels im
Allgemeinen eine hypsochrome Verschiebung auf. Die Intensitit der Emission wird ebenfalls
stark beeinflusst, was sowohl eine Erhdhung als auch eine Loschung der Fluoreszenzintensitét
zur Folge haben kann, die in den meisten Fillen auf einem Ladungstransfer zwischen dem

angeregten Fluorophor und den DN A-Basen zuriick zu fiihren ist (vgl. Kapitel 4.5.2).

3.2.2. Reaktionen im angeregten Zustand: Vorstellung des TICT-Konzepts

Mit Reaktionen im angeregten Zustand sind molekulare Prozesse gemeint, die zu strukturellen
Anderungen des angeregten Fluorophors fiihren und unmittelbar nach dessen Anregung
auftreten, d. h. dass die entsprechende angeregte Spezies nicht direkt aus dem Grundzustand
angeregt werden kann, sondern sich erst aus den urspriinglich angeregten Molekiilen bildet.
Diese Reaktionen finden statt, wenn sich die Elektronenverteilung innerhalb des Fluorophors
durch Lichtabsorption #ndert, was Auswirkungen auf die chemischen und/ oder
physikalischen Eigenschaften der Verbindungen und damit auch auf die Lage und Intensitét
der Fluoreszenzspektren haben kann.

Ein typisches Beispiel ist die Abspaltung oder Aufnahme eines Protons im angeregten
Zustand, da sich die verdnderte Elektronenverteilung des Chromophors auf dessen Aciditét
bzw. Basizitit stark auswirken kann. Durch Protonierung oder Deprotonierung kann die

Anregungsenergie strahlungslos abgegeben werden, was zu einer verringerten Fluoreszenz-
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intensitdt fithrt (vgl. Kapitel 3.5, postulierter Mechanismus zur Loschung der Fluoreszenz von
Ethidium in wéssriger Losung). Auch die Bildung von Excimeren oder Exiplexen sowie
Losungsmittel- und konformationelle Relaxationsprozesse gehdoren zu den Reaktionen im
angeregten Zustand.

Rhodamin-Farbstoffe sind schon seit lingerer Zeit fiir ihre hohen Quantenausbeuten bekannt
(z. B. Rhodamin B in Ethanol: ®z= 0,49).1 Malachitgriin (MG) oder Kristallviolett (CV),
deren Struktur denen der Rhodamin-Derivate bis auf eine fehlende Bindung zwischen den
Dialkylanilin-Gruppen sehr &hnlich ist, weisen in Losung dagegen extrem geringe
Quantenausbeuten auf. Wird bei MG oder CV die Beweglichkeit der Dialkylanilin-Gruppen
eingeschrinkt oder komplett verhindert, z.B. durch Erhohung der Viskositdt des
Losungsmittels, steigt auch deren Quantenausbeute stark an.’*"?! Offensichtlich erdffnet die
Rotationsfreiheit der Dialkylanilin-Gruppen in diesen Verbindungen einen neuen
Reaktionsweg-Kanal (channel) zur strahlungslosen Abgabe der Anregungsenergie. Man geht
davon aus, dass der Mechanismus dieser strahlungslosen Relaxation mit einem

71741 was bedeutet, dass dieser Reaktionsweg-Kanal

Ladungstransferprozess zusammenhingt,'
nur dann entsteht, wenn die drehbare Gruppe einen ausreichend guten Elektronen-Donor
darstellt. Dies wurde am Beispiel eines donormodifizierten Rhodamin-Derivats (ARh, vgl.
Abb. 3-3) gezeigt, das eine frei drehbare Dialkylaminophenyl-Gruppe enthielt und dessen
Fluoreszenz in Losung stark geloscht war. Nach Protonierung der Aminofunktion, was den
starken  Elektronen-Donor-Substituenten in einen schwachen Elektronen-Akzeptor-

Substituenten verwandelte, verschwand der strahlungslose Reaktionsweg-Kanal (channel)

und man erhielt einen Anstieg der Fluoreszenzquantenausbeute um den Faktor 290.17”]

I COOH O O
+ +
~ JJO 289

LN
J J

Rhodamin B Ccv ARh ARh-H*

/
\N,H

Abb. 3-3: Strukturen von Rhodamin B und der von der Arbeitsgruppe Rettig untersuchten Rhodamin-

Derivate.’ 7% 7]

Dieses Phédnomen ldsst sich durch das Konzept der ,verdrillten intramolekularen
Ladungstranferzustinde oder kurz TICT-Zustinde (7Twisted Intramolecular Charge
Transfer) erklaren. Die Theorie beruht auf einer Kombination von Ladungstransfer und

intramolekularer Verdrillung, wobei nach Anregung ein Elektron vom Donor-Substituenten
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auf das Akzeptor-System libertragen wird und das angeregte Molekiil durch eine spontane
Verdrillung des 4-N,N-Diethylaminophenyl-Substituenten eine orthogonale Konformation
einnimmt, was eine Entkopplung der Elektronen-Donor-Gruppe vom Akzeptor-System zur
Folge hat.” 7®! Geht man von einer Verdrillung des Donor-Substituenten um 90° aus, so
ergeben sich fiir die Ladungsverteilung zwei Moglichkeiten (vgl. Abb. 3-4). Entweder
befindet sich ein Elektron des Donors komplett auf dem Akzeptor-System, oder es findet kein
Ladungstransfer statt und das freie Elektronenpaar ist weiterhin hauptsachlich auf der Donor-
Gruppe lokalisiert. In diesem Fall wird der zugehdrige angeregte Zustand als ,,lokal angeregt*
(LE, locally excited) bezeichnet. Vergleicht man einen LE-Zustand mit einem CT-Zustand,
stellt man fest, dass sich das urspriinglich freie FElektronenpaar des Donors an
unterschiedlichen Stellen im Molekiil befindet. Der Ladungstransferprozess, der von einem
LE- in einen CT-Zustand fiihrt, ist demnach mit der Verschiebung eines Elektrons in
Richtung des Akzeptor-Systems verbunden. Befindet sich der CT-Zustand in energetischer
Reichweite von der S; Potentialhyperfldache, kann er von dem sich zunichst im Gleichgewicht
befindenden angeregten LE-Zustand, in dem das freie Elektronenpaar hauptsidchlich am
Donor-Substituenten lokalisiert ist, populiert werden. Auch die Wahl des Losungsmittels hat
Einfluss auf die Art des angeregten Zustands: Wéhrend in unpolaren Losungsmitteln
Fluoreszenz meist aus dem LE-Zustand erfolgt, tritt in polaren Losungsmitteln eine starke
Stabilisierung des TICT-Zustands ein, so dass die Fluoreszenz hauptsichlich aus diesem

Zustand erfolgt.

Abb. 3-4: Links: Schematische Darstellung, welche die Anderung der geometrischen Anordnung von
Donorgruppe (D) und Akzeptorgruppe (A) beim Ubergang vom LE - in den TICT-Zustand zeigt. Dieser
Ubergang beinhaltet eine intramolekulare Rotation, den Transfer von annihernd einer Ladungseinheit und die
Relaxation der polaren Losungsmittelmolekiile um diesen vergroBerten Dipol. " ™ Rechts: Schematische
Darstellung der Energieterme in Abhédngigkeit des Torsionswinkels ¢ fiir Molekiile, die TICT-Zustinde

ausbilden (F: Fluoreszenz; P: Phosphoreszenz; b: koplanare Konformation; a: verdrillte Konformation).
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Da der strahlende Ubergang vom TICT-Zustand in den Grundzustand (Riickladungstransfer)
zwel m-Obitale betrifft, die im Mittel senkrecht aufeinander stehen, ist er iiberlappungs-
verboten, d.h. dass die Ubergangswahrscheinlichkeit gering ist.”! Daher zerfillt der
angeregte TICT-Zustand hdufig schneller durch strahlungslose Desaktivierungsprozesse, was
sich in einer deutlich verminderten Fluoreszenzquantenausbeute bemerkbar macht.

In einigen Fillen scheinen TICT-Zustdnde auch fiir das Auftreten von sog. dualer Fluoreszenz
verantwortlich zu sein. Das bekannteste Beispiel stellt dabei p-N, N-Dimethylaminobenzonitril
(DMABN) dar, das zusammen mit einer Reihe von strukturell dhnlichen Modellverbindungen
(vgl. Abb. 3-5), insbesondere von den Arbeitsgruppen Rotkiewicz und Grabowski ausfiihrlich
untersucht wurde."®”! Bei diesen Modellverbindungen handelt es sich um DMABN-
Derivate, in denen die Dialkylamino-Gruppe in der planaren oder in der senkrechten Position
fixiert ist oder in denen die planare Anordnung der Dialkylamino-Gruppe durch ortho-
Substitution im Benzolring erschwert wird. Je nach Anordnung der Dialkylamino-Gruppe
wurden entweder LE- oder TICT-Fluoreszenz oder beide Arten der Fluoreszenz detektiert.
Zachariasse et al. konnten zeigen, dass duale Fluoreszenz nur dann auftritt, wenn der

energetische Abstand zwischen dem S;- und dem S,-Zustand gering ist (vgl. Abb. 3-5).150- 81

~

NH N7 (N> N?
CN CN CN
M4D CBQ

CN

MABN DMABN
S,
S, —
S, S, S, S,
S, —
SR ———
LE LE CT LE CT lCT
s, s, Y s, Y s,

Abb. 3-5: Zusammenhang zwischen dem energetischen Abstand des S;- und S,-Zustands und dem Auftreten von
dualer Fluoreszenz (fettgedruckte Linie: CT-Zustand; MABN: p-N-Methylaminobenzonitril; DMABN: p-N,N-
Dimethylaminobenzonitril; M4D: p-(N-Azetidinyl)-3,5-dimethylbenzonitril; CBQ: 9,9"-Bianthryl-6-cyano-

benzoquinuklidin).™*"

Man geht davon aus, dass TICT-Zustdnde, neben ihrer Bedeutung fiir die Entwicklung neuer
Laserfarbstoffe und Fluoreszenzsonden, auch zum grundlegenden Verstindnis photo-
biologischer Primérprozesse, z. B. bei der Photosynthese, beitragen konnen. Die Speicherung

von Lichtenergie, die fiir chemische Reaktionen bereitgestellt werden soll, erfolgt in den
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Photosystemen griiner Pflanzen und photosynthetisch aktiven Bakterien iliber Ladungs-
trennung. Gemal der Rontgenstrukturanalyse des Reaktionszentrums dieser Bakterien werden
die beteiligen Chromophore, die sich sowohl chemisch als auch elektronisch sehr dhnlich
sind, durch Einbettung in ein Proteingeriist in einer Anordnung der kleinsten Uberlappung
gehalten. Als Griinde dafiir vermutet man, im Einklang mit dem TICT-Konzept, dass so ein
moglichst geringer Energieverlust durch isoenergetische Niveaus, ein moglichst guter
Elektronentransport und eine deutlich reduzierte Riickreaktionsgeschwindingkeit aufgrund

nahezu entkoppelter Orbitale gewéhrleistet wird.[””!

3.2.3. Bestimmung der Bindungskonstanten: Theorie von McGhee und von Hippel

Ublicherweise basiert die Bestimmung von Bindungskonstanten X und der Anzahl n belegter

Bindungsplitze pro Ligand auf einer Langmuir-Adsorptionsisotherme:*

p=— Gleichung 3-9

Hierbei stellt » den Quotienten aus den Konzentrationen der gebundenen Liganden [L;] und

des Substrats (z. B. DNA) dar und wird oft als Bindungsdichte bezeichnet.

Gleichung 3-10

Zur Auswertung bendtigt man neben der Konzentration an freiem Liganden [L/], die direkt
aus Messungen (z. B. UV/Vis-Spektroskopie) erhalten werden kann, auch die Menge an
freiem Substrat im Gleichgewicht. Da diese meist nicht einfach zu bestimmen ist, werden die
Messungen iiblicherweise mit einem groBen Uberschuss an Substrat durchgefiihrt, so dass
man niherungsweise davon ausgehen kann, dass die Gleichgewichtskonzentration an freiem
Substrat der Ausgangskonzentration [Sy] entspricht.

Durch Umformen der Gleichung 3-9 erhdlt man die sog. Scatchard-Darstellung der

Bindungsisotherme:['- #%#
r
[L,] =Ko Gleichung 3-11
;

Aus der Auftragung der Messwerte in Form von r/[L gegen r ergibt sich eine Gerade aus

deren Steigung und Achsenabschnitt man die Parameter K und » erhélt. Neben der x-rezi-
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proken Scatchard-Darstellung haben sich auch noch die y-reziproke Auftragung durch

61-84 und der doppelt-reziproke Benesi-Hildebrand-Plot'®"*! zur Bestimmung der Para-

Scotf!
meter K und » in der Literatur etabliert.

Ergibt sich bei den Auftragungen keine Gerade, kann das untersuchte System nicht durch eine
einfache Langmuir-Adsorptionsisotherme beschrieben werden. Dies kann unter anderem an
attraktiven oder repulsiven Wechselwirkungen oder an der Existenz verschiedenartiger
Koordinationsplitze liegen. Speziell fiir den Fall der Adsorption von nicht-sequenzspezifisch
bindenden Proteinen an DNA haben McGhee und von Hippel 1974 ein Modell zur
Bestimmung der Bindungskonstanten K und der Zahl der belegten Bindungsplitze pro Ligand
n entwickelt, das auch auf die Wechselwirkung von Antibiotika, Farbstoffen und
Metallkomplexen mit DNA angewandt werden kann.’” ¥ Als Gedankenmodell diente eine
lineare Abfolge von N gleichartigen Bindungsstellen, z. B. DNA-Basen, an einer Oberfldche.
Ein Molekiil besetzt bei Komplexierung n nebeneinanderliegende Stellen (n Stellen
entsprechen einem Platz), wobei eine ,,Halbkomplexierung® oder Uberlappung aus-
geschlossen werden muss, sodass lediglich der freie Ligand und das gebundene Assoziat als
unterscheidbare Spezies vorliegen. Unter dieser Voraussetzung ergeben sich fiir ein
gebundenes Molekiil drei Situationen, isoliert (isolated), einfach benachbart (singly
contiguous) und zweifach benachbart (doubly contiguous), fir die im Falle von

Nichtkooperativitit die Bindungskonstante gleich groB3 ist (vgl. Abb. 3-6).

INAAN INAAN NN
JVVVVEERVVVVVVEERVVVVVVVV

I I I
Adads KAAdAAs KaAkAAdad

Abb. 3-6: Schematische Darstellungen der drei moglichen Bindungssituationen eines Molekiils, das drei

Bindungsstellen auf der Oberflache belegt.

Im Gegensatz zur Betrachtung nach Scatchard, die urspriinglich fiir die Wechselwirkung
kleiner Liganden mit diskreten, isolierten Bindungsstellen benutzt wurde, unterscheiden sich
hier die Bindungsstellen abhéingig von der Belegungssituation. Fiir eine unbelegte Oberfliche
stthen nach dem Modell N-n+1 Bindungsplitze zur Verfligung. Abb. 3-7 (links)
veranschaulicht, dass nach Bindung eines Liganden, der mehrere Plédtze belegt, die benach-

barten Stellen fiir eine weitere Belegung teilweise unzugénglich werden. Auch eine Belegung
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zwischen zwei bereits komplexierten Liganden kann zu einem Verlust von potentiellen

Bindungsstellen fiihren (vgl. Abb. 3-7, rechts).

Abb. 3-7: Links: Schematische Darstellung des Ausschlusses moglicher Bindungsplétze durch ein komplexiertes

Molekiil. Rechts: Mdgliche Bindungsplitze zwischen zwei bereits komplexierten Liganden.

Die Zahl potentieller Bindungsplitze, die ein Ligand blockieren kann, reicht von 1 (fiir eine
Komplexierung in eine Liicke der Lénge n) bis hin zu 2n-1 (fiir die Bindung an eine bislang
unbedeckte Oberfldche). Das bedeutet auch, dass eine Liicke der GroBe g (Zahl der freien
Bindungsstellen zwischen zwei Liganden) g-n+1 freie Bindungsplitze enthilt, vorausgesetzt
g>n. Fir g<n steht kein Bindungsplatz zur Verfiigung. Eine komplette Sittigung der
Oberfliache, wie bei Scatchard angenommen, wird somit sehr unwahrscheinlich.

Unter Beriicksichtigung der genannten Voraussetzungen und der Annahme, dass N gegen
unendlich geht, wurde mittels statistischer Methoden die Wahrscheinlichkeit dafiir berechnet,
dass eine Liicke genau g Stellen lang ist. Daraus erhilt man die durchschnittliche Zahl freier
Bindungsplétze pro Liicke und damit auch die freien Bindungsplitze pro Oberfliche. Zur
Bestimmung der Bindungskonstanten K und der Zahl der belegten Bindungsplédtze pro

Gastmolekiil » ergibt sich fiir nicht-kooperative Liganden schlieBlich folgende Gleichung:

n-1
o K-1-n-r)- (ij Gleichung 3-12

[L,] 1-(n=1)-r

Die Bindungsdichte 7 ist, wie bereits erwihnt, definiert als Quotient aus der Konzentration an
gebundenem Liganden [L;] und der insgesamt zur Verfligung stehenden Bindungsplitze

(DNA-Basenpaare, DNA-Bp):

[L,]

r= m Gleichung 3-13
—bp

Um 7 und damit auch K und n bestimmen zu konnen, bendtigt man die genaue Kenntnis der
Konzentrationen von freiem und gebundenem Liganden, [L;] und [L;]. Diese erhélt man aus

Messungen, in denen die experimentellen Daten linear mit der Anderung des Verhéltnisses
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von freiem zu gebundenem Farbstoff zusammenhingen, z. B. chemische Verschiebung in der
NMR-Spektroskopie oder Intensititsinderungen in der UV/Vis- bzw. Fluoreszenz-
spektroskopie. Das Modell von McGhee und von Hippel besitzt nur Gultigkeit fiir den Fall,

dass der Ligand entweder in gebundener oder freier Form vorliegt, wodurch gilt:
[Lf] =[L,]-[L,] Gleichung 3-14

Die Parameter K und n wurden in der vorliegenden Arbeit mittels Absorptionstitrationen
bestimmt. Um eine Verdiinnung der Farbstofflosung in der Kiivette zu vermeiden, enthielt die
Titrationslosung neben DNA auch Farbstoff in gleicher Konzentration wie er in der Kiivette
vorgelegt wurde. Wird die Titration bis zur vollstdndigen Séttigung durchgefiihrt, kann die
Sattigungsfraktion (SF) und die Konzentration des gebundenen Liganden [L;] direkt aus den

Daten der UV/Vis-Messungen berechnet werden:

A, -4
SF = — Gleichung 3-15
A, — A4,
A, -4
[L,]1=[Ly]-SF =[L,]- Gleichung 3-16
A, — 4,

Dazu benétigt man neben der Gesamtkonzentration des Liganden [Ly] auch die Extinktion bei
einer konstanten Wellenldnge (in der Regel am Absorptionsmaximum des freien oder
vollstindig gebundenen Liganden) fiir jedes gemessene Ligand-zu-DNA-Verhiltnis (A4),
sowie fiir den freien (4;) und den vollstindig gebundenen Liganden (4,).

Die graphischen Auftragung r/[L] gegen r kann mit Hilfe des Levenberg-Marquardt-
Algorithmus numerisch gefittet werden (Gleichung 3-12), wodurch man die Bindungs-

konstante K und die Zahl der belegten Bindungsplétze pro Gastmolekiil » bestimmen kann.

3.2.4. Berechnung der Fluoreszenzlebenszeiten nach Strickler und Berg und

Bestimmung der Arrhenius-Parameter

Alternativ zur direkten Messung[64’ 1 der Fluoreszenzlebenszeit 7r eines Molekils mittels
zeitkorrelierter Einzelphotonenzéhlung (TCSPC; time-correlated single photon counting) oder
Phasenfluorometrie kann 7z auch mit Hilfe der Fluoreszenzquantenausbeute @y berechnet

werden:[®”!
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T, =D, -7, Gleichung 3-17

Dazu wird die sog. ,,natilirliche* Fluoreszenzlebensdauer 7 benétigt, die einer oberen Grenze
der Fluoreszenzlebensdauer bei Abwesenheit aller strahlungslosen Prozesse entspricht. Eine
Abschitzung der ,natlirlichen” Fluoreszenzlebensdauer 7y und der zugehdrigen Rate &,
leiteten Strickler und Berg aus dem Zusammenhang zwischen Absorption und Emission
her:*”!

1

k.=—=22880-10"-n’ -<‘7F_3>_1 -&Ié‘(ﬁ)d Inv Gleichung 3-18
,Z.O Av g

u

Dabei ist n der Brechungsindex des Mediums, g; und g, sind die Multiplizititen des oberen

(upper) und unteren (lower) Zustands und &(v) der molare Extinktionskoeffizient in Ab-

hiangigkeit von der Frequenz in Wellenzahlen (d.h. das Absorptionsspektrum). Integriert wird

iiber den gesamten Wellenzahlbereich der So-S;-Absorptions- bzw. der So-S;-Fluoreszenz-

bande. Der Ausdruck <‘7F‘3>_1 berechnet sich aus dem stationdren Fluoreszenzspektrum der
Av

Probe gemal3:

<17F—3 >:V _ % Gleichung 3-19

v bezeichnet die Frequenz in Wellenzahlen und (V) die spektrale Photonenanzahldichte.

Die Herleitung dieser Gleichung basiert auf der Regel von Kasha, wonach die Emission stets

aus dem Schwingungsgrundzustand des elektronisch angeregten Zustands (= Eg-Ubergang)

erfolgt.™ AuBerdem wird angenommen, dass der Zustand, der die langwelligste

Absorptionsbande bewirkt, der gleiche ist, aus dem die Emission stattfindet. Um die Strickler-

Berg-Beziehung zur Berechnung der ,,natiirlichen Fluoreszenzlebenszeit sinnvoll anwenden

zu konnen, ist es dariiber hinaus erforderlich, dass folgende Voraussetzungen (zumindest

teilweise) erfiillt werden:®-*!

e Es sollte sich um einen starken, d. h. elektronisch erlaubten Ubergang handeln.

e Das Ubergangsdipolmoment sollte mdglichst unabhingig von den Kernkoordinaten
sein und seine Konfiguration im angeregten Zustand moglichst beibehalten.

e Die langwelligste Bande im Absorptionsspektrum sollte gut von den restlichen
Banden abgetrennt sein und moglichst ein ,,Spiegelbild“ des Fluoreszenzspektrums

darstellen. Fiir den Fall, dass die erste Absorptionsbande durch einen zweiten,
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stirkeren Ubergang iiberlagert wird (vgl. Abb. 3-8), ist es notig, die energetisch

niedrigste Bande zu extrapolieren, z. B. mit Hilfe einer Gauss-Naherung.

—A
S Gauss A

0,06 0,06
. >
5 =
© ©
= 0,03 0,03

0,004— , 10,00

20000 25000 30000
v/iem”

Abb. 3-8: Absorption- und Fluoreszenzspektrum von 2 sowie Extrapolation der energetisch niedrigsten

Absorptionsbande.

Mit Hilfe der Strickler-Berg-Gleichung und  Gleichung 3-17 wurden die
Fluoreszenzlebenszeiten 7z der Phenanthridinium-Derivate E und 1-4 in Glycerin bei

verschiedenen Temperaturen bestimmt (vgl. Kapitel 4.6.3 und Kapitel 7.3.4).

Die Ergebnisse der temperaturabhingigen Bestimmung von Fluoreszenzlebenszeit 7z und
Fluoreszenzquantenausbeute ®r konnen genutzt werden, um die Aktivierungsenergie £, der

strahlungslosen Desaktivierung des angeregten Zustands geméal der Arrhenius-Gleichung zu

ermitteln:

,EA

k. =A-er" Gleichung 3-20

nr

Dazu wird die Rate der strahlenden (k) und der strahlungslosen Relaxation (k,) des

angeregten Zustands benoétigt, die aus der Fluoreszenzlebenszeit 7 eines Molekiils und seiner

Quantenausbeute @ berechnet werden kann:[¢”!

)
k,=—X Gleichung 3-21
Tr
1
k, =——k, Gleichung 3-22
Tr

Aus der Auftragung von In(k,) gegen 1/T erhélt man den praexponentiellen Faktor 4 durch
delogarithmieren des Achsenabschnitts, wéihrend sich die Aktivierungsenergie E4 aus der

Steigung multipliziert mit der idealen Gaskonstanten berechnen Iésst.
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3.3. Ladungstransfer in DNA

Je nach Art der transportierten Ladung unterscheidet man zwischen oxidativem Loch- und
reduktivem Elektronentransfer. Obwohl beide Ladungstransferprozesse die Bewegung von
Elektronen durch die DNA beschreiben, kann der Lochtransfer nicht als Elektronentransfer in
entgegengesetzter Richtung verstanden werden. Betrachtet man die Mechanismen der beiden
Prozesse, so erkennt man, dass der grundlegende Unterschied in den beteiligten Orbitalen zu
finden ist. Wéhrend der oxidative Lochtransfer HOMO-kontrolliert erfolgt (Abb. 3-9), lauft
der reduktive Elektronentransfer unter LUMO-Kontrolle ab (Abb. 3-10).

Erzeugung eines Elektronenlochs

— LUMO X
VX=X -DE" X — X — X —Ak—X — X

LUMO —— VXX XX XXX — X — X

oxidativer
Ladungstransfer

e + HOMO .
/T X —X —DE=X — X —X —AK—X — X~
¥ o T T T g
HOMO —— VX — X —X —X—X —X—X—X — X

Do* Ak

Abb. 3-9: Schema des oxidativen Lochtransfers. Ein Elektron aus dem HOMO des Ladungsakzeptors Ak wird in
das HOMO des angeregten Ladungsdonors Do iibertragen.

Erzeugung eines Uberschusselektrons

LUMO —L— ET\\\ v X—X *DO‘\LX‘\*X\*X\*AK*X — X~
 LUMO | XXX —XEX—X—X—X—Xwy

l reduktiver

Ladungstransfer
Howo —— XD XXX AR XX
- Homo XX XX XXX X XA
Do* Ak

Abb.3-10: Schema des reduktiven Elektronentransfers. Ein Elektron aus dem LUMO des angeregten
Ladungsdonors Do~ wird in das LUMO des Ladungsakzeptors Ak iibertragen.

Das Interesse an Ladungstransferprozessen in DNA wuchs mit der Erkenntnis, dass oxidative

Schadigungen des Erbgutes eine zentrale Rolle bei Mutagenese, Apoptose und Krebs-

[90-92]

entstehung spielen. Reduktiver Elektronentransfer scheint hingegen von deutlich

geringerer biologischer Bedeutung fiir den Menschen zu sein. Lediglich in Basenexzisions-
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Reparaturprozessen spielt reduktiver Ladungstransfer moglicherweise eine Rolle, wie Barton

(93-91 Entsprechende Untersuchungen werden in Kapitel 3.4 genauer

et. al vorschlugen.
erldutert. Bislang konnte keine Schddigung der DNA nachgewiesen werden, die auf
reduktiven Ladungstransfer zurtick zu fiihren ist.

Der Durchbruch zur Untersuchung von Ladungstransferprozessen in DNA gelang erst durch
die Entwicklung der automatisierten Festphasensynthese, die eine systematische Erforschung

B7991 Mittlerweile ist die Vorstellung vom

an definierten Basensequenzen ermoglichte.
Ladungstransport durch den DNA-Basenstapel allgemein akzeptiert und die Diskussion hat
sich vom Mechanismus, zur Frage der biologischen Relevanz und der technischen

Anwendungsmoglichkeiten hin verlagert.

3.3.1. Fluoreszenzmarkierung von Oligonukleotiden

Die natiirlichen Nukleoside A, C, G und T zeigen bei Raumtemperatur keine Fluoreszenz.!'""!

Zur Erforschung des Ladungstransfers ist es daher notig, DNA mit redoxaktiven Sonden, die
zur Erzeugung und auch zum Abfangen der Ladung bendtigt werden, zu modifizieren. Die Art
der Ankniipfung ist abhingig von der verwendeten aktiven Verbindung, der gewiinschten
sterischen Anordnung und der synthetischen Zugénglichkeit des entsprechenden Bausteins.
Die Einfiihrung der Sonden in die DNA kann auf unterschiedlichen Wegen erfolgen,"'*" die
im Folgenden erldutert werden:
e FEinbau einer redoxaktiven Sonde als artifizielle Nukleobase (Abb. 3-11). Als Donor
oder Akzeptor wird synthetisch ein Basensurrogat hergestellt, das {iber eine 2'-
Desoxyribose- oder eine acyclische Linkereinheit kovalent in das Desoxyribose-

Phosphat-Riickgrat verankert wird. 27 10104
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Abb. 3-11: Modifikation der DNA mit artifiziellen Basensurrogaten. Beispiele: 5-Nitroindol (Ni)!'® %! ynd
Ethidium (Et)." 1021041
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e Modifikation eines natiirlichen Nukleosids mit einer redoxaktiven Gruppe (Abb.
3-12). Der Einbau modifizierter Nukleoside in den Basenstapel gelingt {iber
Standardsynthesemethoden (z. B. PydG,!""" 2PydU,"*® BODIPYdU"™") oder durch
chemische Umsetzung von Vorldufermolekiilen an der festen Phase (z. B. Pyin-
Nucleoside M%)y bzw. nach Abspaltung von der festen Phase (z. B.
Methylviologen-Uridin (MV)). Die redoxaktive Gruppe sollte im Idealfall in Richtung

der grofBen Furche ragen, so dass die Basenpaarung moglichst wenig gestort wird.

o
ona /IS ijiy_,(ji)Nf'
AT
o
”’f,,,—’f""/f” o o\/lzﬁﬁ
DNA

3
x
- -
X
- o
|
E-_i') “\‘-5"““*-5__5_55* !l.miln |O NH
) N o
3 DNA’JO )

o)
DNA”
2PydU

Abb. 3-12: Modifikation eines natiirlichen Nukleosids mit Pyren (2PydU) und mit Methylviologen (MV).

e FEinbau der Sonde als Kopfgruppe einer DNA-Haarnadel (Abb. 3-13, links). Die
Modifikation ist iiber Linkereinheiten mit zwei komplementiren DNA-Sequenzen
verkniipft.''*" Bildet sich ein Doppelstrang aus, so kommt die reaktive Gruppe auf
dem Basenstapel zum Liegen. Diese Haarnadelstrukturen sind sehr stabil, nehmen
meist eine B-DNA-Konformation an und dissoziieren erst bei hoher Temperatur.

e Ankniipfung der Sonde iiber eine lange Linkereinheit (Abb. 3-13, rechts). Der Linker
kann entweder am 3’- bzw. 5’-Ende der DNA oder innerhalb der DNA-Sequenz

1201211 Die Verwendung einer langen Linkergruppe gewhrleistet die

befestigt werden.!
bestmdgliche konformative Freiheit fir die Interkalation in den Basenstapel. Die
Position der Interkalation kann durch Variation der Linkerldnge beeinflusst werden,

exakt definiert werden kann sie jedoch nicht.

G[::X-—)(—-X——Xﬂnf WX —X—X—X—Xw
X—X—X—Xw wex—x—x@x=x

Abb.3-13: Links: Redoxaktive Sonde als Haarnadel-Kopfgruppe. Rechts: Interkalator mit Linkereinheit.
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Eine Abschitzung der Triebkraft AG¢r einer Ladungstransferreaktion (CT: charge transfer)

kann mit Hilfe der Rehm-Weller-Gleichung erfolgen:!'** '%]

AGyp=e[E, —E, ]-Ey+C Gleichung 3-23

Dazu wird das Oxidations- (E,,) und Redoxpotential (£,.;) des Donors und des Akzeptors im
Grundzustand bendtigt, die mittels Cyclovoltammetriemessungen bestimmt werden konnen.
Die Anderung der Coulomb-Energie C ist meist gering und kann daher vernachléssigt werden.
Eq ist die Energie des HOMO-LUMO-Ubergangs, die aus dem Schnittpunkt der normierten
Absorptions- und der Fluoreszenzspektren erhalten werden kann. Abb. 3-14 zeigt die
graphische Bestimmung des Schnittpunkts A fiir Ethidium (E, Struktur vgl. Abb. 3-1). Die

Singulett-Energie Ey kann dann nach folgender Gleichung berechnet werden:

c .
Ey,=hv=h— Gleichung 3-24
A
1,0- 1,0
0,8 +0,8
£0,6- \ 06 2
\ \E
E 0,4 \ 04 _8
0,2 \ +0,2
005 e ey —10,0
400 500 600 700
M nm

Abb. 3-14: Graphische Bestimmung des Schnittpunkts zwischen normierter Absorption und normierter

Fluoreszenz von E.

Abhingig vom jeweiligen Ladungstransfer erhédlt man die Potentiale des angeregten Zustands
des Donors (Do) fiir den oxidativen Lochtransfer (HT: hole transfer) und den reduktiven

Elektronentransfer (ET: electron transfer) ndherungsweise aus folgenden Gleichungen:
Oxidativer Lochtransfer: E  (Do)=E. (Do)+E, Gleichung 3-25
Reduktiver Elektronentransfer: E (Do)=E, (Do) - E,, Gleichung 3-26

Die Bestimmung der Redoxpotentiale der natiirlichen bzw. der modifizierten Nukleotide in
DNA ist schwierig, da sie durch die starken Wechselwirkungen aller Nukleobasen

untereinander auch von der bestehenden DNA-Sequenz abhingen. Daher liefern isoliert
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betrachtete Redoxpotentiale der Nukleotide lediglich einen Anhaltspunkt zur Abschitzung der

Redoxvorginge, der tatsédchliche Ablauf muss experimentell bestitigt werden.

3.3.2. Oxidativer Ladungstransfer

Aufgrund der biologischen Relevanz konzentrierte sich das Interesse zu Beginn der Studien
1986 (Barton et al)''** ausschlieBlich auf den oxidativen Lochtransfer. Zunichst wurden die
Ergebnisse der spektroskopischen Untersuchungen gemall der Elektronentransfertheorie von

Marcus'®!

gedeutet. Demnach erfolgt der Ladungstransfer in einem Schritt vom
Ladungsdonor (Do) zum Akzeptor (Ak), ohne dass die Ladung auf einer dazwischen

liegenden DNA-Base lokalisiert ist. Dieser Prozess wird als Superaustausch bezeichnet.

Do"=B; Ak Do"=Bs Ak

A DNA Briicke
SEpo

Do*—Ak L
Ochy, SE Ak
2sfer in 8inem
Schri
Knt hritt

Energie

Anregung
o
o
>
ey

Do—Ak

Abb.3-15: Schematische Darstellung des Superaustausch-Mechanismus beim oxidativen Lochtransfer. Die
Ladung wird vom Donor (Do) zum Akzeptor (Ak) in einem Tunnelprozess iibertragen. B bezeichnet

Nukleobasen des dazwischen liegenden Basenstapels.

Die Rate des Lochtransfers kyr nach dem Superaustausch ist exponentiell von der Entfernung

R zwischen Donor und Akzeptor abhingig. Sie berechnet sich gemi Marcus-Levich-Jortner

nach:!'?*!

kHT -

2 2
27 v ex (—MJ Gleichung 3-27

noJamoak, T 4-A-k,-T

Dazu wird die Reorganisationsenergie 4 sowie die Triebkraft des Elektronentransfers AGgr
benétigt. Das Matrixelement der elektronischen Kopplung 7? verindert sich exponentiell mit
dem Abstand R zwischen Donor und Akzeptor, wobei Vo* den Maximalwert von V* darstellt,

wihrend es sich bei f um einen Proportionalititsfaktor handelt:

V:=v..e"* Gleichung 3-28
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Aus diesen beiden Gleichungen ergibt sich die Abstandsabhéngigkeit der Ladungstransferrate
kyr:

kyy oc e PR Gleichung 3-29
p ist der kritische Parameter, der die Abstandsabhingigkeit des oxidativen Lochtransfers
bestimmt. £ ist abhéngig von den Eigenschaften der Briicke B und deren Kopplung mit Donor
und Akzeptor. Fiir den oxidativen Lochtransfer in DNA gemil des Superaustausch-

Mechanismus sind f-Werte im Bereich von = 0,6- 0,8 A" charakteristisch.

Tabelle 3-1: Ubersicht wichtiger Experimente zum oxidativen Ladungstransfer in DNA.

Ladungsdonor/ BIAT] ker [s7] Arbeitsgruppe Jahr
Ladungsakzeptor

Ru(IT)/ Rh(IIT) Komplexe ,,0,2¢04] 10° Barton 121 1993
Ru(IT)/ Rh(IIT) Komplexe 1,0-1,5 10° Meade " 1995
St/ G 0,64 10° - 10" Lewis/Wasielewski ''®! 1997
Et’/ Rh(IIT) Komplex - 10" Barton ! 1997
Ac/ G 1,4 10° - 10" Tanaka ' 1998
Rf/ GG - - Saito!1%] 1998
Et/ Z - 10" Barton/Zewail % 1999
Ap/ G L0.19-1,0  10°-10" Barton/Zewail 77 1] 1999
AQ/ GG, AQ/ OxoG - - Schuster'™! 1999
Ap/ G 0,75 10°- 107 Shafirovich "™ 2000
Ap/ G 0,6 10°- 10" Barton/Zewail ") 2000
AQ/ GG - - Schuster!"™! 2000
Ac/ G, Ac/ Z 0,8—2,0 10"- 10" Michel-Beyerle ' 2001
Py/ G, Ptz/ G ,02-03 10* Majima/Kawai ' 2002
NBPy/ PG - - Saito!"*"! 2002
Ru(IT) Komplex/ Me-In - > 10’ Barton "™ 2002
AQ/ PA - - Saito!"*! 2003
Ap/ G, Ap/ G - - Barton " 2004
AQ/ GG - - Schuster!" 2004
Rh(IIT) Komplex/ *C, AQ/ *C - - Barton"*" 2004
St/ Sto 0,4 10° Lewis/Wasielewski ™" 2004
Sa/ Sd - - Lewis/Fiebig/Shafirovich™" 2006
Et/ Z 0,4 10"- 10" Fiebig/Wagenknecht '™ 2006

[ Angabe der f-Werte bei Ladungstransfer gemiB des Hopping-Modells genaugenommen nicht zulissig, da es sich um einen inkoherenten
Prozess handelt, wodurch die Markus-Theorie nicht angewandt werden kann. Abkiirzungen: Ac= Acridin, Ap=2-Aminopurin,
AQ = Anthrachinon, “¥A = N>-Cyclopropyladenin, “*C = N*-Cyclopropylcytosin, DAP = N,N’-Dimethyl-2,7-diazapyren, Et’ = Ethidium
iiber 5’-Ende mit DNA verkniipft, Et =kovalent an DNA gebundenes Ethidium, G = Guanin, “*G = N’-Cyclopropylguanin, ™G = N*-
Phenylguanosin, Me-In = 4-Methylindol, OxoG = 7,8-Dihydro-8-oxoguanin, Ptz = Phenothiazin, Py = Pyren, Sa = Stilbendicarboxamid,
Sd = Stilbendiether, St = Stilbendicarboxamid, Sto = Stilbenether, N®*U = Cyanobenzophenon-substiuiertes Uridin, Z = 7-Deazaguanin.
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Anhand von Tabelle 3-1, die eine Zusammenfassung wichtiger Studien zum oxidativen
Lochtransfer in DNA enthélt, wird ersichtlich, dass die experimentell ermittelten S-Werte
zwischen f<0,1 A und B=1,5A" liegen. Das Auftreten sehr geringer B Werte
(<02 A) in einigen Untersuchungen zum weitreichenden oxidativen Lochtransfer in DNA
wies auf eine deutlich geringere Distanzabhiangigkeit hin, was dazu flihrte, dass das Modell
vom Superaustausch nicht angewandt werden konnte. Giese et al. und Jortner et al. schlugen

)13 B 1m - Gegensatz zum

als Alternative den Hopping-Mechanismus vor (Abb. 3-16
Superaustausch wird hier die Ladung in mehreren Schritten vom Donor zum Akzeptor
transportiert, wobei sie kurzzeitig auf intermedidren Ladungstragern lokalisiert ist. Aufgrund
der Oxidationspotentiale der DNA-Basen, die in der Reihe Eo(G/G™) <Ex(A/A™)
<Eox (C/ C) = Eoy (T/ T zunehmen, > 3% ist das Guaninradikalkation G™* der wahrschein-
lichste intermedidre Ladungstrager. Der entscheidende Faktor in diesem Modell ist nicht der
Abstand zwischen Donor und Akzeptor, sondern die Anzahl der dazwischen liegenden
Hopping-Schritte. Jeder einzelne Hopping-Schritt stellt einen stark distanzabhingigen
Tunnelprozess von einem intermedidren Ladungstrager zum Nichsten dar. Lewis et al.
konnten die Rate kyop() fiir oxidativen Ladungstransfer von einem G auf GG bestimmen. Sie

liegt bei kHop(G): 5 107 S_l.[157]

A D= T/C Ak
Do'=A*tAk
Do*—Ak
— o- o+ o- ot o- o+
gl sk { \Bo ~GiEAk  DO=GyTAk  Do=GiEAk
e SE,
5 o Khop Khop \ } Ak
o~ o+
qg)) Lochtransport in vielen Schritten Do —Ak
E Abfangen der Ladung
Do —Ak

Abb. 3-16: Schematische Darstellung des G-Hopping-Mechanismus beim oxidativen Lochtransfer. Die Ladung
wird vom Donor (Do) zum Akzeptor (Ak) in mehreren Schritten iiber intermediire Ladungstriger (G™)

iibertragen.

Verschiedene Arbeitsgruppen, darunter Barton,!'*> 147 158102 gj1ol135- 1461 - Gigge 1031681 ypg

139, 141, 148, 169
Schuster,[ » 141, 148, 169]

zeigten, dass Ladungstransfer auch iiber lidngere AT-Sequenzen
(n > 3) stattfindet, was mit dem G-Hopping-Mechanismus nicht erkldrt werden kann. Daher

wurde angenommen, dass auch Adeninradikalkationen A" als intermedidire Ladungstriger
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eine wichtige Rolle spielen, was dazu fiihrte, dass das bestehende G-Hopping-Modell durch

A-Hopping erginzt werden musste.

Do=attak  Do=astak

Do*—Ak KHOPGAY
3Epo [ \Do"—e;*—Ak Do'le'iAl/ N\ Do=G3 LAk

Energie

5 kHoP(G) l
(=
3
o
2
<
Abfangen der Ladung
Do—Ak

(:3‘_\\(?;7?\?7_?_?_7 T
VW —T—6 —T—A—C—(A-A-A-A—A—C WV

Abb. 3-17: Schematische Darstellung des Lochtransfers nach dem Hopping-Mechanismus iiber Guanine und
Adenine. Die Ladung wird vom Donor (Do) zum Akzeptor (Ak) in mehreren Schritten iliber intermedidre
Ladungstriger G™" und A" iibertragen (oben). Polaron-ihnliches Hopping-Modell zur Beschreibung von weit-

reichendem Lochtransfer {iber laingere AT-Sequenzen (unten).

Diese These konnte in neueren Arbeiten von Lewis et al. durch zeitaufgeloste
spektroskopische Experimente bestitigt werden.!'® Mit Hilfe des in Abb. 3-18 (rechts)
dargestellten Donor-Akzeptor-Systems konnten die Ratenkonstanten des oxidativen
Ladungstransfers in Abhéngigkeit von der Anzahl dazwischenliegender AT-Basenpaare

bestimmt werden (Abb. 3-18, links).
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Abb. 3-18: Links: Ratenkonstanten des oxidativen Ladungstransfers nach Lewis et al'" (a: Superaustausch-
Mechanismus; m: Hopping-Mechanismus) und Ergebnisse der Strangbruchexperimente von Giese et al.!'® (o:
Superaustausch-Mechanismus; ®: Hopping-Mechanismus). Rechts: Ladungsdonor-Akzeptor-System nach Lewis

et al.: Stilbendicarboxamid (Sa) als photoanregbarer Donor und Stilbendiether (Sd) als Lochakzeptor.
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Die Rate fiir einen A-Hopping-Schritt konnte zu kuopy=10'"s" bestimmt werden.!'"!!

AuBerdem fand man heraus, dass die Rate kyop des 4-Hopping-Mechanismus nur geringfiigig
vom Abstand zwischen Donor und Akzeptor abhéngig ist.

Bekanntlich konnen Protonentransferprozesse auf einer dhnlichen Zeitskala ablaufen wie
Ladungstransferprozesse und dadurch die Effizienz des Ladungstransfers erheblich
beeintrachtigen.!'”? Untersuchungen der Arbeitsgruppen Giese!'””! und Shafirovich!'** 17+177]
liefern deutliche Anhaltspunkte dafiir, dass das G-Hopping an Protontransferprozesse

AR untermauert, die heraus-

gekoppelt ist. Dies wird durch die Ergebnisse von Huber et a
fanden, dass der pKs-Wert des Guaninradikalkations G™ (pKs~ 3,9) in einem #hnlichen
Bereich liegt, wie der der komplementiren DNA-Base C (pKs ~4,5).l"”"! Daher ist es sehr
wahrscheinlich, dass Protonentransferprozesse das Hopping iiber G beeinflussen und
moglicherweise sogar unterbrechen konnen. Der Ladungstransport durch A-Hopping wird
hingegen nicht durch Protonentransferprozesse beeintrichtigt, da einerseits das
Adeninradikalkation A" eine starke Saure darstellt (pKs < 1), Thymin aber andererseits eine
sehr niedrige Basizitit aufweist (pKs(T(H)") =-5).""") Daher wird die Ladung effizienter
weiter transportiert, was auch die geringe Distanzabhéngigkeit des 4-Hoppings erklirt.!'®" #1]
Die Arbeitsgruppe Barton zeigte, dass weitreichender oxidativer Ladungstransport durch
DNA auch iiber Distanzen von mehr als 200 A méglich ist.['>®

Zur mechanistischen Beschreibung des weitreichenden oxidativen Ladungstransfers schlugen
Schuster et al. ein polaron-ihnliches Hopping-Modell vor.["*!- 19 821 Dieses Modell basiert
auf der Annahme, dass die Oxidation einer Base innerhalb einer bestimmten DNA-Sequenz
mit einer strukturellen Verdnderung einhergeht, die die Energie des Systems verringert.
Demzufolge wird das Radikalkation durch eine Orientierungsdnderung benachbarter Basen,
die zu einer Delokalisierung der Ladung iiber mehrere Basen fiihrt, stabilisiert. Der
Ladungstransfer in DNA erfolgt so lange, bis das Radikalkation durch Delokalisierung so gut
stabilisiert wird, dass die Energie fiir einen weiteren Hopping-Schritt nicht mehr ausreicht.
Neuere Untersuchungen der Arbeitsgruppe Barton zeigen, dass die Flexibilitdt und Dynamik
der DNA in den Modellen beriicksichtigt werden muss, da Ladungstransfer iiber lingere
Distanzen nur auf einer Zeitskala moglich ist, in der sich auch die Bewegungen der
Nukleobasen im Basenstapel vollzichen.!"**! Man nimmt an, dass die Voraussetzung fiir einen
effizienten Ladungstransfer in DNA eine optimale Uberlappung der zwischen Donor und
136, 147, 160, 183] ..

Akzeptor liegenden Orbitale ist. Dieser Vorgang wird als ,,base gating* |

zeichnet und gilt sowohl fiir den oxidativen als auch fiir den reduktiven Ladungstransfer.
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Die Art des Ladungstransfers durch DNA kann nicht als intrinsische Eigenschaft eines Donor-
Akzeptor-Systems aufgefasst werden. Vielmehr scheint es, dass Ladungstransfer tiber kurze
Distanzen in den meisten Systemen nach dem Superaustausch-Prinzip, weitreichender

Ladungstransfer jedoch nach dem Hopping-Mechanismus verlduft./'>"

3.3.3. Reduktiver Elektronentransfer

Die Erforschung des reduktiven Elektronentransfers begann erst einige Jahre spiter und

1261 I den letzten 10 Jahren

wurde zundchst nur von wenigen Arbeitsgruppen betrieben.
wurden die Bemiihungen intensiviert und die Untersuchung des reduktiven Ladungstransfers
vorangetrieben.

Der reduktive Elektronentransport durch die DNA-Helix benétigt einen Ladungsdonor zur
Injektion des Elektrons, sowie einen Ladungsakzeptor mit einem geeigneten Reduktions-
potential zum Abfangen des Elektrons. Zu Beginn wurden die Mechanismen des oxidativen
Lochtransfers auf die Wanderung des Uberschusselektrons im reduktiven Ladungstransfer
ibertragen. Dementsprechend wurde auch hier angenommen, dass Elektronentransfer iiber
kurze Distanzen nach dem Superaustauch-Prinzip erfolgt, wihrend der Transfer iiber weitere

(18] Aufgrund der von

Distanzen wahrscheinlich gemilB3 des Hopping-Mechanismus verlauft.
Seidel et al. veroffentlichten Reduktionspotentiale der Nukleobasen in der Reihenfolge
Ered (T/ T) = Epeq (dU/ dU™) = Ereq (C/ C7) < Breq (A/ A7) < Brea (G/ GO wurde  an-
genommen, dass beide Pyrimidinradikalanionen T™ und C™ als intermedidre Ladungstrager
fungieren.!"™ Nach Steenken weisen T™ und C™ jedoch stark unterschiedliche Basizititen auf,
wobei C™ mit einem pKa(C(H)") > 13 deutlich basischer ist als T~ (pKa(T(H)')= 6,9).['7- 1¥]
Spétere Arbeiten der Arbeitsgruppe Wagenknecht zeigten, dass der Protonentransfer den
Elektronentransfer stark beeinflusst, was darauf schliefien ldsst, dass T~ gegeniiber C~ eine
groBere Bedeutung als Elektroneniibertriger hat,!!7®: 186-188]

Zur Erforschung von Elektroneninjektion und reduktivem Elektronentransfer wurden bereits
Flavin (F1),''®" ! Naphthalindiamin (Nd),'"”"" '# Stilbendiether (SbE),!''®! das Thyminderi-
vat Tx "> Y das Phenothiazinderivat Pz!"**! Phenothiazin-dU (PzdU) "**), Aminopyren
(Apy),"°* 7 die pyrenmodifizierten Uridine 1PydU "% 81 2pydU %% 2% ynd pedU Y,
Thiazol Orange (TO) (2021 und Ethidium (Et) * 3% als photoanregbare Elektronendonoren
kovalent an Oligonukleotide gebunden. Die Redoxeigenschaften dieser Chromophore

unterscheiden sich sehr deutlich, wie Abb. 3-19 zeigt.
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Abb. 3-19: Ubersicht verschiedener Ladungsinjektoren zur Auslosung des reduktiven Elektronentransfers in

DNA.

Der Nachweis des erfolgreichen Elektronentransfers durch DNA kann sowohl durch
ESR-2%29 ynd zeitaufgeldste Fluoreszenzmessungen, als auch auf chemischem Wege

geschehen. Dazu wird ein artifizieller Baustein in die DNA-Sequenz inkorporiert, dessen
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Radikalanion eine Verdnderung des DNA-Stranges bewirkt. Wird das Oligonukleotid in zwei
Fragmente gespalten, konnen die entstehenden Bruchstiicke bzw. die Menge des ver-
bleibenden intakten DNA-Stranges anschlieBend durch HPLC!'®, Gelelektrophorese!™!" '

oder Kapillarelektrophorese!**

analysiert werden.

Die Arbeitsgruppe Carell verwendete als Elektronendonor das reduzierte und deprotonierte
Flavinderivat Fl, das im angeregten Zustand ein Reduktionspotential zwischen -2.6 V und
-2,8 V besitzt und damit in der Lage ist, alle natiirlichen Nukleobasen zu reduzieren.?% 21%
Zur Detektion des photochemisch induzierten Elektronentransfers durch den DNA-Duplex
wurde ein Thymindimer (T"T) benutzt, das dem in der menschlichen Zelle als Photoschaden
bekanntem Thymidindimer gleicht. Die Cycloreversion des Vierrings nach Aufnahme eines
Elektrons fiihrt somit zur Entstehung zweier kurzer DNA-Bruchstiicke, die mittels RP-HPLC
detektiert wurden. Die Spaltung des Thymindimers verlduft vergleichsweise langsam
(k= 10° s™") und nahezu unabhingig von der Distanz zum Donor, von der DNA-Sequenz und
von der Richtung des Elektronentransfers. Diese Resultate deuten auf einen Elektronen-

transport gemif des Hopping-Mechanismus hin.*''-*!%
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Abb. 3-20: Schematische Darstellung der durch Elektroneniibertragung induzierten Strangbriiche mit TAT

(oben) und BrdU (unten) als Akzeptoren. Die Wasserstoffabstraktion kann im Falle von BrdU auch an der C1°-

Position erfolgen.!*!*#!4

Giese und Carell konnten zeigen, dass die Spaltungsreaktion eines Thymindimers unter
»Katalyse* eines Elektrons stattfindet.!"” Das Uberschusselektron verbleibt in einem der
beiden entstehenden DNA-Stringe und ist in der Lage, mehr als ein Thymindimer im gleichen

DNA-Strang zu spalten. Fiir diese Experimente verwendeten Giese et al. als Ladungsdonor
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das Thyminderivat Tx, das durch photochemische Spaltung des tert-Butylketonrests nach
Norrish in ein Ketylradikal mit einem Redoxpotential von -2.1 V {iberfiihrt wird. Das

[193. 194 Dieses System ist

iiberschiissige Elektron wird anschlieBend auf Thymin {ibertragen.
im Gegensatz zu Naphtalendiamiden und Flavinen, nur zur Injektion eines Elektrons in der
Lage, ein Riickelektronentransfer zum Injektor ist hier nicht moglich.

Die Arbeitsgruppe Rokita!'®" '** 1! setzte Naphthalindiamid Nd als artifizielle Nukleobase
ein. Dessen angeregter Zustand besitzt ein Reduktionspotential von -2.6 V und ist daher nicht
mehr zur Reduktion von Guanin fihig, ermdglicht aber die Ubertragung von Elektronen auf
die verbleibenden drei natiirlichen Nukleobasen. Als Ladungsfalle wurde 5-Brom-2’-
desoxyuridin (BrdU) verwendet, von dem nach Aufnahme eines Elektrons ein Bromidion
abgespaltet wird (vgl. Abb. 3-20)."" ") Das zuriickbleibende neutrale Uridinradikal geht
Folgereaktionen ein, deren Produkte bei Zugabe einer Base (z. B. Piperidin) einen Strang-
bruch erzeugen. Gleichzeitig wird mit dem Austritt des Bromidanions das iiberschiissige
Elektron aus der DNA entfernt. Daher kann im Gegensatz zum Thymindimer keine weitere
Spaltungsreaktion auftreten. Man vermutet, dass BrdU ein Reduktionspotential vergleichbar
dem unmodifizierter Pyrimidinbasen besitzt und damit eine kinetische, keine thermo-
dynamische Elektronenfalle darstellt.!'* '

Das System aus Naphthalindiamid und BrdU weist eine deutliche Distanz-, Sequenz- und
Elektronentransferrichtungsabhéingigkeit auf, typische Merkmale eines Superaustausch-
Mechanismus. Verglichen mit dem Thymindimer zeigt BrdU eine wesentlich schnellere
Reaktionszeit (k~10'"s™), wodurch eine detaillierte Untersuchung sehr schneller
Elektronentransferprozesse ermoglicht wird.*'®!

Im Wesentlichen kann der reduktive Elektronentransfer in DNA, ebenso wie der oxidative
Lochtransfer, mit Hilfe des Superaustausch- und des Hopping-Mechanismus beschrieben
werden, was durch die bisherigen Studien zum reduktiven Elektronentransfer, die in Tabelle
3-2 zusammengefasst sind, gezeigt wird.

Wie bereits erwéhnt, sind fiir den reduktiven Ladungstransfer keine Folgeschidden in der DNA
unter natiirlichen Bedingungen bekannt. Die Anwendungsmoglichkeiten dieses Prozesses

liegen vor allem in der DNA-Chiptechnologie und Nanotechnologie.!'® 2!l
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Tabelle 3-2: Ubersicht einiger wichtiger Experimente zum reduktiven Ladungstransfer in DNA

Ladungsdonor/ Ladungsakzeptor B AT Arbeitsgruppe Jahr
E/V - Fromherz 25 1986
E/V, Ac/ DAP 1,0 Harriman 1992
Ru(II)/ Rh(IIT)-Komplexe <,,0,2¢ Barton"*! 1993
Py/ V - Shafirovich*" 1997
St/ G 0,64 Lewis!"6- 118, 228.229] 1997
SbE/ C, T, BrdU - Lewis!""- #0231 1999
eaq/ Ne, e,q/ Nq - Anderson'** 1999
€aq/ Mx 0,9 Sevilla??>2%% %4 2000
FI/ TAT 40,1 Carell"™- >3] 2000
Py-dU/C, T - Wagenknecht"™*" '] 2002
Nd/ BrdU 0,3 Rokitg!"”" 1% 215 237] 2003
Tx/ TAT - Giese/ Carell™" 2004
PtzdU/ BrdU - Wagenknecht"** %) 2005
PedU/ BrdU - Netzel™"") 2005
PydU/ BrdU - Wagenknecht"™®! 2005
Et/ Ni 0,32 Wagenknecht®" 2006
Ptz/ Tg - Ito/ Nishimoto™" 2006
Fl/ BrdU, BrdA, BrdG - Carell*™ 2006
Fl/ OxT, OxdU - Carell™ 2006
Ir(II)-Komplex/ c - Barton**"! 2007
To/ Ni - Wagenknecht** 2008
Apy/ BrdU, Apy/ 1dU - Fiebig/ Lewis""" 2009

[ Angabe der -Werte bei Ladungstransfer gemiB des Hopping-Modells genaugenommen nicht zulissig, da es sich um einen inkoherenten
Prozess handelt, wodurch die Markus-Theorie nicht angewandt werden kann. Abkiirzungen: Ac = Acridin, Apy = Aminopyren, BrdA =
Brom-dA, BrdG= Brom-dG, BrdU = Brom-dU, “*C = N*-Cyclopropylcytosin, DAP = N,N’-Dimethyl-2,7-diazapyren, E = Ethidium, Et =
kovalent an DNA gebundenes Ethidium, e,q. = solvatisierte Elektronen (aus wiéssrigen Losungsmitteln durch y-Bestrahlung), F1 = Flavin,
IdU = Iod-dU, Mx = Mitoxantron, N¢ = Nitroacridin, Nd = Naphthalindiamid, Ni = 5-Nitroindol, Nq = Nitrochinolin, OxdU =
Thyminoxetan-dU, OxT = Methylthymidinoxetan, PedU = Perylen-dU, Ptz = Phenothiazin, Py = Pyren, PydU =Pyren-dU, PtzdU =
Phenothiazin-dU, Sbe = Stilbendiether, St = Stilbendicarboxamid, Tg = Thymindiol, To= Thiazol Orange, Tx= Dialkylketonmodifiziertes
Thymin, TAT = Thymindimer V = Methylviologen.

3.4. Biologische Relevanz von Ladungstransferreaktionen in DNA

Viele Schiaden am Erbgut entstehen durch das Auftreten radikalischer Ladung in der DNA.
Diese Radikale konnen durch verschiedene Faktoren erzeugt werden, z. B. Bestrahlung
(Rontgen, UV), Sauerstoff- und organische Radikale, sowie Alkylierungsreagenzien.”! Ein
wichtiges Intermediat bei radikalischen DNA-Schidigungen ist das Guaninradikalkation G™,
das durch Reaktion mit Molekiilen in seiner Umgebung (z. B. H,O, O;) zur Bildung von
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oxidativen Guaninschiden (G®) fiihrt.**!- ** Viele Oxidationsprodukte des Guanins konnten

identifiziert werden und einige wichtige sind in Abb. 3-21 zusammengefasst.

: (&) ;

H
M N NH
< NH; o= [ I’
HN™ N N
o Ho|o 0 N°NH
e H ., o
DNA \‘ o DNA \| o
ovb‘ diz - Le" o»b‘ 8-ox0-dG

DNA DNA

o HN™ °N HN® N° NH;
O 0O
DNA 0 DNA 0

ONHDNA dOz O““‘DNA Fapy-dG

Abb. 3-21: Ubersicht wichtiger Oxidationsprodukte des Guanins (G**). Erliuterungen: Fapy-dG: 2,6-Diamino-4-
[241-243]

hydroxy-5-formamidopyrimidin, 8-0x0-dG: 8-Oxo0-7,8-dihydroguanin, dOz: Oxazolon, dlz: Imidazolon.
Als Beispiel fiir die mutagene Wirkung von oxidiertem Guanin soll hier 8-oxo-dG erldutert
werden,'””! durch dessen Bildung sich das Konformerengleichgewicht verschiebt. Es entsteht
ein Gemisch aus anti- und syn-staindigem 8-oxo0-dG. Wird 8-o0xo0-dG vor der Replikation als
fehlerhafte Base erkannt und von Reparaturenzymen beseitigt, ergeben sich keinerlei Folgen
fiir den Organismus. Auch das Vorliegen von 8-0x0-dG in der anti-Konformation bleibt
folgenlos, da die Watson-Crick-Basenpaarung erhalten bleibt und bei der Replikation durch
die DNA-Polymerase ein C gegeniiber 8-0x0-dG eingebaut wird. Kommt es allerdings zu
einer Konformationsédnderung in die syn-Form, wird aufgrund der Hoogsteen-Basenpaarung
mit A bei der Replikation ein A gegeniiber von 8-0xo-dG eingebaut. Wird bei der
anschlieBenden Reparatur 8-oxo-dG als fehlerhafte Base gegeniiber A erkannt, wird es durch
Nukleotidexzession entfernt und stattdessen T als komplementire Base zu A eingebaut. Damit
ist die Mutation abgeschlossen, in der das urspriingliche GC-Paar durch ein AT-Paar
ausgetauscht wurde (vgl. Abb. 3-22).

Carell et al konnten diese Mutation mittels Kristallstrukturen der einzelnen
Replikationsschritte von oxidativ geschidigter DNA eindeutig nachweisen.”**! In ihren
Untersuchungen zeigte sich, dass das mutagene Hoogsteen-Paar bestehend aus 8-oxo0-dG und

A wihrend der Replikation ein intaktes TA-Paar imitiert.
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Watson - Crick - Basenpaar:

= W/\ [8-oxo-dG + @ ]
OI \O( “d-Ribose
O=< j\)\)\ s ’ lDNAReparatur
d-Ribose Keine Mutation:
anti [ G + ® ]
H Hoogsteen - Basenpaar:
_-H-N N
NW?\J [s-oxo-dG + A ]
(o} s LRI
HN—( H \=n d-Ribose
HQN%\ J=N lDNAReparatur
N /&
N™ ™0 G- T Mutation:
d-Ribosé
(]| <]
syn

Abb. 3-22: Schematische Darstellung einer durch G-Oxidation ausgeldsten Mutation von -GC- nach -TA-.

Kiirzlich zeigte die Arbeitsgruppe Barton, dass reduktiver Elektronentransfer durch DNA eine
Oxidation des DNA-gebundenen Basenexzisions-Reparaturenzyms MutY bewirkt,”>*"
welches Fehlpaarungen von Adenin mit 8-Oxo-7,8-dihydroguanin (8-oxo-dG, vgl. Abb. 3-21)
oder Guanin korrigiert.”*) MurY beinhaltet, wenn es ungebunden in der Zelle vorliegt,
redoxinaktive [4Fe4S]*"-Cluster. Durch Bindung an die DNA éndert sich das Redoxpotential
so, dass der Cluster unter Abgabe eines Elektrons in den DNA-Basenstapel zu [4Fe4S]"
oxidiert werden kann. Daher wird vermutet, dass Ladungstransportprozesse durch DNA eine
Aktivierung der Reparaturenzyme bewirken. Der induzierte reduktive Elektronentransfer kann
zur Reduktion eines weiteren gebundenen Enzyms genutzt werden, das anschlielend aufgrund
geringerer Affinitdit von der DNA abdissoziiert. Im beschadigten DNA-Duplex wird der
reduktive Elektronentransfer unterbrochen, wodurch das Enzym an der DNA gebunden bleibt.

Dadurch kann die Sequenz nach fehlerhaften Basenpaarungen abgefragt und

Reparaturmechanismen eingeleitet werden.

va*X*X*X*X*X7X7X7X7X7X7X7X7X7X7X7XWV

intakte DNA !
v X @ X*X*X*X*X*X*X*X* — 7X7X7X7XW
C
/ [4Fe4$]2‘

[4Fe4S]”

Basen-

fehlpaarung
‘ ¥ Q
WX —X

X X—X—X—Y—X—=X—X—X—X
beschadigte DNA | | o R H— U
VX —X—X—X—X—X—X—X—X—X—X—X—X—X—X—X—Xw

X

Abb. 3-23: Schematische Darstellung der reduktiven Elektronentransfertransferprozesse zwischen zwei DNA-

bindenden Proteinen in der Basenexzisions-Reparatur durch MutY.
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3.5. Ethidium als biochemische Sonde fiir Ladungstransferreaktionen

Die intensiv violett gefirbte Verbindung 3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenyl-phenantridinium-
bromid, manchmal auch als Homidiumbromid bezeichnet, ist unter dem Handelsnamen
Ethidiumbromid (E) bekannt geworden. Die Substanz und erste Derivate wurden bereits 1930
synthetisiert, in den 1950er Jahren begann die Nutzung verschiedener Derivate als
Medikament gegen Trypanosomis in der Tiermedizin.**® **"! 1963 erkannte Elliot, dass
Ethidiumbromid an DNA binden kann.**®! Detaillierte Untersuchungen von Waring ergaben,
dass die zur Verfligung stehenden Bindungsplitze abgesittigt sind, sobald ein Molekiil
Ethidiumbromid pro 4-5 Nukleotide gebunden wurde.**”! Spiter fand man heraus, dass es an
vorgeschidigte (,,bulged”) DNA deutlich besser bindet als an intakte DNA.'**"! Schuster et al.
konnten zeigen, dass photoangeregtes Ethidiumbromid in vorgeschéddigter DNA irreversible
Schiden hervorruft, die von DNA-Reparaturenzymen oft nicht mehr erkannt werden."! Seit
1972 wird Ethidiumbromid aufgrund seines starken Fluoreszenzanstiegs bei Interkalation in
DNA in der Biologie und Biochemie als Anfarbereagenz fir DNA nach der Gel-

elektrophorese angewandt.*

Abb. 3-24: Struktur von Ethidiumbromid (E).

1975 priasentierte die Arbeitsgruppe Sobell die erste und bisher einzige Kristallstruktur von
interkaliertem Ethidiumbromid."*** Sie cokristallisierten dazu Ethidiumbromid mit den
selbstkomplementidren Dinukleotiden 5-lodocytidylyl(3'-5")Guanosin oder 5-lodouridylyl(3'-
5")Adenosine. Die Einzelzelle des entstehenden Komplexes besteht aus zwei Molekiilen
Ethidiumbromid und zwei Dinukleotiden, die liber Watson-Crick-Basenpaarungen einen
Duplex bilden (Vgl. Abb. 3-25). Ein Ethidiumbromid-Molekiil befindet sich interkaliert in
den Miniduplex wihrend das zweite Ethidium-Molekiil von auflen iiber n-n-Stacking an zwei
DNA-Basen gebunden ist. Man erkennt deutlich, dass sowohl der Phenylring an Position 6
des Phenanthridinium-Grundgertists, als auch der Ethylrest an Position 5 in Richtung der

kleinen Furche dieses Miniduplexes ragen und offenbar keine Wechselwirkung mit den DNA-
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Basen eingehen. Auflerdem ragen die Aminogruppen an Position 3 und 8 aus dem Duplex in
Richtung des Zucker-Phosphat-Riickgrats. Aufgrund der gemessenen Abstinde (ca. 3,5 A)
scheint es moglich, dass die Aminogruppen schwache elektrostatische Wechselwirkungen und
Wasserstoffbriickenbindungen mit dem O-5" Phosphodiester-Sauerstoff eingehen. Das zweite
Ethidium-Molekiil ist im Vergleich zum interkalierten Ethidium um 180° gedreht, sodass der
Phenyl- und der Ethylrest in die genau entgegengesetzte Richtung zeigen.

Es ist sehr wahrscheinlich, dass die Ergebnisse der Ethidium-Dinukleotid-Strukturen nicht
uneingeschrinkt auf interkaliertes Ethidiumbromid in lingeren DNA-Duplexen {ibertragen
werden kann. Trotzdem wird diese Kristallstruktur bis heute als Modell zur Beschreibung der

Interkalation von Ethidiumbromid in DNA verwendet.
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Die Fluoreszenzintensitit des Ethidiumchromophors steigt bei Interkalation in DNA stark an.

Abb. 3-25: Kristallstruktur eines Ethidium-Dinukleotid-Komplexes.!**!

Le Pecq und Paoletti begriindeten diesen Effekt 1967 damit, dass interkaliertes Ethidium
durch die hydrophobe Umgebung der DNA von wissrigem Losungsmittel, das Fluoreszenz-
l6schung verursachen wiirde, abgeschirmt wird.”>*) Burns hingegen vermutete, dass der
Fluoreszenzanstieg durch eine Konformationsdnderung des Farbstoffs bei der Interkalation
auftritt. Dadurch wiirden verbotene Ubergiinge teilweise erlaubt, was zu einer Erhohung der
Emission fithrt.””>*! Hudson und Jacobs schlugen ein Modell vor, bei dem der Triplett-Zustand
mit dem angeregten Singulett-Zustand energetisch entartet sei.*> Die durch die Umgebung
induzierte Vergroferung der Energieliicke wiirde in einer geringeren Intersystem-Crossing-
Rate resultieren, was wiederum eine Zunahme der Fluoreszenzintensitit zur Folge hitte.
Olmsted und Kearns untersuchten den Einfluss einiger Losungsmittel auf die Fluoreszenz des
Ethidiums.® Sie zeigten, dass die Fluoreszenzintensitit und -lebenszeit von Ethidium in
unpolaren Losungsmitteln deutlich hoher ist als in polaren Losungsmitteln. Auch in

deuterierten Losungsmitteln stieg sowohl die Fluoreszenzlebenszeit als auch die Emission an.
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Aufgrund ihrer Ergebnisse schlugen sie einen Protonentransfer-Mechanismus vor (vgl. Abb.

3-26).2°01

Protonen-Transfer " +
” Et + LM-H

(Et-H*) + LM

Fluoreszenz

Et-H" + LM - Et + LM-H*

[256]

Abb. 3-26: Postulierter Protonentransfer-Mechanismus von Olmsted und Kearns. Erlduterungen:

Et-H'/(Et-H")": Grundzustand/angeregter Zustand des Ethidiumbromids, Et/Et: Grundzustand/ angeregter

Zustand des deprotonierten Ethidiumbromids, LM: Losungsmittel.

Die geringe Emissionsintensitit des freien Ethidiumbromids in Wasser fiihrten sie darauf
zuriick, dass im angeregten Zustand ein Protonentransfer auf das Wasser stattfindet. Die
hydrophobe DNA-Umgebung nach der Interkalation verringert den Protonentransfer, was sich
in einer steigenden Fluoreszenz widerspiegelt. Vollstindig geklart wird anhand dieses
Modells allerdings nicht, warum die Aminogruppen, die offensichtlich am Protonentransfer
beteiligt sind, bei Interkalation in DNA besser vom Wasser abgeschirmt sein sollen, obwohl
sie aus dem Duplex in Richtung Zucker-Phosphat-Riickgrat ragen.

Trotz intensiver Untersuchungen sind die Griinde fiir die Intensitdtserh6hung der Ethidium-
Fluoreszenz bei Interkalation in DNA immer noch nicht komplett verstanden. Die bisher
vorgeschlagenen Modelle liefern Erklarungsansitze, alle gefundenen Resultate sind jedoch
mit keinem dieser Modelle vollstindig vereinbar. Daher ist die Suche nach den Ursachen fiir

die Intensititserhohung immer noch Gegenstand der aktuellen Forschung und dieser Arbeit.

In Fluoreszenz-Assays mit Nukleinsduren wurden Ethidiumbromid oder dessen Derivate, die

im Folgenden als Ethidium bezeichnet werden, oft als nicht kovalent gebundene

257-260]

Interkalatoren verwendet.! Um allerdings Ladungstransfer in DNA detailiert

untersuchen zu konnen, muss der Ethidiumchromophor kovalent in die DNA eingebaut
werden, damit er an einer genau definierten Position in den Basenstapel interkaliert und somit

die Entfernung vom Ladungsakzeptor exakt festgelegt werden kann. Meist erfolgt der Einbau

261, 262]

tiber einen Linker, wodurch Ethidium intern, wie bei Florentiev et al.,[ oder am 5°-Ende

131,136

des Oligonukleotids, wie bei Barton et al., ! ! platziert werden kann. Da von Florentiev et
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al. keine Experimente zum Ladungstransfer durchgefiihrt wurden, soll im Folgenden nur das

Ethidiumsystem von Barton et al. genauer erlautert werden.

O
~oNx |
+ NH,

Florentiev et al., 1996

Barton et al., 1997

] 1261, 262] J131. 136]

Abb. 3-27: Ethidium-Linker-Systeme, die von Florentiev et a und Barton et a an Oligo-

nukleotide gekniipft wurden.

Fiir ihre Ladungstransferstudien kniipften Barton et al. Ethidium iiber das in Abb. 3-27
gezeigte Linker-System als Ladungsdonor kovalent an das 5°-Ende eines 14mer-Duplex. Als
Ladungsakzeptor verwendeten sie 7-Deazaguanin (Zg; Struktur vgl. Kapitel 3.7, Abb. 3-37),
wodurch sich nach Rehm-Weller cine Triebkraft AG~-0,2 ¢V fiir den oxidativen Loch-
transfer ergibt. 7-Deazaguanin befand sich im Gegenstrang zwei bis vier Basenpaaren entfernt
von Ethidium (vgl. Abb. 3-28).1"*I Durch die flexible Linkeralkylkette bleibt die Beweglich-
keit des Ethidiums im Basenstapel erhalten, die Interkalationsstelle ist jedoch nur mit einer

Genauigkeit von * 1 Basenpaar bekannt.

LT
’.O(‘c:ni

Abb.3-28: Schematische Darstellung der Ladungstransferduplexe von Barton et al. mit Ethidium (Et; pink) als

Ladungsdonor und 7-Deazaguanin (Zg; gelb) als Ladungsakzeptor.!*®!
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Die Ladungstransferraten, die mittels transienter Absorptionsmessungen bestimmt wurden,
waren nur unwesentlich vom Abstand zwischen Donor und Akzeptor abhidngig. Aus den
Abklingkurven konnten zwei Zeitkonstanten ermittelt werden: 7, ~ 5 ps (kcr~2-10"' s) und
72~ 75ps (ker=~1-10"s™"). Fluoreszenz-Anisotropie-Messungen zeigten, dass die Orien-
tierungsrelaxation von freiem Ethidium in Wasser innerhalb von ca. 70 ps verlduft, die
Fluoreszenzloschung von Ethidium in bimolekularen Komplexen mit 7-Deazaguanin erfolgt

(2631 Dementsprechend kann davon ausgegangen werden, dass Ethidium,

im selben Zeitraum.
das trotz Interkalation in den Basenstapel offenbar iiber bestimmte Freiheitsgrade verfiigt, vor
der Ladungsiibertragung eine Umorientierung erfahrt, die ratenlimitierend ist (base gating,
vgl. Kapitel 3.3.2). Die Lebenszeit 7, = 5 ps wird dabei denjenigen Molekiilen zugeschrieben,
in denen Ethidium bereits im Grundzustand optimal mit den Nachbarbasen wechselwirkt,
wodurch keine Umorientierung fiir einen effizienten Ladungstransfer erforderlich ist."*® Mit
Ethidium und 7-Deazaguanin ist ein Donor-Akzeptor-System gelungen, in dem sehr
effizienter Ladungstransfer stattfindet, was sich in den Raten im Bereich von kcr = 10 s bis

ker~10" s zeigt, die zudem weitgehend unabhingig vom Abstand zwischen Donor und

Akzeptor sind.

Valis et al. verwendeten in ihren Untersuchungen zum Ladungstransfer ein Ethidium-
basensurrogat, das liber einen wesentlich kiirzeren Linker in Oligonukleotide eingebaut wurde
(vgl. Abb. 3-29)."*% Zur Untersuchung des oxidativen Lochtransfers wurde ebenfalls 7-
Deazaguanin (Zg) als Akzeptor verwendet, entsprechende Experimente zum reduktiven
Elektronentransfer wurden mit 5-Nitroindol (Ni) als Akzeptor durchgefiihrt. Sowohl fiir den
oxidativen Lochtransfer zwischen Et und Zg als auch fiir den reduktiven Elektronentransfer
zwischen Et und Ni ergibt sich nach Rehm-Weller eine Triebkraft von AG = -0,2 eV. Lag ein
Basenpaar zwischen Donor und Akzeptor, so konnte in Einklang mit den Ergebnissen von
Barton et al. eine Rate von kcr=1-10" s fiir beide Systeme ermittelt werden. Fiir den Et-
Zg-Duplex wurde eine Zeitkomponente von 7;~= 50 ps, fliir den Et-Ni-Doppelstrang eine
Zeitkomponente von 7;= 150 ps bestimmt. In Ladungstransferduplexen mit mehr als einem
Basenpaar Abstand zwischen Ethidium und 7-Deazaguanin bzw. 5-Nitroindol konnte hin-
gegen keine Zeitkomponente im ps-Bereich ermittelt werden. Daraus ergibt sich ein
drastisches Absinken der Ladungstransferraten iiber zwei oder mehr dazwischen liegende
Basenpaare (kcr= 1-10” s bis ker= 1-10° s'l), das sowohl fiir den oxidativen Lochtransfer als
auch fiir den reduktiven Elektronentransfer beobachtet wurde.!'** Es wird vermutet, dass die

konformelle Flexibilitit des Ethidiums durch den Einbau des kurzen, relativ starren Linker-
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systems so stark eingeschrinkt wird, dass die elektronisch notwenige Umorientierung des
photoangeregten Ethidiums kaum bzw. nicht mehr moglich ist. Daher zeigt sich in beiden
Donor-Akzeptor-Kombinationen eine deutliche Distanzabhédngigkeit des Ladungs-

transfers.!'>?!

Abb. 3-29: Links: Ethidiumbasensurrogat (Et) aus den Experimenten von Valis et al. Rechts: schematische

Darstellung der Ladungstransferduplexe von Valis et al. mit Ethidium (Et; pink) als Ladungsdonor und 7-

Deazaguanin (Zg; gelb) oder 5-Nitroindol (Ni; gelb) als Ladungsakzeptor.!'*”

Der Ethidiumbaustein (Et) wird in dieser Arbeit als Elektronendonor eingesetzt und daher in

Kapitel 5 nochmals genauer vorgestellt.

3.6. DNA-Festphasensynthese und postsynthetische Modifikation von DNA-Stringen

In den 1980er Jahren iibertrug Letsinger U7 2**! das von Merrifield *°* entwickelte Prinzip der
Peptid-Festphasensynthese auf die Darstellung von Oligonukleotiden. Die Herstellung von
DNA nach der sog. Phosphoramiditmethode zdhlt seither zu den routineméfig angewandten
Verfahren, da auf diese Weise schnell, effizient und zuverldssig Oligonukleotide synthetisiert
werden konnen.”® %!

Die Funktionalisierung von DNA, beispielsweise mit Fluoreszenzfarbstoffen, ist von grofer
Bedeutung fiir die molekulare Diagnostik ' #* 261 und bildet die Grundlage fiir die Kon-

(267269 Die entsprechenden Marker

struktion DNA-basierter funktionaler Nanomaterialien.
konnen tiber die jeweiligen Phosphoramidite bei der Festphasensynthese der Oligonukleotide
eingebaut werden. Diese Methode ist allerdings auf Modifikationen beschrdnkt, die den
harschen Bedingungen der DNA-Synthese und -Entschiitzung standhalten. Alternativ dazu
kann die Funktionalisierung auch im Anschluss an die Oligonukleotidherstellung erfolgen,

270]

z. B. mittels Pd-katalysierter Kreuzkupplungen! oder durch Amidkupplungen.”’" Ein
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Nachteil dieser Methoden sind jedoch die oftmals geringen Kupplungsausbeuten, welche die

Aufreinigung der funktionalisierten Oligonukleotide erschweren.

[273, 274]

2 und  Sharpless , dass die von

2002 berichteten die Arbeitsgruppen Melda

275, 276]

Huisgen! entwickelte 1,3-dipolare Cycloaddition von Aziden mit Alkinen effizient

durch Kupfer(I) katalysiert werden kann. Diese kupfer-(I)-katalysierte Azid-Alkin-Cyclo-
addition (CuAAC) ist einer der bekanntesten Vertreter der sog. Klickreaktionen, die sich
durch sehr hohe Ausbeuten, milde Reaktionsbedingungen, hohe Regioselektivitit, die
Vertriglichkeit mit einer groBen Bandbreite funktioneller Gruppen, sowie eine einzigartige

Bioorthogonalitdt auszeichnen, da weder Azide noch terminale Alkine in natiirlichen

Systemen vorkommen.!?* 274 277- 2781

Die Vielfalt der Einsatzmoglichkeiten der CuAAC spiegelt sich in der Anzahl der

Veroffentlichungen der letzten Jahre wider, in denen von Modifikationen an Nano-

[286] [287]

partikeln,[279’ 280] Peptiden,[281'283] Proteinen,[284’ 283] Polysacchariden, Viren und

Zellen™! berichtet wird. Der Einsatz der CUAAC zur DNA-Modifizierung war zunichst
allerdings problematisch, da Kupferionen gewdhnlich DNA-Strangbriiche induzieren und so
zu einer Schidigung der DNA fiihren.**"" ** Erst durch Zugabe stark kupfer-(I)-stabili-

sierenden Liganden (z. B. TBTA)™®" konnte dieses Problem gelost werden. Seither konnten

211 Cprel267 277 292]

verschiedene Arbeitsgruppen, darunter Seela und Sirivolu,! und

231 zeigen, dass die CuAAC zur postsynthetischen Funktionalisierung von

294]

Wagenknecht,!
DNA sehr gut geeignet ist..
Zur Modifizierung von Oligonukleotiden mittels CuAAC werden DNA-Strange bendtigt, die
Alkine oder Azide als funktionelle Gruppen enthalten. Das Einfiihren dieser funktionellen

Gruppen kann entweder postsynthetisch, z. B. durch Amidkupplung!®> 2*%!

, erfolgen oder
durch Einbau entsprechend modifizierter Phosphoramidit-Bausteine wihrend der DNA-
Festphasensynthese. Dabei muss beachtet werden, dass azidmodifizierte DNA mittels
Standardfestphasensynthese nur schwer zugénglich ist, da Azide durch die Phosphor-(III)-
Spezies der Phosphoramidite relativ leicht reduziert werden.!*”

Alkinmodifizierte DNA hingegen ldsst sich bequem mittels Standardfestphasensynthese
herstellen. In der Literatur finden sich dafiir eine groe Anzahl unterschiedlicher alkin-
substituierter DNA-Basen oder nicht-nukleosidischer DNA-Bausteine.> 2% #%3%! Einjge

wichtige sind in Abb. 3-30 dargestellt.
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Abb. 3-30: Beispiele fiir alkinsubstituierte DNA-Basen und nicht-nukleosidische DNA-Bausteine, die zur

Herstellung alkinmodifizierter DNA mittels Standardfestphasensynthese verwendet werden.

Kiirzlich zeigte die Arbeitsgruppe Carell, dass sich die CuAAC auch zur Modifizierung von
Oligonukleotiden mit bis zu drei verschiedenen Markern eignet.”**! Sie bauten dazu ein freies
Alkin, ein TMS-geschiitztes Alkin und ein TIPS-geschiitztes Alkin mittels Standardfest-
phasensynthese in ein Oligonukleotid ein und modifizierten es schrittweise nach selektiver
Entschiitzung.

Eine weitere interessante Einsatzmoglichkeit der CuAAC besteht im Nachweis der DNA-
Synthese in vitro und vivo, wie Salic et al. berichteten.”**! Auch die Herstellung komplexer
296]

DNA-Strukturen wird durch CuAAC deutlich erleichtert, wie Arbeiten von Kumar et all

zeigen.

3.7. Detektion von Punktmutationen und das DETEQ-Konzept

Als Punktmutationen (SNP = single nucleotide polymorphism) bezeichnet man verdnderte
Genabschnitte, die sich vom Wildtyp nur in einer einzigen Basenpaarung unterscheiden (vgl.
Abb. 3-31).120- 21305307 1 jeot diese Punktmutation in einer proteincodierenden Region, kann
es bei der Translation zu einer Verdnderung in der Aminosduresequenz des zu codierenden
Proteins kommen. Eine Mutation in einer Promoterregion fiihrt aufgrund verdnderter
Proteinexpression zur Anderung des Phinotyps. In Keimzellen kénnen Mutationen zu

vererbbaren Krankheiten fiihren.
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Abb. 3-31: Beispiel fiir eine Punktmutation: Wildtyp-DNA (oben) und Mutante (unten).

Die SNP-Detektion ist daher fiir die medizinische und pharmazeutische Diagnostik ebenso

(21 22] Hier erhofft man sich neue Er-

wie fiir die Pharmakogenetik von grofer Bedeutung.
kenntnisse beziiglich genetisch bedingter Unterschiede, die v.a. Vertraglichkeit und
Wirksamkeit von Arzneimitteln beeinflussen, um mafgeschneiderte Therapiemethoden fiir
jeden einzelnen Patienten entwickeln zu konnen.

Ein interessantes Target in der molekularen Diagnostik stellt das p53-Protein dar.”®® Es
fungiert in der Zelle als Tumorsuppressor und sorgt wihrend des Zellzyklus an bestimmten
Kontrollpunkten dafiir, dass die Proliferation beschiadigter Zellen gestoppt und

3% Dadurch wird der Organismus

Reparaturmechanismen oder Apoptose eingeleitet werden.
vor der Entstehung von Tumoren geschiitzt. In ungefdhr der Hélfte aller humanen Tumore ist
das p53-Protein als Folge einer Mutation im p53-Gen inaktiv.**! Abb. 3-32 (unten) zeigt die
einzelnen Doménen, die das p53-Protein beinhaltet. Besonders anfillig gegeniiber Mutationen
ist die DNA-Bindungsdomédne (Abb. 3-32, oben), die fiir die Aktivierung der Transkription
von entscheidender Bedeutung ist. Dort ereignen sich iiber 95 % der Mutationen, wobei es
sich bei 75 % dieser Mutationen um Einzelbasenmutationen handelt.”*®! Innerhalb der DNA-

Bindungsdoméne gibt es sechs Codons, die sog. hot spots, in denen gehduft Mutationen

auftreten (vgl. Abb. 3-32).5%
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Abb. 3-32: Hiufigkeit und Verteilung der kanzerogenen Mutationen in den einzelnen Doménen von p53.1%]
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Dieses Beispiel verdeutlicht die enorme Bedeutung der SNP-Detektion. Es wurden bislang
schon einige Methoden zur Erkennung von Punktmutationen entwickelt, die hauptsidchlich auf
elektrochemischer, massenspezifischer (Quarz-Mikro-Waage (QCM)) und optischer
Detektion (Fluoreszenz, Oberflichenplasmonresonanz (SPR)) beruhen.”'” Verfahren, die
Fluoreszenzsignale zur Detektion von SNPs verwenden, konnen im Wesentlichen in
enzymatische und nicht-enzymatische Systeme unterteilt werden. Wichtige Vertreter der

21, 311

enzymatischen Assays sind u. a. die Einzelnukleotid-Primerverlingerung,! I der Invader-

21, 22, 312 ® [21, 22, 313, 314] s - .
+ 223121 ynd der TagMan-Assay [21, 22, 313, 314] Einige interessante Strategien zur

Assay®[
fluoreszenzbasierten SNP-Detektion in nicht-enzymatischen Systemen werden im Folgenden
néher erldutert.
Molecular Beacons "

Bei den sog. Molecular Beacons handelt es sich um Oligonukleotide, die Haarnadelstrukturen
ausbilden und an einem Ende mit einem Fluorophor und am anderen Ende mit einem
Quencher markiert sind (vgl. Abb. 3-33). Aufgrund der rdumlichen Ndhe zwischen
Fluorophor und Quencher kommt es zu einer Loschung der Fluoreszenz durch Energie-
transfer. Ist die genomische Sequenz komplementér zur Sequenz der Molecular Beacons, so
ist der entstehende Duplex deutlich stabiler als die Haarnadelstruktur und wird daher be-
vorzugt gebildet, was einen Fluoreszenzanstieg aufgrund der rdumlichen Trennung von
Fluorophor und Quencher zur Folge hat. Eine Einzelbasenmutation in der Zielsequenz setzt
die thermodynamische Stabilitit des Duplexes so stark herab, dass die Hybridisierung der

Molecular Beacons zur Haarnadelstruktur begiinstigt wird, wodurch die Fluoreszenz durch

Energietransfer weiterhin geldscht wird.

3 _ 5 i) PCR Amplifikation der m
Ziel-DNA
5 o B il) Anlagerung des Molecular IEDIJ:IIEI:I:DI

e Beacons an das Amplikon

5 3 3, 5
JITTTTTTTTTTTT —SIIIEIIIE

3 5 5’ 3

Abb. 3-33: Mechanismus der SNP-Detektion durch Molecular Beacons.*'¥!
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Basendiskrimierende Fluoreszenzsonden"'¥!

Fiir die meisten bisher genannten Methoden zur Detektion von Einzelbasenfehlpaarungen
werden Oligonukleotidsonden mit zwei Modifikationen (Fluorophor und Quencher) bendtigt
und die Fluoreszenzidnderung beruht auf Energietransfer. Alternativ dazu wurden Detektions-
systeme entwickelt, die auf Oligonukleotiden mit fluoreszenten DNA-Basen bzw. Basen-
surrogaten basieren, deren Quantenausbeute sich bei der Hybridisierung dndert. Dazu sind
sog. basendiskriminierende Fluoreszenzsonden (BDF, base-discriminating fluorescence
probes) geeignet, deren Emissionseigenschaften stark von der unmittelbaren elektronischen
und strukturellen Umgebung abhéngig sind. Derartige BDFs werden anstelle einer natiirlichen
DNA-Base in den Sondenstrang eingebaut. Nach Hybridisierung mit der Zielsequenz zeigt
sich durch Verdnderung der Fluoreszenzintensitit, ob der Wildtyp oder eine Mutante vorliegt.

316-320]

Saito et al. ! entwickelten fluoreszenzmarkierte DNA-Basen, die in der Lage sind,

Basenfehlpaarungen durch verminderte Fluoreszenz anzuzeigen (vgl. Abb. 3-34).

BDF-Sonde
FIuoreszenz—_\
(6] Marki
HN Z H O Ziel-DNA \ e ) \ S
O}\N | “ ' ‘ I
—_— A
e ‘ Aod. G A( ‘ G‘)
DNA Ie)
~) )

Abb. 3-34: Prinzip der BDFs nach Saito et al. " am Beispiel von pyrenmodifiziertem Uridin. Nur fiir A als

Gegenbase zum modifizierten U zeigt sich ein starkes Fluoreszenzsignal.

Der Vorteil dieses Systems ist die leichte Handhabung und die Toleranz weiter pH-Wert- und
Salzkonzentrationsbereichen sowie vieler Losungsmittel. Nachteilig ist allerdings, dass die
Fluoreszenz teilweise auch durch die Nachbarbasen C und G geloscht wird.

Seitz et al. verwendeten Thiazolorange (TO) als artifizielle Base in PNA (peptide nucleic
acid) (vgl. Abb. 3-35).321-3%¢

TO

H2N/\/N\)J\OH

Abb. 3-35: TO-PNA-Baustein von Seitz et al.”*"
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Wird ein TO-modifizierter PNA-Strang mit DNA hybridisiert, steigt die Fluoreszenz von TO
erheblich an. Bei Basenfehlpaarungen in unmittelbarer Nachbarschaft sinkt die Emissions-
intensitdt bei Raumtemperatur ab. Die Loschung kann durch Erhéhung der Temperatur noch

verstarkt werden.

DETEQ-Konzept
In der Arbeitsgruppe Wagenknecht wurde das DETEQ-Konzept (Detection by Electron
Transfer-controlled Emission Quenching) zur SNP-Detektion auf der Basis von

Ladungstransfer entwickelt (vgl. Abb. 3-36).1*"!

Einzelbasenfehlpaarung

Detection by
Electron , l l l

C
Transfer-Controlled TN L ]
o 3vrG—C Y*Y*Y*‘G*GV\N‘G
Emission
o

Quenching

Abb. 3-36: DETEQ-Konzept der Arbeitsgruppe Wagenknecht.

Grundlage dieses Konzepts sind Oligonukleotidsonden, die mit einem redoxaktiven
Fluorophor und einem geeigneten Ladungsakzeptor versehen wurden. Nach Hybridisierung
der Sonde mit der Zielsequenz kann es so zu einer Elektroneniibertragung durch die DNA-
Briicke kommen. Da der Ladungstransfer von der elektronischen Kopplung abhingt, die von
der Basenstapelung vermittelt wird, dndert sich die Ladungstransferrate kcr beim Auftreten
einer Basenfehlpaarung in der DNA-Briicke zwischen Fluorophor und Ladungsakzeptor.
Folglich tritt eine verdnderte Fluoreszenz im Vergleich zum Wildtyp auf, was zur Detektion
von SNPs genutzt werden kann.

Der entscheidende Vorteil des DETEQ-Konzepts zur SNP-Detektion besteht darin, dass die
Fluoreszenzidnderungen nicht nur bei direkt benachbarten Basenfehlpaarungen auftreten. Mit
einer DETEQ-Sonde sollte es moglich sein, eine Sequenz von zwei oder sogar ein komplettes
Codon aus drei Basenpaaren auf Fehlpaarungen abzufragen.

Bei diesem Konzept ist der F,-Wert als MaB fiir die Fluoreszenzloschung der entscheidende
Parameter fiir die zuverldssige Detektion, der mit Hilfe der integrierten Fluoreszenz des
fehlgepaarten Duplexes (Fin) und des korrekt gepaarten Referenzduplexes (Fin’) bestimmt

wird:

F =1--—x Gleichung 3-30



52 Theoretischer Hintergrund

Die Detektion von Einzelbasenfehlpaarungen nach dem DETEQ-Konzept ist prinzipiell
moglich, wie anhand des Systems PydG-Indol gezeigt wurde.!'””! Das bislang erfolgreichste
DETEQ-System besteht aus Ethidium (Et) als Ladungsdonor und 7-Deazaguanin (Zg) als
Ladungsakzeptor, die beide kovalent an DNA gebunden sind (Abb. 3-37). Befindet sich eine

Basenfehlpaarung im DNA-Basenstapel zwischen Donor und Akzeptor, wird eine beachtliche
27]

Fluoreszenzldschung von bis zu 90 % erreicht.!

Abb. 3-37: DETEQ-System aus Ethidium (Et; links, rot) und 7-Deazaguanin (Zg; rechts, griin). Basenfehl-

paarungen wurden durch Fluoreszenzldschung aufgrund eines verdnderten Ladungstransfers detektiert.”?”

Die SNP-Detektion nach dem DETEQ-Konzept wird in dieser Arbeit anhand des Systems
Ethidium-Nitroindol untersucht (Kapitel 5.1.3).
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4. Phenanthridinium-Chromophore

4.1. Hintergrund zu Farbstoffen mit Phenanthridinium-Grundgeriist

Phenanthridin, ein Stickstoff- Isoster des Phenanthrens, welches das Grundgeriist aller
Phenanthridinium-Farbstoffe darstellt, wurde erstmals Ende des 19. Jahrhunderts hergestellt
und charakterisiert.*”) Bedeutung erlangte diese Verbindungsklasse allerdings erst Mitte des

2462471 ynd antivirale®* **! Wirkung erkannt wurde.

20. Jahrhunderts, als ihre trypanozide!
Aufgrund ihrer stark mutagenen und kanzerogenen Effekte im Modellsystem ist ihr Einsatz
als Wirkstoff jedoch stark eingeschrinkt.”*****! Lediglich zur Behandlung von Trypanosomis

(246, 247] 15y der Natur treten

bei Rindern werden wenige Verbindungen bis heute genutzt.
Phenanthridin-Derivate als pflanzliche Sekundérstoffe u.a. in Erdrauchgewichsen
(Fumariaceae), Amaryllisgewdchsen (Amaryllidaceae) und Rautengewéchsen (Rutaceae)
auf.?** 3 Wegen der antimikrobakteriellen Eigenschaften dieser Verbindungen geht man
davon aus, dass sie einen Teil des chemischen Abwehrsystems dieser Pflanzen darstellen.
Mitte der 60er Jahre erkannten Elliot et al.**® und Waring et al.,[su dass Ethidiumbromid (E;
Abb. 4-1), der bekannteste Vertreter der Phenanthridinium-Derivate, durch Interkalation mit
DNA wechselwirkt. Diese Wechselwirkung geht mit einem signifikanten Anstieg der
Fluoreszenzintensitit einher,” dessen Mechanismus trotz intensiver Forschung bis heute
nicht vollstindig verstanden ist (vgl. Kapitel 3.5).[25¢ 336-340]

Erste Synthesen von Phenanthridinium-Derivaten wurden von Walls et al.,”*""*** Watkins et

]34 344]

und Berg et al.®*¥ veroffentlicht, wobei zu dieser Zeit das Hauptaugenmerk auf der

Verbesserung der trypanoziden Eigenschaften lag. Um Bindungseigenschaften an DNA zu

untersuchen wurden zahlreiche, v.a. an Position 3, 5, 6 und 8 des Phenanthridinium-

336, 345-359

Grundgeriists modifizierte Verbindungen hergestellt.! I Es zeigte sich, dass eine

Variation der Alkylgruppe an Position 5 keinerlei Auswirkungen auf die Interkalations-
eigenschaften der Derivate hat.”**! Alle Verbindungen (methyliert, propyliert etc.) wirken
allerdings deutlich toxischer als das ethylierte Ethidium.”*” Die Quaternisierung an Position
5 ist wichtig flir eine effiziente Interkalation, da quantenmechanische Rechnungen gezeigt
haben, dass die Stabilisierungsenergie von positiv geladenen Interkalatoren deutlich hoher ist

[

als die von ungeladenen.”*"**! Die Wechselwirkung des elektronenarmen Phenanthridinium-

Gertists von Ethidium mit den vergleichsweise elektronenreichen DNA-Basen ist haupt-

 [340

sichlich durch Dispersionsenergie bedingt.”*” Dieser Ladungstransfer-Charakter scheint eine
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wichtige Rolle zu spielen, da die positive Ladung der interkalierten Phenanthridinium-

[345]

Verbindung teilweise auf die Nachbarbasen delokalisiert ist, was die leicht verminderte

Fluoreszenz des Farbstoffs in G-C-reicher Umgebung verglichen mit A-T-reicher Umgebung
erkléirt,[loz]

natiirlicher DNA-Basen aufweist (vgl. Kapitel 4.5.2 und 5.1.1).11%3¢1]

wenn man beriicksichtigt, dass Guanin das geringste Oxidationspotential aller

Die beiden exozyklischen Aminogruppen an Position 3 und 8 sind fiir die Interkalation in

DNA nicht zwingend erforderlich, Untersuchungen von Wakelin et al.,?*® Yielding et al.**”

3921 mit Ethidiumbromid zeigen jedoch, dass sie zur Stabilitit des DNA-

und Leupin et all
Farbstoff-Komplexes beitragen. Die Abwesenheit der Aminogruppe in Position 3 beeinflusst
die Interkalationseigenschaften stark, was zu einer deutlich verringerten Bindungsaffinitit der
3-Desamino-Verbindung an DNA fiihrt.?>> % 3] NMR-Messungen von Leupin et al.*%%
deuten darauf hin, dass die Abwesenheit der Aminogruppe in Position 8 nur geringe Aus-
wirkungen auf die Bindungseigenschaften an DNA hat, wihrend Yielding et al.”*! mittels

363]

Absorptionsmessungen und Garbett et al.***! mittels isothermer Titrationskalorimetrie (ITC)

eine deutlich schwichere Bindungsaffinitit des 8-Desamino-Derivats, verglichen mit

Ethidium detektierten. Die Entfernung beider Aminogruppen verringert die Bindungsaffinitét

355, 362, 363 - - - o
[355. 362, 363 Modifikationen an den Aminopositionen 3

[336, 346, 347, 349-355, 357-359, 362-

nochmals um ca. eine Zehnerpotenz.
und/ oder 8 wurden mit einer gro3en Bandbreite an Substituenten
3641 qurchgefiihrt, wobei die Bindungsaffinitit meist abnahm.*® **"! Lyedtke et al P> 4736
untersuchten den Einfluss verschiedener Substituenten und nutzten die Ergebnisse dieser
spektros-kopischen Messungen um die Elektronendichteverteilung von Ethidium zu
berechnen. Daraus ergibt sich, dass der aromatische Stickstoff und einige Kohlenstoffe
uberraschend hohe Elektronendichten aufweisen. Das bedeutet, dass die Elektronen-Donor-
Eigenschaft der exozyklischen Aminogruppen deutlich stirkere Auswirkungen auf die
Elektronenverteilung von Ethidium hat als der elektronenziehende endozyklische Iminium-
Kern.**)

Auch an Position 6 wurde eine Reihe von Substituenten beziiglich der Bindungseigenschaften
der entsprechenden Phenanthridinium-Derivate an DNA untersucht (Methyl-, Naphthyl-, 4-

).5%) Ebenso wie die Modifikationen an Position 5 hatten

Aminophenyl-, 4-Nitrophenyl-, etc.
die verschiedenen Substituenten an Position 6 keine gravierenden Auswirkungen auf das
Bindungsverhalten der Farbstoffe an DNA.

Erstaunlicherweise haben sich die bisherigen Arbeiten, bis auf wenige Ausnahmen,
hauptsdchlich mit der Untersuchung der Absorptions- und Bindungseigenschaften der

Phenanthridinium-Derivate an DNA beschéftigt und weniger mit ihrer Fluoreszenz.
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Dementsprechend gibt es bisher nur wenige Informationen beziiglich der Auswirkungen
verschiedener Substituenten v. a. an Position 6 auf die Fluoreszenzintensitit und -lebenszeit.

Um den Einfluss der Substituenten in Position 3, 6 und 8 des Phenanthridinium-Grundgertist
auf die photophysikalischen und elektrochemischen Eigenschaften zu untersuchen wurden im
Rahmen dieser Arbeit die Verbindungen 5-Ethyl-6-methyl-phenanthridiniumiodid (1), 5-
Ethyl-6-phenyl-phenanthridiniumiodid (2), 3,8-Diamino-5-ethyl-6-methyl-phenanthridinium-
trifluoracetat (3) und 3,8-Diamino-5-ethyl-6-(4-N,N-diethylaminophenyl)-phenanthridinium-
trifluoracetat (4) synthetisiert (Abb. 4-1). Verglichen mit Ethidium (E) fehlen den Ver-
bindungen 1 und 2 die beiden Aminogruppen, bei 1 ist zusétzlich der Phenylring durch eine
Methylgruppe substituiert. Die Farbstoffe 3 und 4 unterscheiden sich von E lediglich durch
den Substituenten an Position 6: Verbindung 3 tragt statt des Phenylrests eine Methylgruppe,
wihrend Verbindung 4 am Phenylring eine zusitzliche Diethylamino-Funktion enthilt, was

den elektronenschiebenden Charakter des Substituenten deutlich verstarken soll.

ADb. 4-1: Strukturen der untersuchten Phenanthridinium-Derivate.

Die Phenanthridinium-Derivate 1-4 wurden spektrophotometrisch, spektrofluorimetrisch und
elektrochemisch untersucht und die Ergebnisse mit denen von Ethidium als Referenzsubstanz
verglichen. Daraus ergaben sich neue Erkenntnisse beziiglich der Ursachen des starken
Fluoreszenzanstiegs von Ethidium und Verbindung 4 bei Interkalation in DNA, die mittels

quantenmechanischer Rechnungen bestitigt werden konnten.
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4.2. Darstellung der Phenanthridinium-Chromophore

Zum Aufbau des Phenanthridin-Grundgeriists wurden in der Literatur eine Reihe von
Moglichkeiten beschrieben.’?”  Die wichtigsten Methoden zur Herstellung von
Phenanthridinen umfassen Ringschlussreaktionen, bei denen der heterocyclische Ring
entweder durch Kniipfung einer C-C-Bindung oder einer C-N-Bindung aufgebaut wird.***
Diese beinhalten u.a. radikalische®*® und Pd-P%"! oder Lewis-Sdure-katalysierte Ring-

3681 Photozyklisierungen, Schmidt- oder Beckmann-Umlagerungen unter Ring-

schliisse,
erweiterung und Integration des Heteroatoms, sowie Pschorr-Zyklisierungen.”*”***! Auch in
dieser Arbeit wurden zum Aufbau des Phenanthridinium-Grundgeriists der Farbstoffe 1-4
Ringschlussreaktionen verwendet. Die Kniipfung der C-N-Bindung erfolgte bei der Synthese
der Verbindungen 1 und 2 durch eine intramolekulare nukleophile Substitution mittels
Organolithiumverbindungen.?®’ Bei den Phenanthridinium-Derivaten 3 und 4 wurde der
Ringschluss mit Hilfe von POCI; in einer Friedel-Crafts-katalysierten, intramolekularen
elektrophilen ~ Substitutionsreaktion,  dhnlich  der  Bischler-Napieralski-Reaktion,

. 1
erreicht.?7% 371

4.2.1. Synthese von 5-Ethyl-6-methyl-phenanthridiniumiodid (1) und 5-Ethyl-6-
phenyl-phenanthridiniumiodid (2)

In dieser Arbeit wurde zur Darstellung der Phenanthridin-Vorstufen 10 und 11 ein von der
Arbeitsgruppe Begtrup verdffentlichter Syntheseweg gewéhlt, bei dem der Aufbau des hetero-
zyklischen Rings unter Kniipfung einer C-N-Bindung erfolgt. Dabei kann der Substituent an
Position 6 des Phenanthridin-Grundgeriists relativ einfach variiert werden.’®* 3% 371 Dje
einzelnen Stufen der Synthese sind in Abb. 4-2 dargestellt und sollen nur kurz
zusammengefasst werden.

Ausgehend von kommerziell erhédltlichem Fluorbenzol (5) wurde durch Zugabe von Lithium-
2,2,6,6-tetramethylpiperidin (LTMP) und Isopropylborat ein Isopropylboronsdureester in
ortho-Position eingefiihrt. Nach Umesterung mit 2,2-Dimethyl-1,3-propandiol konnte
Verbindung 7 als weiBler Feststoff isoliert werden. Anschliefend erfolgte eine Suzuki-
Kupplung zwischen Verbindung 7 und dem kommerziell erhéltlichen 2-Brombenzonitril (8)
unter Standardbedingungen. Die Zyklisierung von Verbindung 9 zum Phenanthridin-

Grundgeriist wurde mit Hilfe von Organolithiumverbindungen erreicht. Dabei ist

hervorzuheben, dass sich der organische Rest des Lithiumorganyls nach der Zyklisierung als
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Substituent in Position 6 am Phenanthridin-Grundgeriist der Verbindungen 10 und 11
befindet. Die anschlieende Ethylierung an Position 5 gelang nur in Gegenwart eines grof3en
Uberschusses an Iodethan, was dazu gefiihrt hat, dass lodethan auch als Ldsungsmittel
verwendet wurde. Nach 8 d Riihren unter Riickfluss konnten die Phenanthridinium-Derivate 1
und 2 als gelbe Feststoffe isoliert werden. Diese wurden durch Umkristallisieren aus einer

MeCN-EtO,-Mischung in analysenreiner Form erhalten.

. F
O O, - Uy
B(O-iPr), . J<
o

Abb. 4-2: Syntheseschema zur Darstellung der Phenanthridinium-Chromophore 1 und 2.°%% ¥"% 371 2) LTMP
(1,5 eq.), B(OiPr); (2 eq.), THF, 2,5 h bei -78 °C, 3,5 h bei RT; b) 2,2-Dimethyl-1,3-propandiol (1,2 eq.), Toluol,
16 h, RT (98 % nach beiden Stufen); ¢) 8 (1,08 eq.), Pd(PPhs), (3 mol-%), 2 M K,COs3, Toluol/EtOH/H,0 6:1:1,
7 h, 85 °C (89 %); d) CH;Li (1,05 eq.), THF, 45 min., -78 °C bis RT (82 %); e) lodethan (40 eq.), 8 d, 75 °C,
(58 %); f) C¢HsLi (1,05 eq.), THF, 45 min., -78 °C bis RT (85 %); g) lodethan (18 eq.), 8 d, 75 °C, (63 %).

4.2.2. Synthese von 3,8-Diamino-5-ethyl-6-methyl-phenanthridiniumtrifluoracetat
(3) und 3,8-Diamino-5-ethyl-6-(4-/V, N-diethylamino)-phenyl-

phenanthridiniumtrifluoracetat (4)

Um die Auswirkungen des Substituenten an Position 6 des Phenanthridinium-Grundgeriists
auf die spektroskopischen wund elektronischen Eigenschaften, sowie das DNA-
Bindungsverhalten der Phenanthridinium-Chromophore zu untersuchen, sollten die Farbstoffe
3 und 4 synthetisiert werden. Die Synthese verschiedener 3,8-Diamino-phenanthridinium-

[370

Derivate wurde bereits von Lion et al. veroffentlicht.””®! Die Darstellung der Verbindungen 3
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und 4 orientiert sich an dem beschriebenen Syntheseweg, wurde aber v. a. beziiglich der
Schutzgruppen verindert.

Als Ausgangsverbindung zur Herstellung der beiden Farbstoffe 3 und 4 dient das alloc-
geschiitzte Biphenylamin-Derivat 15, das in drei Schritten ausgehend von kommerziell
erhiltlichem Benzidin (12) synthetisiert werden kann (Abb. 4-3). Die Nitrierung von Benzidin

(3701 in konz. Schwefelsiure mit Kaliumnitrat bei

(12) gelingt, wie in der Literatur beschrieben,
RT. Dabei entsteht zundchst das 2-Nitrobenzidinammoniumsulfat, aus dem durch
Neutralisation mit konz. Ammoniak 2-Nitrobenzidin (13) als dunkelroter Feststoff freigesetzt
werden kann. Vor der weiteren Umsetzung ist es notig die beiden exozyklischen
Aminogruppen zu schiitzen. Hierfiir wurde die Allyloxycarbonyl-Gruppe (Alloc) gewihlt, da
sie sowohl in saurer, als auch in basischer Umgebung stabil ist und selektiv durch Pd-Katalyse
unter milden Bedingungen entfernt werden kann. Auflerdem hat sich die Verwendung der
Alloc-Schutzgruppe bereits bei der Darstellung des Ethidiumnukleosids (38) (vgl. Kapitel
5.1.1) bewihrt."" Die Umsetzung von Verbindung 13 mit Chlorameisensiureallylester
erfolgt analog zu der in der Literatur beschriebenen Methode, wobei das Alloc-geschiitzte
Derivat 14 nach Neutralisation mit Ammoniak als hellbrauner Feststoff ausféllt. Im Anschluss

daran wird die Nitro-Gruppe in Gegenwart von Eisenpulver in salzsaurer wissriger Losung

reduziert und man erhélt Verbindung 15 als gelb-braunen Feststoff.

H

NH, N
alloc
b)
(1 C
H,N aIIoc\N NO,

H

c)
. R= H
12: R=H 14 H
NH,
15

a) “alloc
L~ 13:R=NO,
alloc< O

N
H

Abb. 4-3: Syntheseschema zur Darstellung des alloc-geschiitzten Biphenylamin-Derivats 15.'%* > 2) KNO;
(1 eq.), H,SOy, 1,5 h, RT (97 %); b) Chlorameisensaureallylester (23 eq.), CH,Cly, 24 h, RT (95 %); c) Fe-Pulver
(6,7 eq.), HCl/ H,O (pH 1-2), 1 h, 100 °C (79 %).

Verbindung 15 wird anschliefend an der freien Aminogruppe acyliert, wobei der Rest des
verwendeten Sdurechlorids spédter dem Substituenten an Position 6 des Phenanthridin-
Grundgeriists entspricht. Zur Darstellung des Farbstoffs 3 wird Verbindung 15 demnach mit
Acetylchlorid umgesetzt, wodurch man nach Umkristallisieren aus Chlorbenzol Verbindung

16 in Form eines beigen Feststoffs erhilt (Abb. 4-4). Die Zyklisierung zum Phenanthridin-
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Derivat 15 erfolgt mit Hilfe von POCI; in einer Friedel-Crafis-katalysierten, intramolekularen
elektrophilen Substitutionsreaktion, die der sog. Bischler-Napieralski-Reaktion zur Synthese

370. 37 Nach Entfernen von tiberschiissigen POCl; im Wasser-

von Isochinolinen stark dhnelt.!
strahlvakuum und Neutralisieren mit konz. Ammoniak kann Verbindung 17 als hellgelber
Feststoftf isoliert werden. Ebenso wie bei der Darstellung der Phenanthridin-Derivate 1 und 2
(vgl. Kapitel 4.2.1) gelingt auch die Ethylierung von Verbindung 17 nur in Gegenwart eines
groBen Uberschusses an Iodethan. Da 17 in Iodethan allerdings nicht ausreichend 16slich ist,
wird zusitzlich Nitromethan als Losungsmittel bendtigt. Nach 7 Tagen Riihren unter
Riickfluss kann das allocgeschiitzte Phenanthridinium-Derivat 18 als gelber Niederschlag
isoliert werden. Im letzten Schritt erfolgt die Entschiitzung der exozyklischen Aminogruppen

[192) Die Umsetzung zum

unter den etablierten Bedingungen mit Bu3SnH und Pd(PPhs)s.
violettfarbenen Produkt erfolgt nahezu quantitativ, allerdings gestaltet sich die anschlieende
Aufreinigung als problematisch, da Flash-Sdulenchromatographie, prédparative Diinn-
schichtchromatographie und Umkristallisation erfolglos blieben. Nur durch Aufreinigung
mittels préparativer RP-HPLC kann die analysenreine Verbindung 3 erhalten werden, wobei

unter den gewéhlten Bedingungen das Gegenion I' gegen CF;CO;" ausgetauscht wird.
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N
alloc
e)
=,

d)

" T e O
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Abb. 4-4: Syntheseschema zur Darstellung des Phenanthridinium-Derivats 3.1327. 3701 g) Acetylchlorid (15 eq.),
CH,Cl,, 48 h, RT (73 %); e) POCI; (50 eq.), 3 h, 110 °C (85 %); f) lodethan (21 eq.), Nitromethan, 7 d, 105 °C
(68 %); g) Bu;SnH (3 eq.), Pd(PPh;), (2 mol%), PPh; (20 mol%), CH,Cl,/H,O 300/1, 90 min., RT (73 %).

Zur Untersuchung der Auswirkungen eines stirker elektronenschiebenden Substituenten an
Position 6 des Phenanthridinium-Grundgeriist auf die spektroskopischen und elektronischen
Eigenschaften dieser Verbindungsklasse wurde zundchst eine zusdtzliche N,N-Dimethyl-
gruppe in para-Stellung am Phenylring in Erwdgung gezogen (vgl. Verbindung 23, Abb. 4-5).

Dazu wird Verbindung 15 analog der Darstellung von Farbstoff 3 mit dem kommerziell
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erhéltlichen 4-N,N-Dimethylaminobenzoylchlorid (19) umgesetzt, wodurch man Verbindung
20 als gelblich weillen Feststoff erhélt. Die anschlieBende Zyklisierung mit POCl; zur
orangefarbenen Verbindung 21 erfolgt ebenfalls problemlos. Die Ethylierung an Position 5
gestaltet sich allerdings als schwierig, da diese nur bei groBem Uberschuss an lodethan
funktioniert. Unter diesen Bedingungen erfolgt jedoch auch ein Austausch der Methylreste an
der Dimethylaminogruppe, wodurch ein Produktgemisch aus dimethyl-, ethylmethyl- und
diethylaminophenylsubstituierten Phenanthridinium-Derivaten (22a-c) entsteht. Aufgrund der

zu geringen strukturellen Unterschiede ist eine Trennung dieser Verbindungen nicht mdglich.

Durch Methylierung der Position 5 konnte man dieses Problem umgehen, entsprechende
360]

Produkte sind allerdings deutlich toxischer.!

15

alloc<

N
H

Iz

22¢ 22b H 22a

Abb. 4-5: Geplante Darstellung des Phenanthridinium-Derivats 23.°% 37" h) 19 (2 eq.), DIPEA (1 eq.), CH,Cl,,
3d, RT (95 %); i) POCI; (110 eq.), 4 h, 110 °C (84 %); j) Iodethan (20 eq.), THF, 5 d, 70 °C.

Aus diesem Grund schien es sinnvoller, die 4-N,N-Dimethylaminophenylgruppe gegen eine 4-
N,N-Diethylaminophenylgruppe auszutauschen, da die Elektronen-Donor Eigenschaften
beider Substituenten im Phenanthridinium-Grundgeriist nahezu identisch sein miissten. Dazu
wird 4-N,N-Diethylaminobenzoylchlorid (25) benétigt, das aus 4-N,N-Diethylaminobenzoe-
sdure (24) und Thionylchlorid hergestellt werden kann (vgl. Abb. 4-6). Da Sdurechloride im
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Allgemeinen hydrolyseempfindlich sind, wird 25 ohne weitere Aufreinigung unmittelbar nach
der Synthese mit Verbindung 15 umgesetzt, wodurch man Verbindung 26 als gelblich weillen
Feststoff erhdlt. Die Zyklisierung zur orangefarbenen Verbindung 27 verlduft mit POCl;
analog zur Darstellung von 17 und 21. Das Phenanthridin-Derivat 27 ist ebenso wie
Verbindung 17 in lodethan nicht ausreichend 16slich, um eine Ethylierung an Position 5 zu
ermoglichen. Mit THF als Losungsmittel kann nach 7 Tagen Riihren unter Riickfluss
Verbindung 28 als gelber Feststoff isoliert werden. Das Entfernen der Alloc-Schutzgruppen
im letzten Schritt erfolgt auch hier nach der etablierten Methode mit Bu;SnH und Pd(PPh;)a.
Ebenso wie bei der Entschiitzung von Verbindung 18 erhdlt man eine nahezu quantitative
Umsetzung, allerdings ist auch hier eine Aufreinigung mittels RP-HPLC erforderlich. Daher

enthélt die analysenreine Verbindung 4 ebenso wie Verbindung 3 CF;COOQO;" als Gegenion.

lloc<
alloc.
H 28

Abb. 4-6: Syntheseschema zur Darstellung des Phenanthridinium-Chromophors 4. #2737 k) 24, Thionylchlorid
(3 eq.), CH,Cly, 16 h, RT; 1) 25 (1,7 eq.), DIPEA (1,5 eq.), CH,Cl,, 3d, RT (67 % nach beiden Stufen); m)
POCI; (45 eq.), 6 h, 110 °C (74 %); n) lodethan (40 eq.), THF, 7 d, 70 °C (65 %); o) Bu;SnH (3 eq.), Pd(PPh;),
(2 mol%), PPh; (20 mol%), CH,Cl,/H,0 300/1, 90 min., RT (58 %).
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4.3. Spektroskopische Charakterisierung von Ethidium und 1-4

Bei den hergestellten Phenanthridinium-Derivaten 1 und 2 handelt es sich um gelbe kristalline
Verbindungen, die Farbe des Phenanthridinium-Derivats 4 im festen Zustand erinnert an die
violette Farbe des Ethidiums, wihrend der Farbstoff 3 als dunkelroter Feststoff vorliegt.
Durch Umkristallisieren aus einer MeCN-EtO,- bzw. einer THF-Heptan-Mischung konnten
Kristallstrukturen der Verbindungen 1 bzw. 4 erhalten werden, die in Abb. 4-7 gezeigt sind.
Die Ergebnisse der Kristallstrukturmessungen von Farbstoff 1 (vgl. Kapitel 7.6.1) stimmen

mit den bereits bekannten Daten von 3,6-Dimethyl-phenanthridinium Chlorid"®"!

sehr gut
{iberein. Bei Verbindung 4 sind im Vergleich zur Kristallstruktur von Ethidium?®” lediglich
die beiden C-C-Bindungen am Phenylring leicht verldngert, die sich unmittelbar neben dem
N,N-Diethylamino-Substituenten befinden. Auf die restlichen Bindungslédngen im Kristall hat
der zusitzliche elektronenschiebende Substituent keinen Einfluss. Der Ethyl- und der 4-N,N-
Diethylaminophenyl-Substituent von Verbindung 4 sind so orientiert wie in der
Kristallstruktur von Ethidium. Der 4-N,N-Diethylaminophenyl-Substituent von Verbindung 4

ist in einem Torsionswinkel von ca. 80° gegen das Phenanthridinium-Grundgeriist verdreht,

was auch mit einem Wert von ca. 83° fiir Ethidium iibereinstimmt.”>’*

Y/
\

$c
[ 1
@
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Abb. 4-7: Kristallstrukturen der Phenanthridinium-Derivate 1 (links) und 4 (rechts).

Die Losungen der Verbindungen 1 und 2 sind unabhéngig vom Losungsmittel nahezu farblos.
Je nach Konzentration und Art des Losungsmittels variiert der Farbton von 3 und 4 in Losung
dhnlich wie der von gelostem Ethidium zwischen gelb und orange-rot. Die Losungen aller

Phenanthridinium-Derivate in wissriger Pufferlosung sind in Abb. 4-8 gezeigt.



Phenanthridinium-Chromophore 63

-mm. -

Abb. 4-8: Links: Losungen der Phenanthridinium-Derivate E, 1, 2, 3 und 4 (¢=250 uM in 10 mM NaP;-Puffer,
pH 7). Rechts: Fluoreszenz der Losungen (c=25 uM in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7)

4.3.1. Spektroskopisches Verhalten in wéssrigen Losungen

Die Phenanthridinium-Derivate 1, 2, 3 und 4 wurden mittels UV/Vis- und Fluoreszenz-
spektroskopie untersucht. Um herauszufinden, welche Auswirkungen die Substituenten an
Position 3, 6 und 8 auf die Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften von
Phenanthridinium-Derivaten haben, wurden die gleichen Messungen auch mit Ethidium als
Referenzverbindung durchgefiihrt.

Da Titrationsexperimente mit DNA geplant waren, wurden zundchst UV/Vis- und
Emissionsspektren aller Verbindungen in wéssriger Pufferlosung (pH 7) aufgenommen. Die

Ergebnisse sind in Abb. 4-9 dargestellt.
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Abb. 4-9: Extinktionskoeffizienten (links; c=23 uM in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 20 °C) und normierte
Absorptions- und Emissionsspektren (rechts; gestrichelte Linie: normierte Absorption; durchgezogene Linie:
normierte Fluoreszenz; c=2,4 uM in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 20 °C) der Phenanthridinium-Derivate 1-4 im
Vergleich zu Ethidium.

Wie man anhand der Spektren erkennen kann, unterscheiden sich sowohl die Absorptions- als
auch die Emissionseigenschaften der Verbindungen 1 und 2 in wissriger Puffer-Losung
(pH 7) deutlich von denen der Derivate 3, 4 und E. Wéhrend die langwelligste Absorptions-

bande der Farbstoffe 1 und 2 im Bereich von ca. 370 nm liegt, weisen die Verbindungen 3
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und 4 ebenso wie Ethidium eine sogenannte Charge-Transfer-Bande im Bereich von 460 nm
bis 490 nm auf. Die Extinktionskoeffizienten der Verbindungen 1-3 sind mit 3800 M cm',
4900 M em™ bzw. 4600 M cm™ ein wenig niedriger als die von Ethidium (5400 M~ cm™)
und dem Farbstoff 4 mit 8200 M cm™. Die Fluoreszenzmaxima der Phenanthridinium-
Derivate 1 und 2 liegen bei 407 nm bzw. 420 nm, wodurch man in beiden Fillen einen
Stokes-Shift von ca. 40 nm beobachtet. Im Gegensatz dazu emittieren die Verbindungen 3
und 4 mit Maxima bei 599 nm bzw. 616 nm im gleichen Wellenldngenbereich wie Ethidium
(615 nm) und weisen dementsprechend ebenso wie Ethidium einen Stokes-Shift von ca.
130 nm auf. Die Fluoreszenzquantenausbeuten deuten ebenfalls auf zwei Gruppen von
Phenanthridinium-Derivaten hin: Die Verbindungen 1 und 2 weisen mit 36 % bzw. 25 %
relativ hohe Quantenausbeuten verglichen mit Ethidium (1,2 %) und den Farbstoffen 3 und 4
auf, deren Quantenausbeuten 1,7% bzw. 0,016 % betragen. (Aufgrund der geringen
Fluoreszenzquantenausbeute von Verbindung 4 konnte diese nicht mit Rhodamin 101 als
Standard bestimmt werden, da die Fluoreszenz von 4 unterhalb des Detektionslimits lag.
Daher wurde die Quantenausbeute von 4 zundchst relativ zu Ethidium in wéssriger
Pufferlosung (10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 20 °C) bestimmt und anschlieBend auf Rhodamin
101 als Standard umgerechnet.)

Um den Einfluss des pH-Werts auf die Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften der
Phenanthridinium-Derivate zu untersuchen, wurden die Messungen auch in wissriger Puffer-
Losung bei pH 3 und pH 13 durchgefiihrt (vgl. Tabelle 4-1 und Abb. 4-10). Sowohl die Lage
der Absorptions- als auch der Fluoreszenzmaxima von Ethidium und den Verbindungen 1-3
dndert sich im Vergleich zu den Ergebnissen bei pH 7 nicht. Die Extinktionskoeffizienten
dieser Farbstoffe variieren leicht, allerdings ist keine Korrelation zwischen
Extinktionskoeffizient und pH-Wert der Losung erkennbar. Betrachtet man die
Quantenausbeuten dieser Farbstoffe, so erkennt man, dass bei den Verbindungen 1 und 2 der
pH-Wert der Losung keinen Einfluss darauf hat. Fiir die Quantenausbeute von Ethidium und
Verbindung 3 kann man einen Zusammenhang zwischen pH-Wert und Fluoreszenz-
quantenausbeute feststellen: wihrend die Quantenausbeute beider Farbstoffe bei pH 3 um ca.
25- 30 % verglichen mit pH 7 ansteigt, sinkt sie bei einem pH-Wert von 13 auf ca. 65 %. Am
deutlichsten ausgeprigt ist die pH-Abhingigkeit der Absorptions- und insbesondere der
Fluoreszenzeigenschaften allerdings bei Verbindung 4. Die Lage der Absorptionsmaxima ist
bei steigendem pH-Wert der Losung um wenige nm in Richtung kiirzerer Wellenldngen
verschoben. Die Werte der Extinktionskoeffizienten &ndern sich, jedoch wie bei E und 1-3

ohne Korrelation mit dem pH-Wert der Losung. Ein klarer Zusammenhang zwischen der Lage
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der Emissionsmaxima sowie der Fluoreszenzquantenausbeute mit dem pH-Wert der Losung
ist allerdings deutlich erkennbar: die Verschiebung der Fluoreszenzmaxima bei sinkendem
pH-Wert von 611 nm auf 627 nm geht mit einem ca. 36-fachen Anstieg der Fluoreszenz
einher, wobei bei Verbindung 4 im Vergleich zu E und 3 kein weiteres Absinken der
Quantenausbeute bei pH 13 beobachtet werden konnte.

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse lassen sich erste Riickschliisse beziiglich des Einflusses
der Substituenten an Position 3, 6 und 8 auf die Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften
der Phenanthridinium-Derivate E und 1-4 in wissrigen Losungen ziehen. Die beiden
Aminogruppen in Position 3 und 8 fiihren dazu, dass die Absorptionsspektren von E und den
Verbindungen 3 und 4 eine ausgeprigte, zu lingeren Wellenldngen verschobene Charge-
Transfer-Bande aufweisen. AuBlerdem zeigen die Verbindungen einen deutlich gréBeren
Stokes-Shift und eine signifikante Loschung der Fluoreszenz bei steigendem pH-Wert der
Losung. Eine Loschung der Fluoreszenz von Ethidium in basischer wéssriger Losung wurde
auch von Pal et al.’” beobachtet. Sie fithrten dies auf eine verstirkte Deprotonierung der
Aminosubstituenten im angeregten Zustand geméfl dem Proton-Transfer-Modell von Olmsted
und Kearns zuriick.*>®

Der Phenylsubstituent an Position 6 fithrt sowohl bei E als auch bei Verbindung 2 zu einer
leichten Rotverschiebung des Absorptionsmaximums und einem hdheren Extinktions-
koeffizienten verglichen mit den methylsubstituierten Verbindungen 3 und 1. AuBerdem
weisen die phenylsubstituierten Derivate eine geringere Fluoreszenzquantenausbeute auf. Ein
zusitzlicher elektronenschiebender 4-N,N-Diethylaminophenylrest in Position 6, wie bei
Verbindung 4, verstirkt die beschriebenen Effekte. Am deutlichsten wirkt sich das auf die
Fluoreszenzquantenausbeute von Verbindung 4 in wissriger Losung aus: diese ist bei einem
pH-Wert von 7 ca. 100-fach niedriger als die von Ethidium. Eine Protonierung der 4-N,N-
Diethylanilinogruppe bei pH 3 unterdriickt die elektronenschiebende Wirkung und fiihrt so zu
einem Anstieg der Quantenausbeute auf das ca. 36-fache. Ahnliche Effekte wurden auch von
Plaza et al. fiir donormodifizierte Rhodamin-Derivate gefunden: sie erhielten einen ca. 290-
fachen Anstieg der Fluoreszenz durch vollstindige Protonierung des 4-N,N-Dimethyl-

[ Sie fiihrten die Beobachtungen auf die Bildung eines sog. TICT-

anilinosubstituenten.
Zustands zuriick, der durch intramolekulare Rotation des 4-N,N-Dimethyl-anilino-
substituenten unter Beteiligung von Ladungstransferprozessen gebildet wird und eine

strahlungslosen Desaktivierung des angeregten Zustands verursacht (vgl. Kapitel 3.2.2).
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Tabelle 4-1: Zusammenfassung der spektroskopischen Daten der Phenanthridinium-Derivate E und 1-4 in

wissriger Pufferlosung (c= 25 uM in 10 mM NaP;-Puffer, 20 °C) bei pH-Werten von 3, 7 und 13.

Losungsmittel E 1 2
)VAbs[a] )"FI[CI (I)F[e] A'Abx[a] )VFIM (I)F[fI )VAbs[a] A'FI[C] (I)F i
™ @ no? "™ @ ne? " @an - no?
Puffer (pH 3) 284 - - 249 - - 250 - -
(50000) - - (38900) - - (43700) - -
478 618 1,6 315 - - 322 - -
(5200)  (140) - (6100) - - (7500) - -
- - - 370 408 35 377 420 24
- - - (3600) (39) - (4800) (43) -
Puffer (pH 7) 285 - - 250 - - 251 - -
(52000) - - (42500) - - (44300) - -
479 617 12 315 - - 322 - -
(5400)  (138) - (6600) - - (7600) - -
- - - 369 408 36 377 420 25
- - - (3800) (39) - (4900) (43) -
Puffer (pH 13) 284 - - 249 - - 250 - -
(49700) - - (29100) - - (39300) - -
479 617 0,78 315 - - 322 - -
(5100)  (138) - (4500) - - (6700) - -
- - - 370 408 35 378 420 22
- - - (2600) (38) - (4200) (42) -
Lésungsmittel® 3 4
;\'Abslal )‘FI[CI (I)Flel )"Abs[al ;\'FIM (I)Flel
@™ @and 1o’ @™ @an  no?
Puffer (pH 3) 282 - - 285 - -
(49700) - - (47500) - -
463 598 2,0 487 627 0,52
(4500)  (135) - (5600)  (140)  (43)¥
Puffer (pH 7) 282 - - 281 - -
(50800) - - (63300) - -
463 599 1,7 485 616 0,016
(4600)  (136) - (82000  (131)  (1,3)®
Puffer (pH 13) 282 - - 281 - -
(49200) - - (61400) - -
465 599 12 483 611 0,017
(4400)  (135) - (7600)  (128) (1,4

[l Absorptionsmaximum in nm. "/Extinktionskoeffizient in M cm’

1 [c

'Emissionsmaximum in nm (Anregungswellenlinge Ag,= 367 nm fiir 1

und 2; Ag= 525 nm fir E und 4; Ag= 512 nm fur 3). [WIStokes-Shift in nm. [e]Fluoreszenzquantenausbeute bestimmt mit Rhodamin 101 in
Ethanol (®=1,0)*"" als Standard (4: Zunichst relativ zu Ethidium in wissriger Pufferlssung (10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 20 °C) bestimmt,
dann umgerechnet auf Rhodamin 101 als Standard). fip luoreszenzquantenausbeute bestimmt mit Chininsulfat in 1 M H,SO4 (®= 0,546)”76]

als Standard. ®/Fluoreszenzquantenausbeute bestimmt relativ zu Ethidium in wissriger Pufferlésung (10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 20 °C).
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Zur Kldrung mechanistischer Details, welche die starke Fluoreszenzloschung von Ethidium
und v.a. von Verbindung 4 hervorrufen, wurden quantenmechanische Rechnungen

durchgefiihrt, die in Kapitel 4.7 néher erldutert werden.

4.3.2. Solvatochromie von Ethidium und 1-4

Zur Untersuchung der solvatochromen Eigenschaften von Ethidium und den
Phenanthridinium-Derivaten 1-4 wurden Absorptions- und Emissionsspektren in
verschiedenen organischen Ldsungsmitteln aufgenommen. Bei der Auswahl der Losungs-

mittel wurde darauf geachtet, dass sich diese beziiglich ihrer Polaritit (E1(30)-Werte),'”

B77) etc. moglichst unterscheiden. Die Ergebnisse der Messungen sind in Abb.

Donornummer
4-10 dargestellt und in Tabelle 4-2 und 4-3 zusammengefasst.

Bei allen untersuchten Verbindungen verschieben sich sowohl die Absorptions- als auch die
Emissionsmaxima in Abhédngigkeit vom Losungsmittel, allerdings in unterschiedlichem
AusmaB. Bei den Phenanthridinium-Derivaten 1 und 2 handelt es sich um eine Verschiebung
der Absorptionsmaxima von lediglich um 10-20 nm, wobei auffillt, dass die groBte
Rotverschiebung in CH,Cl, beobachtet wird und dass sich die Form der Spektren in THF in
beiden Fillen deutlich von jener der restlichen Ldsungsmittel unterscheidet. Auch der
Extinktionskoeffizient der Verbindungen 1 und 2, der ansonsten weitgehend 16sungsmittel-
unabhdngig ist, ist in THF deutlich groBer, was wahrscheinlich auf spezifische
Losungsmitteleffekte zuriick zu fiihren ist.

Die Verschiebung der Absorptionsmaxima ist bei Ethidium und den Farbstoffen 3 und 4
deutlich stirker ausgeprigt. Hier verlagert sich das langwelligste Absorptionsmaximum
ausgehend von Wasser um 57- 66 nm in Richtung groBerer Wellenlingen. Die stérkste
Rotverschiebung der Absorption wird in allen drei Féllen mit THF als Losungsmittel
beobachtet. Auch auf die Extinktionskoeffizienten der Phenanthridinium-Derivate E, 3 und 4
ist ein Einfluss des Losungsmittels deutlich erkennbar, wobei die stirksten Schwankungen fiir
Verbindung 3 beobachtet werden (2300 M cm™ in THF bis 5000 M cm™ in MeOH).

Die Fluoreszenzsignale der Verbindungen 1 und 2 verschieben sich in Abhadngigkeit vom
Losungsmitte]l um maximal 13 nm, wobei in CH,Cl, in beiden Féllen eine leichte Schulter
wenige nm vor dem Hauptpeak auftritt. AuBerdem weist das Emissionsspektrum von
Farbstoff 1 in THF eine deutliche Signalverbreiterung mit einer kleinen Schulter bei ca.
480 nm auf. Die Quantenausbeuten der Verbindung 1 liegen im Bereich zwischen 3 % und

36 %, die vom Farbstoff 2 zwischen 8 % und 51 %. In beiden Féllen wurde die niedrigste
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Fluoreszenzquantenausbeute in THF detektiert. DMSO wirkt sich sehr unterschiedlich auf die
Quantenausbeute der Verbindungen aus: wéhrend die Fluoreszenzquantenausbeute von 1 in
DMSO bei lediglich 7 % liegt, emittiert 2 in DMSO am stérksten (O/= 51 %).

Im Gegensatz zum Absorptionsverhalten der Phenanthridinium-Derivate E, 3 und 4, dass
durch dhnlich groe Verschiebungen in Abhédngigkeit vom Ldsungsmittel charakterisiert ist,
unterscheiden sich die Verschiebungen der Emissionsmaxima stirker. Wéhrend sich das
Maximum von Ethidium und 3, das in beiden Féllen die kurzwelligste Emission in CH,Cl,
und die langwelligste Emission in DMSO zeigt, um 63 nm bzw. 56 nm verlagert, erfahrt die
Emission von Verbindung 4 lediglich eine Verschiebung um 34 nm vom kurzwelligsten
Emissionsmaximum in MeCN zum langwelligsten Maximum in DMSO und THF. Die
Quantenausbeuten von E, 3 und 4 sind in organischen Losungsmitteln verglichen mit
wassriger Pufferlosung (pH 7) hoher. In CH,Cl; steigt die Quantenausbeute von Ethidium und
Verbindung 3 um das ca. 25-fache an, die von Verbindung 4 sogar um das ca. 100-fache.
Interessanterweise hat THF sehr unterschiedliche Auswirkungen auf die Quantenausbeute der
Verbindungen E, 3 und 4: wihrend die Fluoreszenz von E und 3 &hnlich stark geloscht ist wie
in wissriger Pufferlosung, ergibt sich fiir Verbindung 4 ein Anstieg der Fluoreszenz auf das

ca. 105-fache.
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Abb. 4-10: Absorptionsmaxima, Extinktionskoeffizienten, und Fluoreszenzmaxima der Phenanthridinium-
Derivate E (A), 1 (B), 2 (C), 3 (D) und 4 (E) in verschiedenen Losungsmitteln (c= 25 uM in 10 mM NaP;-Puffer,
pH 7,20 °C).
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Tabelle 4-2: Zusammenfassung der spektroskopischen Daten der Phenanthridinium-Derivate 1 und 2 in

verschiedenen Losungsmitteln (c=25 uM in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 20 °C).

Losungsmittel™ 1 2
;"Abs[hl ;"Flld] (I)F[ﬂ ;\’Abs[b] ;\‘Fl[dl (I)F[ﬂ
(®" @an'  n10? ®" @an'  10?
Puffer (pH 7) 250 - - 251 - -
(42500) - - (44300) - -
315 - - 322 - .
(6600) - - (7600) - -
369 408 36 377 420 25
(3800) (39) - (4900)  (43) -
MeOH 368 411 29 376 422 16
(3800) (43) - (4600)  (46) -
MeCN 368 408 21 376 420 24
(3700) (41) - (4700)  (44) -
DMSO 364 416 7,1 374 424 51
(3500) (52) - (4700)  (50) -
Aceton 366 408 31 377 420 34
(4000) (44) - (4400)  (43) -
CH,Cl, 378 4141 7.4 385 422 7.8
(3900) (36) - (5100)  (37) -
THF 365 421 2,9 357 414 7,6
(7300) (56) - (12200)  (57) -

@Die Losungsmittel wurden nach sinkender Lsungsmittelpolaritit (Er(30)-Wert)® geordnet (vgl. Kapitel 3.2.1); fiir wissrige NaP;-Puffer-
Losungen wurde zur Abschitzung der Wert von Wasser verwendet. ™ Absorptionsmaximum in nm. “Extinktionskoeffizient in
M em'. WEmissionsmaximum in nm (Anregungswellenlinge Ag,= 367 nm). “Stokes-Shift in nm. [Fluoreszenzquantenausbeute bestimmt
mit Chininsulfat in 1 M H,SO, (®= 0,546)"" als Standard. ¥'Zusitzliche Schulter bei 399 nm. "Zusitzliche Schulter bei 403 nm

Im Allgemeinen weisen die Verbindungen 1 und 2, unabhidngig von der Art des
Losungsmittels, hohere Quantenausbeuten im Vergleich zu E, 3 und 4 auf. Einzige Ausnahme
stellen die Quantenausbeuten der Phenanthridinium-Derivate E und 3 in CH,Cl, dar: sie

liegen mit 30 % bzw. 51 % hoher als die der Verbindungen 1 (7,4 %) und 2 (7,8 %).



Phenanthridinium-Chromophore 71

Tabelle 4-3: Zusammenfassung der spektroskopischen Daten der Phenanthridinium-Derivate E, 3 und 4 in

verschiedenen Losungsmitteln (c=25 uM in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 20 °C).

Losungsmittel™ E 3 4
;vas[b] ;"Flld] (I)F[ﬂ )\‘Abs[b] )‘-Flld] (I)F[fl )“Abslb] )“Flldl q)F[ﬂ
@< @an no? @ @' n10? @' @n 107
Puffer (pH 7) 285 - - 282 - - 281 - -
(52000) - - (50800) - - (63300) - -
479 617 12 463 599 1,7 485 616 0,015
(5400)  (138) - (4600)  (136) - (8200)  (131)  (1,3)
MeOH 525 626 7,0 504 606 14 521 623 0,55
(5900)  (101) - (5000)  (103) - (8700)  (102)  (46)¥
MeCN 512 611 16 493 591 20 513 608 0,041
(5900)  (99) - (4400)  (98) - (9200)  (95) (3,4)¢
DMSO 537 646 3,6 516 620 2,1 534 642 0,55
(5800)  (110) - (2700)  (104) - (8300)  (108)  (46)
Aceton 522 619 14 501 599 88 521 615 0,22
(5800)  (97) - (3300)  (98) - (8700)  (94)  (19)
CH,Cl, 514 583 30 501 564 51 518 622 1,6
(5600)  (69) - (3300)  (63) - (9500)  (104)  (131)
THF 545 627 13 526 614 33 542 642 1,7
(5400)  (82) - (2300)  (88) - (7600)  (100)  (141)

IDje Losungsmittel wurden nach sinkender Losungsmittelpolaritit (Er(30)-Wert)'*”! geordnet (vgl. Kapitel 3.2.1); fiir wissrige NaP;-Puffer-
Losungen wurde zur Abschitzung der Wert von Wasser verwendet. ™! Absorptionsmaximum in nm. “/Extinktionskoeffizient in M cm™.
[WEmissionsmaximum in nm (Anregungswellenlinge: Ap=525nm fir E und 4; Ag=512nm fiir 3). IStokes-Shift in nm.
WFluoreszenzquantenausbeute bestimmt mit Rhodamin 101 in Ethanol (®z=1,0)""" als Standard (4: Zunichst relativ zu Ethidium in
wissriger Pufferlosung (10 mM NaPi-Puffer, pH 7, 20°C) bestimmt, dann umgerechnet auf Rhodamin 101 als Standard).
lelFlyoreszenzquantenausbeute bestimmt relativ zu einer wéssrigen Ethidiumbromid-Losung (in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 20 °C).
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Anhand der Absorptions- und Fluoreszenzdaten der Phenanthridinium-Derivate E und 1-4 in
verschiedenen Losungsmitteln wurde versucht, ein Zusammenhang zwischen Losungsmittel-

[377, 378] und den

parametern (vgl. Kapitel 3.2.1), wie Polaritdit oder Donornummer,
Absorptions- bzw. Fluoreszenzeigenschaften der Phenanthridinium-Derivate E und 1-4
herzustellen. Fiir die Verbindungen 1 und 2 war es nicht mdglich, eine eindeutige Korrelation
der Absorptions- (Absorptionsmaximum, Extinktionskoeffizient) oder Fluoreszenz-
eigenschaften (Emissionsmaximum, Quantenausbeute, Stokes-Shift) mit Losungsmittel-

7] Donor-""" ¥ bzw. Akzeptornummer?”, -

parametern wie Polaritdt (Er(30)-Werte)
Werte?”” #% oder Funktionen (Af)™*! der Dielektrizititskonstanten ¢ und der Brechungs-
indizes n herzustellen. Vermutlich sind es daher verschiedene Ldsungsmitteleigenschaften,
die je nach Losungsmittel in unterschiedlichem Ausmall zu den Absorptions- und Emissions-
eigenschaften der Verbindungen 1 und 2 beitragen. Die Fluoreszenzdaten von Ethidium (Abb.
4-11, A) und Verbindung 3 (Abb. 4-11, B) zeigen hingegen einen deutlichen Zusammenhang
sowohl zwischen Emissionsmaximum und Donornummer (DN) des Losungsmittels (mit
Ausnahme der Emission in wéssriger NaPj-Puffer-Losung (pH 7), die in den Auftragungen
mit H,O gekennzeichnet ist; zur Abschitzung wurde als Donornummer der Wert von
Wasser®>™ verwendet) als auch zwischen Quantenausbeute und DN (Abb. 4-11; C). Wie
bereits in Kapitel 3.2.1 erwdhnt, stellt die Donornummer ein MaB3 fiir die Fahigkeit eines
Molekiils dar, freie Elektronen fiir eine Wasserstoffbriickenbindung zur Verfligung zu stellen.
Daraus ergibt sich, dass die Fluoreszenz von E und 3 mit steigendem elektronenschiebenden
Charakter des organischen Ldsungsmittels zu ldngeren Wellenldngen hin verschoben und
gleichzeitig geloscht wird. Die deutliche Blauverschiebung der Emission in wéssriger
Pufferlosung (pH 7) ist vermutlich auf spezifische Losungsmitteleffekte zuriick zu fiihren.
Auf die Fluoreszenzquantenausbeute der Farbstoffe E und 3 scheinen diese spezifischen
Wechselwirkungen allerdings kaum Einfluss zu haben. Fiir die Absorptions- und Fluoreszenz-
daten von Verbindung 4 konnte keine Korrelation mit den Donornummern der aprotischen
Losungsmittel erhalten werden, die Fluoreszenzquantenausbeute korreliert hier jedoch mit der
Orientierungspolarisation Af des Losungsmittels (vgl. Abb. 4-11; D), die ein Mal} fiir die
Losungsmittelpolaritdt und -polarisierbarkeit darstellt (Berechnung vgl. Kapitel 3.2.1).
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Abb. 4-11: Korrelation der Fluoreszenzmaxima von Ethidium (A) und Verbindung 3 (B) sowie der
Fluoreszenzquantenausbeuten beider Phenanthridinium-Deriviate (C) mit der Donornummer”’” ™ der
Losungsmittel (mit H,O ist in den Auftragungen wéssrige NaP;-Puffer-Losung (pH 7, c= 10 mM) gemeint; zur
Abschitzung der Donornummer der wissrigen NaPj-Puffer-Losung (pH 7) wurde der Wert von Wasser
verwendet). Zusammenhang zwischen Fluoreszenzquantenausbeute von Verbindung 4 mit dem

Losungsmittelparameter A% (D).

Die Korrelation der Emissionseigenschaften der Verbindungen E, 3 und 4 mit
unterschiedlichen Losungsmittelparametern konnte auf verschiedene (Haupt-)Ursachen der
Fluoreszenzloschung hindeuten. Die Rotverschiebung der Emissionsmaxima der
Phenanthridinium-Derivate E und 3 148t auf eine Stabilisierung des angeregten Zustands mit

steigender Donornummer und damit steigender Lewis-Basizitdt der Losungsmittel schlieen.
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Abb. 4-12: Donor-Akzeptor-Wechselwirkung von 9-Aminoacridizinium (A, oben) und der Phenanthridinium-

Farbstoffe E (unten) und 3 (nicht explizit gezeigt).

Ihmels et al.”** fanden eine lineare Korrelation der Absorptions- und Emissionsmaxima von
9-Aminoacridizinium (A) mit den Donornummern der aprotischen Losungsmittel und Stoke-
Shifts in der gleichen Grof3enordnung wie bei E und 3. Die Donor-Akzeptor-Wechselwirkung
in 9-Aminoacridizinium kann, ebenso bei E und 3 (vgl. Abb. 4-12), durch zwei
Resonanzstrukturen dargestellt werden, wobei laut Granzhan et al.®®' der Grundzustand
besser durch die kanonische Struktur A(I) reprasentiert wird, wahrend der angeregte Zustand
besser durch die chinonoide Struktur A(II) wiedergegeben wird. Daher kann die Blau-
verschiebung der Absorption mit steigender Donornummer durch einen starken Anstieg des
Dipolmoments im angeregten Zustand erklédrt werden. Die Rotverschiebung der Emission bei
steigender Donornummer wurde auf eine Stabilisierung des angeregten Zustands, mutmallich
durch Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen mit den Aminoprotonen, zuriickgefiihrt,
was wahrscheinlich auch fiir E und 3 zutrifft. Die elektronische Struktur des Grundzustands
von Ethidium wird durch mindestens zwei unterschiedliche ladungsgetrennte Resonanz-
strukturen stark beeinflusst (vgl. Abb. 4-13), wie Luedtke et al. mittels Kristallstruktur-

3851 Die daraus resultierende

untersuchungen und NMR-Spektroskopie zeigen konnten.
ungewOhnlich hohe n-Elektronendichte an C4 und C; im Grundzustand trégt wahrscheinlich
dazu bei, dass keine Korrelation der Absorptionsmaxima von E und 3 mit den

Donornummern der Losungsmittel gefunden werden konnte.
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[365]

Abb. 4-13: Ladungsgetrennte Resonanzstrukturen von Ethidium, die laut Luedtke et al. einen anndhernd

gleichwertigen Betrag zur elektronischen Struktur im Grundzustand leisten.

Das Absinken der Fluoreszenz von E und 3 in nukleophilen Lésungsmitteln kann teilweise
durch eine Vergroferung der Stokes-Shifts erkldart werden, die im Allgemeinen zu einem
Anstieg der Raten des strahlungslosen Zerfalls angeregter Zustinde fiihrt."** Da der Stokes-
Shift von E und 3 allerdings nicht eindeutig mit den Donornummern der Losungsmittel
korreliert werden kann, scheinen hauptséchlich spezifische Wechselwirkungen basierend auf
der Lewis-Basizitit der Losungsmittel fiir die Loschung der Fluoreszenz von E und 3

1. B! folgerten aus der hdheren Quantenausbeute von

verantwortlich zu sein. Auch Pal et a
Ethidium in Acetonitril, verglichen mit der in Aceton, dass die Nukleophilie der aprotischen
Losungsmittel ausschlaggebend fiir die Loschung der Fluoreszenz von Ethidium sein muss.
Zur Quantifizierung verwendeten sie den sog. f-Wert (vgl. Kapitel 3.2.1), der die
Wasserstoftbriicken-Akzeptor-Basizitit (HBA-Basizitit, Hydrogen-bond acceptor basicity)
von Losungsmitteln reprdsentiert und mit f=0,48 fiir Aceton hoher ist (f=0,31 fiir

67.3%0] Eine eindeutige lineare Korrelation der Quantenausbeute mit den f-Werten

Acetonitril).!
verschiedener Losungsmittel wurde jedoch nicht gezeigt und konnte auch in unseren
Experimenten nicht gefunden werden.

Losungsmittel mit starken unspezifischen Polarisationskriften Af beglinstigen im
Allgemeinen eine Stabilisierung polarer Strukturen. Da die Fluoreszenzquantenausbeute von
Ethidium nicht mit der Orientierungspolarisation Af korreliert werden kann, ist es
wahrscheinlich, dass der elektronenschiebende 4-N,N-Diethylaminophenyl-Substituent in
Verbindung 4 zur Ausbildung polarer Resonanzstrukturen im angeregten Zustand beitrigt.

Die Loschung der Fluoreszenz in  aprotischen  Losungsmitteln  mit  hoher

Orientierungspolarisation Af deutet darauf hin, dass hauptsédchlich strahlungslos zerfallende
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Zusténde stabilisiert werden. Beziiglich des Mechanismus, der zur Fluoreszenzldschung von
Verbindung 4 in polaren Losungsmitteln fiihrt, wurden auch quantenmechanische

Berechnungen durchgefiihrt, die in Kapitel 4.7 néher erldutert werden.

4.4. Elektrochemische Charakterisierung von Ethidium und 1-4

Zur Bestimmung des Reduktionspotentials der Phenanthridinium-Derivate im angeregten
Zustand bendtigt man neben der Energie des HOMO-LUMO-Ubergangs Eg, die man aus
dem Schnittpunkt der normierten Absorptions- und Fluoreszenzspektren erhilt (vgl. Kapitel
3.3.1), auch die Reduktionspotentiale der Verbindungen im Grundzustand. Diese konnten
durch Cyclovoltammetriemessungen (CV-Messungen) ermittelt werden. Die Cyclovolta-
gramme der Farbstoffe bezogen auf das Potential von Ferrocen sind in Abb. 4-14 dargestellt.

Auffillig ist, dass die Reduktion von Ethidium sowie der Verbindungen 2 und 4 reversibel
verlduft, wihrend die Farbstoffe 1 und 3 eine irreversible Reduktion aufweisen. Strukturell
unterscheiden sich die Verbindungen 1 und 3 von den restlichen Substanzen durch das Fehlen
eines Phenylrests in Position 6 des Phenanthridinium-Grundgeriists, der offenbar fiir die
Reversibilitit der Reduktion erforderlich ist. Verglichen mit Ethidium, das im Grundzustand
ein Potential von E;,=-1,53 V besitzt, weisen die Phenanthridinium-Derivate 1 und 2 mit
Werten von E;»=-1,36 V und E;»=-1,34 V weniger negative Potentiale auf. Dies ist auf das
Fehlen der elektronenschiebenden Aminogruppen an Position 3 und 8 des Phenanthridinium-
Grundgeriists zuriick zu fithren, wodurch die Verbindungen leichter reduziert werden kénnen.
Geht man von einem Egp-Wert von ca. 3,2 eV fiir beide Verbindungen aus, erhélt man fiir den
angeregten Zustand Potentiale von E*=1,9 eV fiir 1 und E*= 1,8 eV fiir 2. Demnach weisen
beide Verbindungen im angeregten Zustand ein deutlich hoheres Reduktionspotential als
Ethidium (E*= 0,7 eV) auf. Die Reduktion der Farbstoffe 3 und 4 erfolgt im Grundzustand
bei stirker negativen Potentialen von E;»=-1,67 V und E;,=-1,62 V. Da beide Potentiale
niedriger liegen als das von Ethidium, ldsst sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen
dem Reduktionspotential im Grundzustand und dem Elektronen-Donor-Charakter des
Substituenten an Position 6 des Phenanthridinium-Grundgeriists erkennen. Mit den ermittelten
Eoo-Werten von 2,3 eV fiir 3 und 2,2 eV fiir 4 ergibt sich fiir den angeregten Zustand ein
Reduktionspotential von E*=0,6 eV fiir beide Verbindungen, was bedeutet, dass beide

Farbstoffe im angeregten Zustand weniger leicht reduziert werden konnen als Ethidium.
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Abb. 4-14: Cyclovoltagramme der Phenanthridinium-Derivate (c= 1 mM in MeCN) E (A), 1 (B), 2 (C), 3 (D)
und 4 (E) bezogen auf Ferrocen als Nullpunkt (50 mM NBuyPFj als Leitsalz, v=200 mV/s).

Die unterschiedlichen Redoxpotentiale der Verbindungen im angeregten Zustand haben u. a.

starke Auswirkungen auf das Emissionsverhalten dieser Farbstoffe in Gegenwart von DNA,

was in Kapitel 4.5.2 ausfiihrlich diskutiert wird.
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Tabelle 4-4: Ey-Werte sowie Reduktionspotentiale von E und 1-4 im Grundzustand (E;,) und im angeregten

Zustand (E*).

Eg™ [eV] XX B[Vl EX9[ev]
E 2,2 E'/E -1,53 0,7
1 32 ' -1,36 1,9
2 32 272 -1,34 1,8
3 2,3 33 -1,67 0,6
4 22 414 -1,62 0,6

[Energic des HOMO-LUMO Ubergangs aus dem Schnittpunkt zwischen normiertem Absorptions- und Fluoreszenzspektrum
(Berechnung siehe Kapitel 3.3.1). PReduktionspotential der Chromophore erhalten aus CV Messungen. ““Reduktionspotential der
Chromophore im angeregten Zustand (Berechnung siehe Kap. 3.3.1).

4.5. Titrationsexperimente der Farbstoffe Ethidium und 1-4 mit DNA

Bekanntermaflen fiihrt die Bindung von Ethidiumbromid an DNA zu charakteristischen
Anderungen der Absorptions- und Emissionseigenschaften (vgl. Kapitel 3.5). Im UV/Vis-
Spektrum ist eine bathochrome Verschiebung der Banden, isobestische Punkte und ein
hypochromer Effekt zu beobachten, wihrend die signifikante Erhohung der Fluoreszenz-
intensitdt mit einer hypsochromen Verschiebung des Fluoreszenzmaximums einhergeht. Um
die optischen Eigenschaften und das Bindungsverhalten der Phenanthridinium-Derivate 1-4
mit denen von E vergleichen zu kdnnen, wurden Titrationsexperimente mit einem willkiirlich
gewihlten, 17 Basenpaare (Bp) umfassenden DNA-Doppelstrang durchgefiihrt (DNA1, vgl.
Abb. 4-15).

G

! DNA1

C

Abb. 4-15: Sequenz des DNA-Doppelstrangs, der fiir die Titrationsexperimente verwendet wurde (DNA1).

In diesen Experimenten wurde eine gepufferte wissrige Losung (10 mM NaP;-Puffer, pH 7,
20 °C) des entsprechenden Phenanthridinium-Derivats in einer Kiivette vorgelegt und mit
gepufferter DNA-Losung, die zusidtzlich das Phenanthridinium-Derivat in der gleichen
Konzentration wie in der Kiivette enthielt, schrittweise versetzt und mittels UV/Vis- und
Fluoreszenzspektroskopie vermessen. So konnte eine Verdiinnung der Farbstoff-Losung

durch DNA-Zugabe verhindert werden.
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4.5.1. Spektrophotometrische Titrationen und Bestimmung der

Bindungsparameter

Titrationsexperimente der Phenanthridinium-Derivate Ethidium und 1-4 mit DNA1 wurden
bei einer Farbstoftkonzentration von 23 uM durchgefiihrt und mittels UV/Vis-Spektroskopie
verfolgt. Die Anderungen der Absorptionsspektren bei Zugabe von DNA sind in Abb. 4-16
dargestellt.

Bei allen untersuchten Verbindungen wurde durch Zugabe von DNAI1 eine Verringerung des
Extinktionskoeffizienten und das Auftreten von mindestens einem isobestischen Punkt
beobachtet. Allerdings zeigt sich erneut, dass sich die Absorptionsspektren der
Phenanthridinium-Derivate 3 und 4 auch in Gegenwart von DNA sehr ,.ethidiuméhnlich*
verhalten, wihrend sich die Spektren von 1 und 2 deutlich von denen des Ethidiums
unterscheiden. Die UV/Vis-Spektren der Phenanthridinium-Derivate 1 und 2 weisen bei
DNA-Zugabe neben einer sehr geringen Verschiebung der Maxima (3- 5 nm) und einer
leichten Verbreiterung der Signale nur einen isosbestischen Punkt (378 nm bzw. 388 nm) und
eine Intensitdtsabnahme auf (Abb. 4-16, B und C). Die Spektren von 3 und 4 zeigen hingegen
zusdtzlich eine signifikante Rotverschiebung der langwelligsten Absorptionsbande, wie es
auch fiir Ethidium bekannt ist. Ethidium zeigt typischerweise eine Verschiebung der Charge-
Transfer-Bande von 479 nm fiir ,,freies” Ethidium zu 522 nm fiir interkaliertes Ethidium mit
isobestischen Punkten bei 385 nm und 510 nm (Abb. 4-16, A). Auch im Falle von 3 und 4
erhédlt man in Gegenwart von DNA eine Verschiebung der Charge-Transfer-Bande um ca.
40 nm. Die Interkalation von 3 bedingt eine Verschiebung des langwelligsten
Absorptionsmaximums von 463 nm auf 503 nm mit isosbestischen Punkten bei 379 nm und
492 nm, wihrend das Absorptionsmaximum des Phenanthridinium-Derivats 4 von 486 nm auf
528 nm verschoben wird (mit isosbestischen Punkten bei 378 nm und 510 nm; vgl. Abb. 4-16,
D und E).
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Abb. 4-16: Spektrophotometrische Titration der Phenanthridinium-Derivate (c= 23 pM) Ethidium (A), 1 (B), 2
(C), 3 (D) und 4 (E) mit DNAT1 in gepufferter wassriger Losung (10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 20 °C). Die Pfeile

kennzeichnen die Anderung der Absorptionsbanden bei steigender DNA-Konzentration an.

Die deutliche Abnahme der Absorption und die bathochrome Verschiebung der
Absorptionsmaxima der Phenanthridinium-Derivate, v. a. bei E, 3 und 4, durch Zugabe von

DNAL1 weisen auf eine starke Assoziation zwischen Farbstoff und DNA hin.*®! AuBerdem
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deuten die isosbestischen Punkte, die bei steigender DNA-Konzentration bei allen Farbstoffen
beobachtet wurden, darauf hin, dass ein bestimmter Bindungsmodus bevorzugt wird. Zur
Bestimmung der intrinsischen Bindungskonstante K zwischen Farbstoff und DNA und des
zugehorigen Ausschlussparameters n wurden die Daten der Absorptionstitrationen in Form
eines Scatchard-Plots’®)  aufgetragen (vgl. Abb. 4-17) und entsprechend des

Nachbargruppenausschlussmodels von McGhee und von Hippel™ ausgewertet.

n-1
l—n-
L _k. (1-n-r)- (#] Gleichung 4-1
[L,] I-(n-1)-r

Wie in Kapitel 3.2.3 bereits erwédhnt, geht man bei der Herleitung des Modells von unendlich
vielen Bindungsstellen aus, da u.a. sogenannte End-Effekte bei kiirzeren Stringen eine
groBBere Rolle spielen und das Ergebnis verfilschen kénnen. Nach den Berechnungen von

Epsteinmé]

ist dieser Fehler allerdings im Falle von nicht-kooperativer Bindung der Liganden
und bedachter Wahl der Konzentrationen schon bei kurzen Stringen sehr gering, was die
Anwendung des Modells auf das hier untersuchte System rechtfertigt. AuBBerdem steht dabei
der Vergleich mit Ethidium im Vordergrund, das unter den gleichen Bedingungen gemessen
wurde wie die restlichen Phenanthridinium-Derivate, wodurch mogliche systematische Fehler
vernachldssigt werden kdnnen.

Fiir Ethidium als Referenzverbindung erhielt man eine Bindungskonstante von 5,0-10° M

mit einer Belegung von 1,6 Basenpaaren pro Ethidium-Molekiil. Beide Werte stimmen gut

/ [82, 387] / [388

mit den Ergebnissen von Zimmermann et a und Horowitz et al.’® iiberein, liegen

389. 391 was wahrscheinlich auf die deutlich

jedoch ca. 25-fach héher als die von Waring,!
hohere Salzkonzentration in seinen Messungen zuriick zu fiihren ist. Die Bindungskonstanten
der restlichen Phenanthridinium-Derivate spiegeln den starken Einfluss der exozyklischen
Aminogruppen wider. Wihrend die Farbstoffe 3 und 4, ebenso wie E, Bindungskonstanten im
Bereich von 10° M aufweisen (3,1~105 M fiir 3,7,8:10° M fiir 4), liegen die der Farbstoffe
1 und 2 um ca. eine GroBenordnung niedriger (5-10* M fiir 1, 7-10* M fiir 2). Dies
entspricht den Resultaten von Pauluhn et al®®” die fiir 2 eine Bindungskonstante in der
gleichen GroBenordnung fanden. Garbett et al.®® fanden eine ca. 10-fach niedrigere
Bindungskonstante fiir 2, was vermutlich durch eine hohere Salzkonzentration in ihren
Messungen bedingt ist. Erstaunlicherweise steigt die Bindungskonstante der Farbstoffe E, 3

und 4 in der Reihenfolge 3 <E <4 ebenso wie der elektronenschiebende Charakter des

Substituenten in Position 6 dieser Farbstoffe.
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Abb. 4-17: Scatchard-Plots™®™ der spektrophotometrischen Titrationen der Phenanthridinium-Derivate
(c=23 uM) Ethidium (A), 1 (B), 2 (C), 3 (D) und 4 (E) zur Bestimmung der intrinsischen Bindungskonstanten K
und des Ausschlussparameters n in gepufferter wéssriger Losung (10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 20 °C). Um
systematische Ungenauigkeiten zu vermeiden, gingen in die Auswertung nur Messpunkte mit einer
Sattigungsfraktion zwischen 0,3 und 0,85 ein. Die Linien stellen den besten Fit nach dem Modell von McGhee

und von Hippel dar.®*

Die Anzahl belegter Bindungsstellen pro Farbstoffmolekiil liegt fiir alle untersuchten Ver-
bindungen im Bereich von 1,5- 2,8 Basenpaaren, was stark auf eine Interkalation gemif3 dem

»Nachbarausschlussprinzip® hindeutet, wonach bei einer Interkalation nur jede zweite

Bindungsstelle besetzt werden kann.**") Diese Ergebnisse allein reichen noch nicht aus, um
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die Wechselwirkung zwischen DNA und Farbstoffmolekiil zweifelsfrei als Interkalation zu

identifizieren. Dazu bendtigt man weitere Untersuchungen z. B. durch CD-, LD-, oder NMR-

38, 392

Spektroskopie.! In dem hier vorliegenden Fall kann darauf allerdings verzichtet werden,

da Ethidium einen der bekanntesten Interkalatoren darstellt und man daher davon ausgehen

kann, dass dies auch auf die restlichen untersuchten Phenanthridinium-Derivate

zutrifft [336, 339, 340, 393]

Tabelle 4-5: Zusammenfassung der Ergebnisse der Absorptions- und Fluoreszenztitrationen von E und 1-4 mit
DNAT1 (Absorption: ¢(X)=23 uM, c(DNA1)=213,6 uM; Fluoreszenz: ¢(X)= 2,4 uM, c(DNA1)=109,3 uM; alle
Messungen in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 20 °C)

hoaps [nm] b [nm] FOE TRV
X frei  gebunden shift AL frei  gebunden  shift AL
285 1 - 615 601 14 50+0,3 1,6 +0,1
479 522 43
1 250 -l - 407 407 0 0,67+0,05 2,7+0,1
315 320 5
369 369 0
2 251 el - 420 420 0 0,46 +0,05 2.8+02
322 325 3
377 378 1
3 282 el - 599 583 16 3,1+0,4 1,5+0,1
463 503 40
4 281 L - 616 601 15 78+ 1,6 1,9+0,1
486 528 42

“Bindungskonstanten (in Bp) und "™Anzahl belegter Bindungsplitze (in Bp) bestimmt nach dem Modell von McGhee und von
Hippel **' 'K onnte aufgrund der Uberlagerung mit der Absorption der DNA nicht bestimmt werden.

4.5.2. Spektrofluorimetrische Titrationen

Die spektrofluorimetrischen Titrationen der Phenanthridinium-Derivate Ethidium und 1-4 mit
DNA1 wurden bei einer Farbstoffkonzentration von 2,4 uM in wéssriger Pufferlosung
durchgefiihrt. Anhand der UV/Vis-Titrationen (vgl. Kapitel 4.5.1) kann man deutlich
erkennen, dass die Wechselwirkung zwischen Farbstoff und DNA =zu signifikanten
Verdanderungen 1im Absorptionsspektrum des Farbstoffs fiihrt. Daher wurde als
Anregungswellenldnge die des jeweils langwelligsten isosbestischen Punkts gewihlt, der aus

den UV/Vis-Titrationen bestimmt wurde.
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Abb. 4-18: Spektrofluorimetrische Titration der Phenanthridinium-Derivate (c= 2,4 uM) Ethidium (A), 3 (B) und
4 (C) mit DNAL1 in gepufferter wassriger Losung (10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 20 °C). Die Pfeile zeigen die
Anderung der Fluoreszenzintensitit bei steigender DNA-Konzentration an. (D) Verinderung der

Fluoreszenzintensitét bei Titration der Farbstoffe mit DNAI1.

Abb. 4-18 (A-C) zeigt die Anderung der Fluoreszenzspektren von Ethidium und den
Phenanthridinium-Derivaten 3 und 4 bei Zugabe von DNA1. Die Intensitdt der Fluoreszenz
steigt in Gegenwart von DNA bei allen drei Farbstoffen deutlich an, was mit einer
hypsochromen Verschiebung des Fluoreszenzmaximums einhergeht. Nach Anregung bei
Aex= 510 nm erhédlt man im Falle von Ethidium die charakteristische Verschiebung des
Maximums von 615 nm fiir ,,freies* Ethidium zu 601 nm fiir interkaliertes Ethidium.** 34
Bei Verbindung 3 (Agx= 492 nm) wurde eine Verschiebung des Fluoreszenzmaximums von
599 nm auf 583 nm detektiert, das Emissionsmaximum von Farbstoff 4 (Agx= 510 nm) wurde
von 616 nm auf 601 nm verschoben.

Sowohl bei Ethidium als auch bei den beiden anderen Phenanthridinium-Derivaten 3 und 4

wurde ein signifikanter Anstieg der Fluoreszenzintensitit beobachtet, der in Abb. 4-18 (D) in
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Abhingigkeit von der DNA-Konzentration aufgetragen ist. Hier erkennt man deutlich, dass
der relative Fluoreszenzanstieg im Falle von Farbstoff 4 am hochsten ist (ca. 21-fach),
wiéhrend der von Ethidium ungefdhr halb so groB3 ist (ca. 10-fach). Mit einer ca. 7-fachen
Erhohung bei Zugabe von DNA weist der Farbstoff 3 den geringsten Fluoreszenzanstieg auf.
Dementsprechend kann man auch hier einen deutlichen Zusammenhang zwischen dem
elektronenschiebenden Charakter des Substituenten in Position 6 und dem Anstieg der
Fluoreszenzintensitit nach Zugabe von DNA beobachten. Bei Farbstoft 3 fehlt der schwach
elektronenschiebende Phenylrest komplett, wohingegen die Verbindung 4 mit einem 4-N,N-
Diethylaminophenyl-Substituenten einen zusitzlichen Elektronendonor besitzt. Je besser die
Elektronen-Donor-Eigenschaften des Substituenten in Position 6 des Phenanthridinium-
Grundgeriists sind, desto stirker steigt die Fluoreszenzintensitit in Gegenwart von DNA an,
wihrend zugleich die Fluoreszenz in wissriger Losung stirker geloscht wird. Diese
Beobachtungen wurden als Grundlage fiir quantenmechanische Berechnungen genutzt und

werden in Kapitel 4.7 ausfiihrlicher diskutiert.

121
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Abb. 4-19: Spektrofluorimetrische Titration der Phenanthridinium-Derivate (c=2,4 uM) 1 (A) und 2 (B) mit
DNA1 in gepufferter wissriger Losung (10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 20 °C). Die Pfeile kennzeichnen die
Anderung der Fluoreszenzintensitit bei steigender DNA-Konzentration. (C) Verdinderung der
Fluoreszenzintensitdt bei Titration der Farbstoffe mit DNA1l. (D) Stern-Vollmer Auftragungen der

spektrofluorimetrischen Titrationen der Verbindungen 1 und 2 mit DNAL1.



86 Phenanthridinium-Chromophore

Die Ergebnisse der Fluoreszenztitrationen der Phenanthridinium-Derivate 1 und 2 mit DNA1
unterscheiden sich deutlich von denen des Ethidiums. Nach Anregung bei Ap,= 378 nm bzw.
Aex= 388 nm bleibt die Lage des Emissionsmaximums beider Farbstoffe 1 (Ag,= 407 nm) und
2 (Agm=420 nm) bei Zugabe von DNA unverindert (vgl. Abb. 4-19, A und B). AuBerdem
erhidlt man in beiden Fillen eine starke Ldschung der Fluoreszenz der Farbstoffe in
Gegenwart von DNA (vgl. Abb. 4-19, C). Zur Quantifizierung der Loscheffizienz wurden die
relativen Intensitéten Iy/I gegen die DNA-Konzentration (in Bp) aufgetragen(vgl. Abb. 4-19,
D). Aus der Steigung der Geraden erhilt man gemidB der Stern-Vollmer-Gleichung die

Loschkonstante Ky

% =1+ K, -¢(DNA - Bp) Gleichung 4-2

Fiir beide Phenanthridinium-Derivate liegen die Loschkonstanten im Bereich von 10* M
(DNA-Bp), wobei die Effizienz der Fluoreszenzléschung von Verbindung 1 mit einer
Loschkonstanten Kg=6,2-10* M  geringfiigig hoher liegt als die des Farbstoffs 2
(Ksi=5,8-10° M.

Die Fluoreszenzloschung kann wahrscheinlich auf einen photoinduzierten Ladungstransfer
von 1 bzw. 2 auf die DNA-Basen zuriickgefiihrt werden. Aufgrund des hohen Egy-Werts von
3,2eV (vgl. Kapitel 4.4) besitzen beide Verbindungen im angeregten Zustand sehr hohe
Reduktionspotentiale (1: 1,9 eV; 2: 1,8 eV). Guanin, als die am leichtesten zu oxidierende
natiirliche Base, weist ein Potential von E.(G/G)=1,3V gegen die Normalwasser-
stoffelektrode (NHE) auf.!>® **!) Verwendet man einen Wert von -0,63 V zur Umrechnung

von der NHE auf die Ferrocen—Referenz,[3 4

so ergibt sich das entsprechende Potential von
Guanin zu 0,7 V. Aufgrund dieser Werte kann man davon ausgehen, dass beide Verbindungen
1 und 2 im angeregten Zustand in der Lage sind Guanin zu oxidieren, was eine Loschung der
Fluoreszenz zur Folge hitte.

Ethidium und die Phenanthridinium-Derivate 3 und 4 weisen hingegen deutlich geringere
Reduktionspotentiale (E: 0,7 eV; 3: 0,6 eV; 4: 0,6 eV) auf. Obwohl beriicksichtigt werden
muss, dass die erhaltenen Potentiale des angeregten Zustands nur eine Abschitzung
darstellen, da Wechselwirkungen mit den DNA-Basen zu Schwankungen von £+ 100 mV und
mehr fithren kénnen,”**! kann man davon ausgehen, dass die Verbindungen 3 und 4 auch im
angeregten Zustand nicht in der Lage sind Guanin zu oxidieren. Im Falle von Ethidium kann
eine Oxidation von Guanin jedoch aufgrund der ermittelten Potentiale nicht ausgeschlossen

werden. Untersuchungen von Huber et al. mit kovalent gebundenem Ethidium zeigen eine

schwache Loschung der Fluoreszenz in einer guanin- und cytosinreichen Umgebung, die in
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einer adenin- und thyminreichen Umgebung nicht beobachtet werden konnte.!"" Dies deutet
auf die Bildung eines partiellen CT-Komplexes v. a. mit den elektronenreichen Guaninen hin.
Die hier durchgefiihrten Titrationsexperimente mit DNAT1, bei der das Verhiltnis von G-C- zu
A-T-Basenpaaren anndhernd ausgeglichen ist, lassen keinen Riickschluss auf etwaigen

Ladungstransfer von photoangeregtem Ethidium auf Guanin zu.

4.6. Fluoreszenzmessungen zur Bestimmung der Viskositiatsabhingigkeit

Die Viskositit eines Losungsmittels beeinflusst die Fluoreszenzeigenschaften von
Farbstoffen, da viskosere Medien zu ldngeren Reorgansierungszeiten der umgebenden
Losungsmittelmolekiile fiihren, wodurch die Entpopularisierung des angeregten Zustands
beeinflusst wird. Um weitere Informationen beziiglich des Mechanismus der strahlungslosen
Desaktivierung von Ethidium und der Phenanthridinium-Derivate 1-4 zu erhalten, wurde die
Abhingigkeit der Fluoreszenzeigenschaften von der Viskositit des Mediums bestimmt.
Generell kann die Viskositit des Mediums auf zwei verschiedene Arten systematisch
verdandert werden: zum einen durch Mischungen von Ldsungsmitteln mit unterschiedlicher
Viskositét, zum anderen durch Losungsmittel, deren Viskositét sich temperaturabhingig stark

verandert.

4.6.1. Messungen in reinem Glycerin bei verschiedenen Temperaturen

Zur Untersuchung der Viskosititsabhingigkeit der spektroskopischen Eigenschaften von
Farbstoffen wird haufig Glycerin als Losungsmittel verwendet, da sich die Viskositdt von
Glycerin in Abhéngigkeit von der Temperatur sehr stark verdndert: bei einer Erh6hung der
Temperatur von 0°C auf 100 °C sinkt die Viskositdt nicht-linear von 12070 cP auf
14,8 cp.P%!
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Abb. 4-20: Emissionsspektren der Phenanthridinium-Derivate Ethidium (A), 1 (B), 2 (C), 3 (D) und 4 (E) in

Glycerin (c= 10 pM) bei verschiedenen Temperaturen (0 °C- 100 °C). Die Pfeile kennzeichnen die Anderung der

Fluoreszenzbanden bei sinkender Temperatur. Die eingefiigten Graphen zeigen die Anderung der Fluoreszenz-

quantenausbeute in Abhéngigkeit von der Temperatur. (Quantenausbeuten von 1 und 2 wurden mit Chininsulfat

in 1 M H,S0, (®=0,546)"" als Standard bestimmt, zur Quantenausbeutebestimmung von E und 3 diente

Rhodamin 101 in Ethanol (&= 1,0)"*’* als Standard. Quantenausbeuten von 4 wurden relativ zu einer wissrigen

Ethidiumbromid-Lésung (in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 20 °C) gemessen.) Verdnderung der Fluoreszenz-

intensitdt der Phenanthridinium-Derivate Ethidium und 1-4 bei steigender Viskositit (F).
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Auf die Absorptionseigenschaften der Phenanthridinium-Derivate E und 1-4 hat die
Temperaturerhéhung kaum Auswirkungen: man erhdlt fiir alle Verbindungen eine
Blauverschiebung der Absorption von ca. 2- 3 nm bei einer Erhéhung der Temperatur von
0 °C auf 100 °C (Daten nicht gezeigt). Abb. 4-20 zeigt den Effekt der Viskosititsanderung auf
die Fluoreszenz von Ethidium (A), 1 (B), 2 (C), 3 (D) und 4 (E). Die Emission aller
untersuchten Derivate steigt mit sinkender Temperatur, und somit mit steigender Viskositét
an, allerdings in unterschiedlich starkem Ausmal. Die geringsten Auswirkungen weist das
Fluoreszenzverhalten der Verbindungen 1 und 3 mit einem ca. 2- bzw. 3-fachen Anstieg der
Fluoreszenzintensitit (vgl. Abb. 4-20, F) und einer Blauverschiebung der Fluoreszenzmaxima
von 7 nm bzw. 5 nm auf. Die entsprechenden phenylsubstituierten Derivate 2 und E zeigen
eine Blauverschiebung der Emissionsmaxima von 9 nm und einen ca. 4- bzw. 5-fachen
Anstieg der Fluoreszenzintensitét bei Erhohung der Viskositit von 14,8 cP auf 12070 cP, die
Quantenausbeuten der 6-Methyl-Verbindungen 1 und 3 liegen allerdings auch bei 0 °C noch
hoher. Auffillig ist auBerdem, dass die Fluoreszenz von 1 und 2 im méBig viskosen Bereich
(bis ca. 1000 cP bzw. ca. 4000 cP) deutlich steiler anstiegt als die der entsprechenden
Diaminoderivate 3 und E. Im Vergleich zu wissriger Pufferlosung andert sich die
Quantenausbeute von Verbindung 1 in Glycerin bei 20 °C kaum, die von 2 liegt um lediglich
50 % hoher, wihrend die Quantenausbeuten von E und 3 in Glycerin bei 20 °C, verglichen
mit wissriger Pufferlosung, auf das ca. 8-fache ansteigen. Den grofiten Einfluss hat die
Viskositit des Mediums allerdings auf Verbindung 4: Hier erhoht sich die Quantenausbeute
im Vergleich zur wissrigen Pufferlosung auf das ca. 170-fache, was dazu fiihrt, dass die
Quantenausbeute von 4 in Glycerin bei 20 °C (O~ 2 %; vgl. Abb. 4-20, E, eingefligter
Graph) die von Ethidium in wéssriger Losung (@~ 1 %) lbersteigt. Die Variation der
Viskositit von 14,8 cP auf 12070cP filhrt zu einer Blauverschiebung des
Emissionsmaximums von 4 um 14 nm, was mit einem mehr als 80-fachen Anstieg der

Fluoreszenzintensitit einhergeht (vgl. Abb. 4-20, F).

4.6.2. Messungen in verschiedenen Glycerin-Wasser-Mischungen

Eine weitere Moglichkeit zur Verdnderung der Viskositit eines Mediums stellt, wie bereits
erwihnt, die Mischung von Ldsungsmitteln unterschiedlicher Viskositdt dar. Hier wurden
dazu Glycerin-Wasser-Mischungen verwendet, da damit ein weiter Bereich an Viskosititen
abgedeckt werden kann (n= 1,005 cP in Wasser, n= 1499 cP in Glycerin bei 20 °C), der auch

geringere Viskosititen als die Messungen im reinem Glycerin (vgl. Kapitel 4.6.1) erlaubt.
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(Heizt man reines Glycerin auf ca. 170 °C erhélt man dhnlich geringe Viskosititen. Ein
Autheizen iiber 100 °C war an der hier verwendeten Apparatur allerdings nicht moglich.) Die
Abhingigkeit der Viskositidten dieser Mischungen von ihrem jeweiligen Gehalt an Wasser

(391 AuBerdem handelt es sich sowohl bei

bzw. Glycerin ist sehr genau untersucht worden.
Wasser als auch bei Glycerin um protische Losungsmittel mit vergleichbarer Polaritit
(E1(30)= 63,1 fiir Wasser, Er(30)= 57,0 fiir Glycerin),'”) sodass eine Polarititsinderung bei
Mischung dieser Losungsmittel vernachlissigt werden kann.

In Abb. 4-21 sind exemplarisch fiir die Didesamino-Verbindungen 1 und 2 die Absorptions-
(A) und Fluoreszenzspektren (B) von Derivat 2 in verschiedenen Glycerin-Wasser-Mischung
dargestellt. Eine eindeutige Verschiebung der Absorptionsbanden bei steigendem Glycerin-
Anteil ist nicht zu erkennen, die Fluoreszenzspektren werden um 2- 3 nm in den langwelligen
Bereich verschoben. Die Fluoreszenzquantenausbeute von 1 bleibt auch bei steigendem
Glycerin-Gehalt anndhernd konstant, wéhrend sich die von 2 auf das ca. 1,6-fache erh6ht und
damit im gleichen Bereich wie die von 1 liegt. Stellvertretend fiir die Phenanthridinium-
Derivate E, 3 und 4 sind in Abb. 4-21 die Absorptions- (C) und Fluoreszenzspektren (D) von
Ethidium in verschiedenen Glycerin-Wasser-Mischungen gezeigt. Man erkennt eine
Rotverschiebung der Absorptionsbanden von ca. 30 nm bei steigendem Glycerin-Anteil sowie
einen deutlichen Anstieg der Fluoreszenzintensitit und der -quantenausbeute (ca. 7-fach), der
mit einer geringen Rotverschiebung der Emissionsspektren von ca. 4 nm einhergeht. Fiir
Verbindung 3 wurden &dhnliche Ergebnisse gefunden: Auch hier verschieben sich die
Absorptions- und Fluoreszenzspektren um die gleichen Werte in den langwelligen Bereich
und die Quantenausbeute steigt auf das ca. 7-fache an. Verbindung 4 zeigt &hnliche
Verschiebungen der Absorptions- und der Fluoreszenzspektren wie die beiden anderen
Diamino-Derivate. Der Anstieg der Fluoreszenzquantenausbeute bei steigendem Glycerin-
Anteil ist hier allerdings deutlich stirker ausgepriagt, obwohl nur Daten zwischen 60 % und
100 % Glycerin-Gehalt zur Auswertung herangezogen werden konnten, da die Fluoreszenz
von Verbindung 4 in weniger als 60 % Glycerin-Anteil bei der Quantenausbeutebestimmung
mit Rhodamin 101 als Standard unterhalb des Detektionslimits lag. Um die Ergebnisse aller
Phenanthridinium-Derivate in Glycerin-Wasser-Mischungen trotzdem vergleichbar zu
machen, zeigt Abb. 4-21 (E) die Verdnderung der relativen Quantenausbeuten bezogen auf
die Quantenausbeute in reinem Glycerin bei sinkender Viskositit. In dem Bereich zwischen
60 % und 100 % Glycerin-Gehalt (10,96 cP bis 1499 cP) steigt die Fluoreszenzquanten-

ausbeute auf das ca. 40-fache an.
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Abb. 4-21: Absorptions- und Emissionsspektren der Phenanthridinium-Derivate (c= 10 pM) Ethidium (A, B)
und 2 (C, D) in Glycerin-Wasser-Mischungen (0 % bis 100 % Glycerin) bei 20 °C. Die Pfeile kennzeichnen die
Anderung der Absorptions- und Fluoreszenzbanden bei steigendem Glycerin-Anteil. Die eingefiigten Graphen
zeigen die Anderung der Fluoreszenzquantenausbeute in Abhingigkeit von der Viskositit. (Quantenausbeuten
von 1 und 2 wurden mit Chininsulfat in 1 M H,SO, (®z=0,546)""% als Standard bestimmt, zur Quantenaus-
beutebestimmung von E, 3 und 4 diente Rhodamin 101 in Ethanol (®z= 1,0)*® als Standard.) Verinderung der

Quantenausbeuten der Phenanthridinium-Derivate Ethidium und 1-4 relativ zur ihrer Quantenausbeute in reinem

Glycerin bei steigender Viskositét (E).
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Interessant ist auBerdem, dass die Quantenausbeute von Verbindung 3 bei Erhéhung des
Glycerin-Anteils zundchst stirker ansteigt als die von Ethidium. Ab einem Gehalt von 85 %
Glycerin bleibt die Fluoreszenz von 3 jedoch anndhernd konstant, wihrend die Quanten-
ausbeute von Ethidium mit steigender Viskositdt weiter ansteigt. Das steht im Einklang mit
den Ergebnissen aus Kapitel 4.6.1 wonach der Anstieg der Fluoreszenzquantenausbeute von
Ethidium in stirker viskoser Umgebung (niedriger Temperatur) hoher ist als der von

Verbindung 3.

4.6.3. Bestimmung der Arrhenius Parameter

Eine dhnlich starke Abhéngigkeit der Fluoreszenz von der Viskositit des Mediums wie bei
Verbindung 4 wurde auch bei zahlreichen anderen Farbstoffen beobachtet, deren

Konformation sich im angeregten Zustand dndert. Dabei handelt es sich beispielsweise um N-

Aryl-9-aminoacridizinium Farbstoffe,**’!

[397

phenylsubstituierte Heterozyklen wie 3,3-Dimethyl-
2-phenylindolenin™” oder Donor-Akzeptor-Systeme, die nach Anregung einen verdrillten
intramolekularen Ladungsiibertragungszustand (TICT-Zustand) bilden, wie Di- oder

I oder donormodifizierte Rhodamine.””!

Triphenylmethan-Verbindungen!”! Aufgrund der
Parallelen zu den erwihnten Verbindungen sollte auch fiir E, 2 und v. a. fiir 4 die Moglichkeit
einer strahlungslosen Desaktivierung des angeregten Zustands aufgrund von Rotationen des
Phenyl- bzw. des 4-N,N-Diethylaminophenyl-Substituenten in Betracht gezogen und
untersucht werden.

In méBig bis hoch viskosen Ldsungen haben freie-Volumen-Effekte (free-volume effects)
deutlich grofere Auswirkungen auf die interne Rotation (torsional relaxation) der Probe als

die Volumenviskositit (bulk viscosity) der Losungen.®*

Die Doolittle-Gleichung
beschreibt einen empirischen Zusammenhang zwischen der Viskositit # und des freien

Volumens Vy:

Y .
n=n,exp| — Gleichung 4-3
v
1o stellt dabei eine Konstante dar, bei V handelt es sich um das van-der-Waals-Volumen des
Losungsmittels. Unter der Voraussetzung, dass die intrinsische Lebenszeit des strahlenden
Ubergangs sowohl temperatur- als auch viskosititsunabhiingig ist, kann die
Fluoreszenzquantenausbeute ®r aus den Ratenkonstanten der strahlenden (k) und der

strahlungslosen Prozesse (k) berechnet werden:
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k?‘l}" 1
O, =—"— Gleichung 4-4
kr + knr
Fiir médBig bis hoch viskose Losungsmittel wurde ein empirischer Zusammenhang zwischen

der Ratenkonstante fiir strahlungslose Prozesse (k) und dem Verhiltnis des van-der-Waals-

Volumens zum freien Volumen gefunden:

V.
k, =ko exp| —x-—L Gleichung 4-5
v
Bei k’, handelt es sich dabei um die Reorientierungsrate in Abwesenheit eines
Losungsmittelkdfigs, bei x um eine Konstante, die von der Geometrie und der Grofle der
Probe abhidngt. Durch Kombination dieser drei Gleichungen und unter der Beriicksichtigung,
dass die Verdanderung der Viskositit durch Variation der Temperatur 7 erzielt wurde, erhélt

man einen empirischen Zusammenhang zwischen der Quantenausbeute @ des Farbstoffs und

der Viskositit 7 des Mediums: %378 3%
@ «
ﬁ =A4-(n/T) Gleichung 4-6
T FF

In der Konstante A sind dabei alle Konstanten der drei Gleichungen zusammengefasst. Aus
einer doppeltlogarithmischen Auftragung erhdlt man x, wobei im Allgemeinen x <1 ist, was
den Einfluss der effektiven Viskositdt des Mediums bestitigt, die aufgrund der freien-
Volumen-Effekte (free-volume effects) geringer ist als die Volumenviskositét (bulk viscosity)

der Losungen.

Wird eine Anderung der Viskositit ohne Variation der Temperatur z. B. durch Verwendung
verschiedener Losungsmittel oder Losungsmittelmischungen herbeigefiihrt und besitzen die
Farbstoffe eine geringe Quantenausbeute (®r<<1), kann Gleichung 4-6 zur Forster-

Hoffmann-Gleichung vereinfacht werden:** ™"’

O, =C-n* Gleichung 4-7

Nach der Theorie von Férster und Hoffmann'"" wird fiir die Rotation einer Phenylgruppe im
angeregten Zustand in viskosen Medien ein Wert von k= % erwartet, was experimentell fiir
eine Vielzahl von Farbstoffen bestitigt werden konnte.[’% 7! 333971

Betrachtet man die Fluoreszenzquantenausbeuten von E, 2 und 4 in Abhéngigkeit von der
Viskositidt des Mediums, erhdlt man fiir alle drei Phenanthridinium-Derivate in Glycerin-

Wasser-Mischungen bei 20 °C einen linearen Zusammenhang zwischen der Fluoreszenz-
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quantenausbeute und der Viskositidt des Mediums (vgl. Abb. 4-22, A). Fiir Verbindung 4
konnten die Quantenausbeuten mit Rhodamin 101 als Standard erst ab einem Gehalt von
mindestens 60 % Glycerin bestimmt werden, da die Fluoreszenz in weniger viskosen
Losungen unterhalb der Detektionsgrenze lag. Daher wurden fiir Verbindung 4 nur Daten
zwischen 60 % und 100 % Glycerin zur Auswertung herangezogen. Die aus den
Ausgleichsgeraden erhaltenen k-Werte flir die Phenanthridinium-Derivate E, 2 und 4
unterscheiden sich deutlich: wihrend die Verbindungen E und 2 mit 4= 0,28 bzw. k= 0,08
deutlich vom Torsionsmodell von Forster und Hoffmann (k=7%:) abweichen, erfiillt

Verbindung 4 mit 4= 0,77 in verschiedenen Glycerin-Wasser-Mischungen ndherungsweise

diese Bedingung.
0 EI 0
-14 -
= -1
~ ¢
& 2 T k=0,28; r=0,980 A\ x=0,23; r= 0,995
S 4] ~
I &
e} = 2
2 2 -2
= E - u E
-3 4 4
0 1 2 3 -1 0 1 2
log(n/cP) log(n/T)

Abb. 4-22: Viskositdtsabhdngigkeit der Fluoreszenzquantenausbeuten von E, 2 und 4 in Glycerin-Wasser-
Mischungen bei 20 °C (A). Auftragung der Viskositdtsabhéngigkeit der Fluoreszenzquantenausbeuten von E, 2
und 4 in Glycerin bei unterschiedlichen Temperaturen (0 °C bis 100 °C) in Form von log(®//(1-®f)) gegen
log(#/T) (B).

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen der Phenanthridinium-Derivate E, 2 und 4 in
Glycerin bei unterschiedlichen Temperaturen zeigen einen linearen Zusammenhang zwischen
log(®F/(1-®F)) und log(n/T) fiir Ethidium und 4, fiir Verbindung 2 konnte kein eindeutiger
linearer Zusammenhang gefunden werden (vgl. Abb. 4-22, B). Zur Bestimmung der
Quantenausbeuten von Ethidium und 4 wurde Rhodamin 101 als Standard verwendet. Da die
Quantenausbeute von 4 sehr gering ist, lag die Fluoreszenzintensitét ab einer Temperatur von
343 K unterhalb des Detektionslimits. Daher wurden fiir Verbindung 4 nur Daten zwischen
273 K und 333 K zur Auswertung verwendet. Die Werte der Exponenten x fiir Ethidium
(x=0,23) und Verbindung 4 (x=0,75) stimmen gut mit den Ergebnissen der Glycerin-Wasser-

Mischungen bei konstanter Temperatur iiberein, Verbindung 4 erfiillt auch hier
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ndherungsweise das Modell von Forster und Hoffinann. Das bekriftigt die Vermutung, dass
die Rotation des 4-N,N-Diethylanilino-Substituenten zur Loschung der Fluoreszenz von

Verbindung 4 beitragt.

Die Ergebnisse der temperaturabhingigen Fluoreszenzquantenausbeutemessungen der
Phenanthridinium-Derivate E und 1-4 in Glycerin konnen genutzt werden, um mittels
Arrhenius-Auftragungen die Aktivierungsenergie £, der strahlungslosen Desaktivierung des

angeregten Zustands zu ermitteln:

7EA

k. =A-eR" Gleichung 4-8

nr

Dazu wird die Rate der strahlenden (k) und der strahlungslosen Desaktivierung (k) des

angeregten Zustands benotigt, die aus der Fluoreszenzlebenszeit 7 eines Molekiils und seiner

Quantenausbeute @ berechnet werden kann:'¢”!

()]
k., =—%X Gleichung 4-9
T
1
knr =—- kr Gleichung 4-10
Tr

Da die erforderlichen Gerdte zur Messung der Fluoreszenzlebenszeiten 7 der
Phenanthridinium-Derivate bei unterschiedlichen Temperaturen nicht zur Verfiigung standen,
wurden die ,,natiirlichen* Fluoreszenzlebenszeiten 7y, die eine obere Grenze der Fluoreszenz-
lebensdauern darstellen, und die dazugehorigen Raten k., aus den Absorptions- und
Emissionsspektren entsprechend der Gleichung von Strickler und Berg (vgl. Kapitel 3.2.4)
abgeschitzt:™”

k =—=2880-10" -1 .<17;3>;1 -&jg(md Inv Gleichung 4-11

u

Die Fluoreszenzlebenszeit 7 konnte dann mit Hilfe der Fluoreszenzquantenausbeute ®@p

ermittelt werden:®”!

7. =D, -7, Gleichung 4-12

Die berechneten Daten der Phenanthridinium-Derivate E und 1-4, einschlieBlich der Raten
der strahlenden (k) und der strahlungslosen Desaktivierung (k) des angeregten Zustands,

befinden sich in Kapitel 7.3.4 in den Tabellen 7-8 bis 7-12. Fiir Verbindung 4 wurden
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aufgrund ihrer geringen Fluoreszenzquantenausbeute erneut nur Werte zwischen 273 K und
333 K beriicksichtigt.

Die berechneten Ratenkonstanten der strahlenden Relaxation des angeregten Zustands k.
liegen fiir alle untersuchten Phenanthridinium-Derivate in der gleichen GroBenordnung,
zwischen 2:10” s und 5-10"s”'. AuBerdem unterliegen die k-Werte Schwankungen im
Bereich von ca. 6 %, eine Korrelation mit der Temperatur konnte jedoch nicht gefunden
werden. Aufgrund der Annahme, dass die k-Werte temperaturunabhéngig sind, wurde der
Mittelwert aus allen Messungen des jeweiligen Phenanthridinium-Derivats gebildet und
daraus die restlichen Parameter berechnet.

Vergleicht man die abgeschitzten Geschwindigkeitskonstanten von Ethidium (k= 0,15 ns™ bei
0°C, k= 0,30 ns™" bei 25 °C) bei 0 °C und bei 25 °C in Glycerin mit den Ergebnissen von
Sommer et al. (k=0,17 ns” bei 0 °C, k=0,28 ns” bei 25 °C),[400] so findet man eine gute
Ubereinstimmung mit Abweichungen von 12 % bzw. 7 %, die allerdings noch im Toleranz-
bereich der Messung liegen. Die hier nach Strickler und Berg abgeschitzte Fluoreszenz-
lebenszeit von Ethidium (z7=4,0ns) in Glycerin bei 20°C liegt in der gleichen

2361 \yeicht

GroBenordnung wie die von Olmsted et al. gemessene Lebenszeit (7= 5,9 ns),!
davon jedoch um 32 % ab. Beriicksichtigt man, dass die Fehler, die bei der Bestimmung der
Quantenausbeute @y und der Rate der strahlenden Relaxation &, hier mit eingehen, wird diese
Abweichung zumindest teilweise relativiert. Die Anwendung der Strickler-Berg-Gleichung
zur Abschitzung der Aktivierungsenergien der Phenanthridinium-Derivate E und 1-4 ist
dennoch gerechtfertigt, v. a. wenn man bedenkt, dass ein Vergleich der Werte untereinander,
die dhnlich fehlerbehaftet sein sollten, im Vordergrund steht.

Zur Bestimmung der Arrhenius-Parameter der strahlungslosen Relaxation der
Phenanthridinium-Derivate E und 1-4 wurde In(k,,) gegen 1/T aufgetragen (vgl. Abb. 4-23).
Die Werte von 1 und 4 konnten unter Verwendung einer Ausgleichsgeraden angepasst
werden, fiir E, 2 und 3 wurden zwei Ausgleichsgeraden benétigt. Die daraus erhaltenen Werte

fiir die Aktivierungsenergien £, und priaexponentiellen Faktoren 4 aller Phenanthridinium-

Derivate sind in Tabelle 4-6 zusammengefasst.
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Abb. 4-23: Arrhenius-Auftragungen zur Bestimmung der Aktivierungsenergie £, und des priexponentiellen
Faktors A der strahlungslosen Relaxation der Phenanthridinium-Derivate (c= 10 puM) Ethidium (A), 1 (B), 2 (C),
3 (D) und 4 (E). Die Linien stellen die besten Ausgleichsgeraden dar.
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Tabelle 4-6: Aktivierungsenergien £, und praexponentielle Faktoren 4 der strahlungslosen Prozesse von E und

1-4 in Glycerin aus Arrhenius-Auftragungen (siche Kapitel 3.2.4).

Eg/kImol'  Al/s” Eo/kImol'  A2/s
E 21,1 1,37-10" 11,0 2,43-10"
1 6,63 7,44:10° - -
2 9,19 3,74:10° 23,5 7,74-10"
3 16,5 1,27-10" 4,73 1,08:10°
4 49,1 7,93:10" - -

Die beiden Aktivierungsenergien von Verbindung 2 liegen in der gleichen GroBenordnung
wie die von Ethidium, allerdings in unterschiedlichen Temperatur- und damit Viskositits-
bereichen. Wihrend Ethidium, ebenso wie Verbindung 3, bei hoheren Viskosititen die hohere
Aktivierungsenergie aufweist, ist die Aktivierungsenergie von 2 im weniger viskosen Bereich
hoher. Die Aktivierungsenergie von 1 ist mit der von Verbindung 3 bei niedriger Viskositét
vergleichbar. Die mit Abstand hochste Aktivierungsenergie weist Verbindung 4 mit einem
Wert von 49,1 kJ ‘mol ™ auf.

Aktivierungsenergien im Bereich zwischen 37 kJ-mol™ und 47 kJ'mol™ sind typisch fiir die
Rotation einer (substituierten) Phenylgruppe im angeregten Zustand, wie u. a. Ergebnisse von
Vogel et al. "™ fir Triphenylmethan-Farbstoffe, Granzhan®®™® fiir 9-donorsubstituierte

1397) fiir Phenylindol-Derivate und Loutfy et al.**"!

Acridizintum-Verbindungen, Belletéte et al.
fiir 4-N,N-Dialkylaminobenzylidenmalonnitrile gezeigt haben. Wegen der guten Uber-
einstimmung mit dem Torsionsmodell nach Forster und Hoffinann und der hohen
Aktivierungsenergie von 4 kann man auch unter Beriicksichtigung des Fehlers, den hier die
Abschétzung nach Strickler-Berg moglicherweise mit sich bringt, davon ausgehen, dass die
Rotation des 4-N,N-Diethylaminophenyl-Substituenten im angeregten Zustand bei der
strahlungslosen Relaxation von Verbindung 4 eine wichtige Rolle spielt. Dies wurde mittels
quantenmechanischer Berechnungen (vgl. Kapitel 4.7) noch genauer untersucht.

Der hohere Anstieg der Fluoreszenzquantenausbeute von Ethidium und 2 im Vergleich zu den
entsprechenden Desphenyl-Verbindungen 3 und 1 bei steigender Viskositdt (vgl. Kapitel 4.6.1
und 4.6.2) deutet grundsitzlich darauf hin, dass eine Rotation des Phenylrings an der
strahlungslosen Relaxation von E und 2 beteiligt ist, auch wenn die Auftragungen nach
Forster und Hoffmann und die relativ niedrigen Aktivierungsenergien eher dagegen sprechen.

1.4 yntersuchten Ethidium und 3 in Glycerin mittels zeitaufgelSster transienter

Sommer et a
Fluoreszenzmessung und fanden neben der bekannten Zeitkomponente im ns-Bereich

zusitzlich eine schnellere Zeitkompontente (~ 100 ps), die sich aus einer Rotverschiebung des
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Fluoreszenzspektrums in Abhéngigkeit von der Zeit ergibt. Die Aktivierungsenergie, die sie
fir die Rotverschiebung der Ethidiumfluoreszenz bestimmten (~ 4 kcal'mol” entspricht
~ 17 kJ'mol™), liegt auch unter Beriicksichtigung des Fehlers durch die Naherung nach
Strickler-Berg in einer dhnlichen Grofenordnung wie die hier fiir E und 3 in einem
vergleichbaren Temperaturbereich bestimmte Aktivierungsenergie, wobei beachtet werden
sollte, dass ein Einfluss weiterer Effekte, die eine Fluoreszenzléschung von E und 3
bewirken, auf die hier erhaltenen Aktivierungsenergien nicht ausgeschlossen werden kann.
Trotz dieser verhéltnisméfBig niedrigen Aktivierungsenergie fiihrten Sommer et al. den
schnellen, nicht-exponentiell verlaufenden Zerfall auf eine intramolekulare Relaxation durch
Rotation der Phenyl- und Aminogruppen bei Ethidium bzw. der Aminogruppen bei
Verbindung 3 im angeregten Zustand zuriick. Fiir die Rotation der Aminogruppen im
angeregten Zustand nahmen sie dhnliche Relaxationszeiten an wie fiir die Phenylrotation, da
der GroBenvorteil der Aminogruppen durch ihre Féhigkeit zur Ausbildung von Wasserstoff-
briickenbindungen wieder relativiert wird, was auch die um lediglich 25 % niedrigere
Aktivierungsenergie von Verbindung 3 in den hier beschriebenen Experimenten, zumindest
teilweise, erklirt. Sie begriindeten die Annahme einer intramolekularen Rotation trotz der
vergleichsweise geringen Viskositdtsabhdngigkeit der Fluoreszenz damit, dass es sich dabei
weniger um einen aktivierten als viel mehr um einen erzwungenen Prozess handelt, der durch
die Verdrillung der Substituenten gegen das viskose Losungsmittel verursacht wird. Da dieser
Prozess deutlich schneller verlauft (~ 100 ps), als die dielektrische Relaxation von Glycerin
(~10-20ns bei 0°C), wird er nicht durch freie-Volumen-Effekte oder die dynamische
Viskositdt des Losungsmittels bestimmt, sondern durch den Hoch-Frequenz-Anteil (high-
frequency component) der Reibungskraft des viskosen Losungsmittels, der deutlich weniger
temperaturabhingig ist, als die Gesamtviskositit. Die Tatsache, dass Sommer et al. fiir
Ethidium in wissriger Losung keine Rotverschiebung der Fluoreszenz detektieren konnten,
fiihrten sie darauf zuriick, dass die Rotation des Phenylsubstituenten durch niederviskose
Medien wie Wasser nicht behindert wird, wodurch eine mogliche Verschiebung auf einer so
kurzen Zeitskala erfolgen wiirde, dass sie diese in ithren Experimenten nicht auflosen konnten.
Obwohl Ethidium in Glycerin dem Foérster-Hoffmann-Torsionsmodell nicht geniigt und eine
vergleichsweise geringe Aktivierungsenergie aufweist, kann man aus den hier vorgestellten
Experimenten und den Ergebnissen von Sommer et al. davon ausgehen, dass eine Rotation des
Phenylsubstituenten an der strahlungslosen Relaxation von Ethidium beteiligt ist. Dieser
Prozess scheint jedoch nicht hauptausschlaggebend fiir die Loschung der Fluoreszenz in

polaren Losungsmitteln zu sein.
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4.7. Quantenmechanische Berechnungen

Wie bereits in Kapitel 3.5 und 4.1 erwihnt, sind die Ursachen fiir den signifikanten
Fluoreszenzanstieg von Ethidiumbromid bei Interkalation in DNA bis heute nicht komplett
aufgekliart. Die experimentellen Daten der Fluoreszenztitrationen zeigen, dass der
Fluoreszenzanstieg in der Reihenfolge 3 <E <4 bei Interkalation in DNA zunimmt (vgl.
Kapitel 4.5.2). Zusammen mit den Ergebnissen der Absorptions- und Fluoreszenzmessungen
in verschiedenen Losungsmitteln und bei unterschiedlicher Viskositit liegt die Vermutung
nahe, dass die konformationelle Relaxation (conformational relaxation) des Phenylrings einen
wichtigen Beitrag zu den auBergewohnlichen photophysikalischen Eigenschaften von
Ethidium und insbesondere auch von der 4-N,N-diethylaminophenylsubstituierten Verbindung
4 leistet. Daher scheint es plausibel, nach einem Mechanismus zu suchen, in dem die Rotation
eines substituierten Phenylrings entscheidenden Einfluss auf die Lage und den Zerfall des
angeregten Zustands hat.

Betrachtet man die Quantenausbeuten des Phenanthridinium-Derivats 4 im Vergleich zu
Ethidium, so fillt auf, dass die Fluoreszenz von Verbindung 4 in wissriger Losung deutlich
starker geloscht wird als die von Ethidium. Da die zusédtzliche elektronenschiebende N,N-
Diethylamino-Funktion am Phenylring von Verbindung 4 den einzigen strukturellen
Unterschied zwischen beiden Derivaten darstellt, liegt die Vermutung nahe, dass die stérkere
Fluoreszenzl6schung durch intramolekulare Ladungstransferprozesse bedingt ist. Wendet man
das Konzept der ,,verdrillten intramolekularen Ladungsiibertragungszustinde* oder kurz
TICT-Zustdnde (Twisted Intramolecular Charge Transfer, vgl. Kapitel 3.2.2) auf die
untersuchten Phenanthridinium-Derivate an, kann die stirkere Fluoreszenzloschung durch die
Besetzung eines niederenergetischen Ladungstransferzustands (charge transfer state) in
Verbindung 4 erkliart werden. Dieser TICT-Zustand kann nach Anregung durch eine spontane
Verdrillung des 4-N,N-Diethylaminophenyl-Substituenten in die energetisch giinstigere
orthogonale Konformation entstehen, wodurch die Elektronen-Donor-Gruppe vom Akzeptor-
System entkoppelt wird. Da der strahlende Ubergang vom TICT-Zustand in den
Grundzustand (Riickladungstransfer) zwei n-Obitale betrifft, die im Mittel senkrecht
aufeinander stehen, ist er iiberlappungsverboten, d. h. die Ubergangswahrscheinlichkeit ist
gering.”! Daher zerfillt der angeregte TICT-Zustand hiufig schneller durch strahlungslose
Desaktivierungsprozesse, was sich in einer deutlich verminderten Fluoreszenzquanten-
ausbeute bemerkbar macht. Ebenso wie bei den in Kapitel 3.2.2 erwdhnten Di- oder
Triphenylmethan-Farbstoffen (z. B. Malachitgriin und Kristallviolett) erhdht sich auch die

Fluoreszenzquantenausbeute von Verbindung 4 fiir den Fall, dass die Beweglichkeit der
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Dialkylanilin-Gruppen eingeschrankt oder komplett verhindert wird, z. B. durch Erh6hung der
Viskositdt des Losungsmittels. 7?1 Ein starker Anstieg der Fluoreszenzintensitit von
Verbindung 4 wurde auch bei Interkalation in DNA beobachtet (vgl. Kapitel 4.5.2). Geht man
davon aus, dass ecin TICT-dhnlicher Mechanismus zumindest teilweise fiir die
Fluoreszenzloschung von Verbindung 4 in wéssriger Losung verantwortlich ist, so kann der
Fluoreszenzanstieg bei Interkalation in DNA dadurch erklirt werden, dass die strahlungslose
Relaxation durch Interkalation teilweise oder komplett verhindert wird.

Um die Hypothese der TICT-Zustinde fiir Verbindung 4 und Ethidium zu iiberpriifen, wurden
quantenmechanische Berechnungen anhand der Modellverbindungen E(M), 3(M) und 23(M)
durchgefiihrt, deren Struktur sich von den untersuchten Phenanthridinium-Derivaten E, 3 und
4 durch einen Austausch des Ethyl-Substituenten gegen einen Methyl-Substituenten an
Position 5 unterscheidet (vgl. Abb. 4-24). Verbindung 23(M) enthilt aulerdem einen 4-N,N-
Dimethylamino-Substituenten statt des 4-N,N-Diethylamino-Substituenten in Verbindung 4.
Zusitzlich wurden auch Rechnungen fiir die Modellverbindung 50(M) durchgefiihrt, die,
entsprechend des vorgeschlagenen Mechanismus, einen noch stirkeren Fluoreszenzanstieg in
viskosen Medien und DNA aufweisen sollte. Im ersten Schritt wurden semiempirische
AM1/ZINDO-Berechnungsmethoden verwendet um die Eigenschaften der vier Verbindungen
untereinander vergleichen zu konnen. Im zweiten Schritt wurden Berechnungen mit Hilfe der
ab initio DFT-Methode durchgefiihrt, um die Ergebnisse der ersten Berechnung fiir

Verbindung 4(M) zu verifizieren.

23(M) 50(M)

Abb. 4-24: Strukturen der Verbindungen fiir die quantenmechanische Rechnungen durchgefiihrt wurden.
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Die Werte in Tabelle 4-7 zeigen, dass die an den optimierten Grundzustandsgeometrien
mittels AMI durchgefiihrten Rechnungen eine gute Ubereinstimmung der berechneten
Ubergangsenergien mit den experimentellen Daten liefert, wodurch die Lage des niedrigsten
angeregten Zustands S; bestétigt wird. Die berechnete Oszillatorstirke steigt in der gleichen
Reihenfolge wie der experimentell bestimmte Extinktionskoeffizient (3(M) < E(M) < 23(M)).
Geht man von einer Verdrillung des Donorsubstituenten um 90° aus, so ergeben sich fiir die
Ladungsverteilung zwei Moglichkeiten. Entweder wird ein Elektron des Donors komplett auf
das positiv geladene Phenanthridinium-Grundgeriist iibertragen, oder es findet kein Ladungs-
transfer statt und die positive Ladung am Phenanthridinium-Grundgeriist bleibt bestehen. In
diesem Fall wird der zugehorige angeregte Zustand als ,,lokal angeregt™ (LE, locally excited)
bezeichnet. Vergleicht man einen LE-Zustand mit einem CT-Zustand, stellt man fest, dass
sich die positive Ladung an unterschiedlichen Stellen im Molekiil befindet. Der Ladungs-
transferprozess, der von einem LE- in einen CT-Zustand fiihrt, ist demnach mit einer
Verschiebung der positiven Ladung in Richtung des Elektronen-Donors verbunden. Befindet
sich der CT-Zustand in energetischer Reichweite von der S;-Potentialhyperflache, kann er
von dem zundchst im Gleichgewicht vorliegenden angeregten LE-Zustand, in dem die
positive Ladung hauptsdchlich am Phenanthridinium-Grundgeriist lokalisiert ist, besetzt

werden, was zu einer Loschung der Fluoreszenz fiihrt.

Tabelle 4-7: Ergebnisse der quantenmechanischen Berechnungen fiir E(M), 3(M), 23(M) und den postulierten
Farbstoff 50(M).

Vermessene Strukturen E 3 4 -
Berechnete Strukturen EM) 3M) 23(M) 50M)
Fluoreszenz Anstieg (exp.)"™ 10 7 21 n.b."”
AEg/ eV (exp.) 2,6 2,7 2,6 n.b.
AE/ eV (eq., ber.) 2,61 2,55 2,53 2,46
g/ M'em™ (exp.) 5420 4640 8180 n.b.
Oszillatorstirke f (ber.) 0,29 0,24 0,42 0,41
Verdrillungswinkel/ ° (eq., ber.) 84 - 67 64
Sy — Barriere zu 90° [cm™] 22 - 32 137
AEq/ eV (90°; ber.) 2,59 - 2,651 2,501
AEcr.e/ eV (90°; ber.)"! 0,95 - 0,01 0,12

[Fluoreszenzanstieg aus Titrationsexperimenten mit DNA, siehe Kap. 4.5.2. ™In.b.: nicht bestimmt. /S, (LE) und S, (CT) sind fast entartet.
9IS, (CT) und S, (LE). “"Energieunterschied von S; (CT) zum néchsthoheren (LE) Zustand.

Die starke Ladungsverschiebung im CT-Zustand ist auch fiir die Verringerung der Energie in

polaren Losungsmitteln verantwortlich. Jede Verteilung von Ladungen in einem positiv
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geladenen System, wie z. B. bei Verbindung 4, kann mit Hilfe einer Multipol Expansion

beschrieben werden,m”

was im einfachsten Fall zu einem Monopol und einem Dipol fiihrt.
Aufgrund der dipolaren Komponente wird die Verbindung in polaren Losungsmitteln
zusitzlich energetisch stabilisiert. Daher kann man davon ausgehen, dass die hier fiir die
Gasphase berechnete Energie des CT-Zustands aufgrund der Wechselwirkungen des
Losungsmittels mit der positiven Ladung der Verbindung in polaren Losungsmitteln deutlich
niedriger liegt. Die Lage des LE-Zustands wird durch diese Wechselwirkungen nicht so stark
beeinflusst, da der zusétzliche Beitrag des Dipols nur den CT-Zustand betrifft. Das fiihrt dazu,
dass sich der CT-Zustand dem LE-Zustand energetisch anndhert und somit vom LE-Zustand
leichter erreichbar wird. Daraus ergibt sich, dass die Fluoreszenzloschung bei steigender
Losungsmittelpolaritit zunehmen sollte. Ephardt et al. zeigten dies fiir eine dem
Phenanthridinium-Derivat 4 dhnliche Verbindung, bei der das Phenanthridinium-Grundgertist
gegen ein Pyridinium-Grundgeriist ersetzt war.[**l Quantenmechanische Berechnungen zu
diesem Molekiil lieferten &hnliche Ergebnisse wie die von Verbindung 23(M) (entspricht
Verbindung 4), d.h. dass in beiden Féllen ein CT-Zustand mit kompletter Ladungs-
verschiebung durch eine Verdrillung des Torsionswinkels um 90° erreicht werden kann.**”]

Auch die Fluoreszenz von Verbindung 4 wird mit steigender Losungsmittelpolaritdt immer
starker geldscht (vgl. Kapitel 4.3.2) und nimmt mit steigender Viskositit des Losungmittels
immer stirker zu (vgl. Kapitel 4.6). Die Ergebnisse der DFT7-Rechnungen zu Verbindung
23(M) (entspricht Verbindung 4) bestitigen den Ladungstransfercharakter des angeregten
Zustands in orthogonaler Konformation, bei dem die positive Ladung komplett auf der Donor-
Gruppe lokalisiert ist, was im Einklang mit dem TICT-Konzept steht (vgl. Abb. 4-25 und 4-
26). Ein solcher CT-Zustand fiihrt zu a) einer starken Ladungsverschiebung, b) einer
Verringerung des Ubergangsmoments was eine geringe Oszillatorstirke sowie eine niedrige
Ratenkonstante fiir strahlende Prozesse mit sich bringt, c) einer hohen Ratenkonstante fiir
strahlungslose Prozesse, die eine starke Fluoreszenzloschung bedingt, d) einem energetisch
nahe gelegenen CT-Triplett-Zustand, der zusétzlich eine schnelle Depopulation des
angeregten Singulett-Zustands verursachen kann. Die drei genannten Faktoren b)-d)
verringern die Fluoreszenzquantenausbeute durch intrinsische photophysikalische Prozesse
des verdrillten CT-Zustands, wihrend Faktor a) zu einer energetischen Absenkung des CT-
Zustands in polaren Losungsmitteln und damit zu einer stirkeren Besetzung dieses Zustands
fiihrt. Folglich werden die Fluoreszenzeigenschaften entsprechender Verbindungen
hauptsdchlich durch die Polaritdt und die Viskositidt des Losungsmittels bestimmt, da die

Moglichkeit einer verdrillten Relaxation von der Rigiditit der Umgebung abhéngt.
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Abb. 4-25: Qualitatives Schema des Grundzustands (S,) und der angeregten Zustinde (S;"“ und T,") von
Verbindung 23(M). Die Energien wurden mittels B3LYP (Grundzustinde) und TDB3LYP (angeregte Zustinde)
mit dem Basissatz 6-31+G(2df,2p) fir die optimierte Gleichgewichts- (links) sowie fiir die orthogonale
Konformation (rechts) von Verbindung 23(M) berechnet. Die rot markierten Werte zeigen die Energie in Hartree

Einheiten, die eingeklammerten Werte entsprechen der Oszillatorstérke.

Abb. 4-25 zeigt, dass die Relaxation vom LE-Zustand in den CT-Zustand fiir Verbindung 4
energetisch begilinstigt ist und dass der Abstand zwischen dem Grundzustand und dem
niedrigsten Triplett-Zustand verringert ist, was eine erhohte strahlungslose Desaktivierung des
CT-Zustands verursacht. Dariiber hinaus ergibt sich ein Triplett-Zustand mit ,,CT-Charakter®,
der isoenergetisch zum CT-Singulett-Zustand bei einem Torsionswinkel von 90° gelegen ist,
wie man es entsprechend dem TICT-Konzept erwarten wiirde. Im Gegensatz zum CT-Zustand
verbleibt bei einem reinen LE-Zustand die positive Ladung am Phenanthridinium-
Grundgeriist (n*-Zustand). Geht man von einer Gleichgewichtsgeometrie (S;"“-Zustand) bei
Verbindung 23(M) (und dementsprechend Verbindung 4) aus, wird ein kleiner Teil der
Ladung aufgrund einer schwachen n-Wechselwirkung auf den Donorsubstituenten {ibertragen,
im Wesentlichen handelt es sich allerdings um einen LE-Zustand. Das sieht man deutlich
anhand der Darstellung der Grenzorbitale (Abb. 4-26, links), die in dieser Konformation nur
wenig delokalisiert vorliegen. Bei einem Torsionswinkel von 90° sind die Orbitale, die an der
Anregung beteiligt sind, jedoch ausschlieflich am Phenanthridinium-Grundgeriist oder am
Donorsubstituenten lokalisiert, was den absoluten CT-Charakter bestitigt, der fiir die
Verringerung der Oszillatorstirke und die ausgeprigte Ladungsverschiebung verantwortlich
ist (Abb. 4-26, rechts).

Vergleicht man die Ergebnisse der DFT-Berechnung mit denen der AMI- und ZINDO-
Methoden (Tabelle 4-7), so fallt auf, dass die letztgenannten die Energie des CT-Zustands
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deutlich stérker liberschitzen als die des LE-Zustands. Trotzdem ist der energetische Abstand
klein genug um eine thermische Population zu ermoglichen.

Aufgrund der besseren Donor-Eigenschaften des Julolidino-Substituenten, verglichen mit dem
N,N-Dimethylanilino-Rest von Verbindung 23(M), wird fiir Verbindung 50(M) eine
zusitzliche Absenkung der Energie des CT-Zustands relativ zum LE-Zustand erwartet.
Quantenmechanische Rechnungen bestitigen, dass der CT-Zustand den niedrigsten
angeregten Zustand bei einem Torsionswinkel von 90° darstellt, mit einem Abstand von
0,12eV zum nichsthéheren (LE-)Zustand. Daraus ergibt sich, dass die postulierte
Verbindung 50(M) einen noch stérkeren Fluoreszenzanstieg sowohl bei Interkalation in DNA

als auch bei erhohter Viskositdt verglichen mit dem Farbstoff 4 aufweisen sollte.

Abb. 4-26: Darstellung der HOMO- und LUMO-Orbitale, die die elektronische Konfiguration des angeregten
SIFC-Zustands der kationischen Verbindung 4 im Wesentlichen ausmachen. Links: Orbitale bei optimierter
Gleichgewichtsgeometrie (Torsionswinkel von 62,6°). Die Ladungsverschiebung ist aufgrund der stirkeren
Delokalisierung verringert. Rechts: Orbitale in orthogonaler Konformation. Bei der HOMO-LUMO-Anregung
(CT-Zustand) wird ein Elektron vom Donor-Rest in Richtung Phenanthridinium-Grundgeriist verschoben,

wihrend die positive Ladung in die entgegen gesetzter Richtung wandert.

Fiir E(M), mit der Phenylgruppe als schwachem Donor, zeigen die Berechnungen, dass der
CT-Zustand relativ energiereich ist, was darauf hindeutet, dass der beschriebene
Mechanismus bestenfalls eine untergeordnete Rolle spielt. Verglichen mit den Berechnungen

in der Gasphase kann der energetische Abstand zwischen dem CT- und LE-Zustand in
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Losung, bedingt durch den Einfluss des polaren Losungsmittels, leicht verdndert sein. Der
stirkere Anstieg der Fluoreszenzquantenausbeute von Ethidium bei steigender Viskositit (vgl.
Kapitel 4.6) und bei Interkalation in DNA, verglichen mit Verbindung 3 sowie die transienten
Fluoreszenzmessungen von Sommer et al.**” deuten nichtsdestotrotz darauf hin, dass die
geringe Fluoreszenzquantenausbeute von Ethidiumbromid in wissrigen Losungen auch, wenn
auch sicherlich nicht ausschlieBlich, durch eine Rotation des Phenylrings im angeregten

Zustand verursacht wird.

4.8. Zusammenfassung

Die Phenanthridinium-Derivate 1-4, die sich durch unterschiedliche Substituenten an den
Positionen 3, 6 und 8 von Ethidium unterscheiden, wurden hergestellt und spektro-
photometrisch, spektrofluorimetrisch und elektrochemisch untersucht, um neue Erkenntnisse
beziiglich des Einflusses dieser Substituenten auf die photochemischen Eigenschaften von
Ethidium zu gewinnen. Die Ergebnisse der UV/Vis-Messungen zeigten, dass die beiden
exocyclischen Aminofunktionen entscheidend zum Absorptionsverhalten von Ethidium
beitragen: Wihrend die Verbindungen 3 und 4 ebenso wie Ethidium eine rotverschobene sog.
Charge-Transfer-Bande aufweisen, liegt die langwelligste Absorptionsbande von 1 und 2
noch im UV-Bereich. Auch die Lage der Fluoreszenzmaxima wird durch die exocyclischen
Aminofunktionen geprédgt. Die beiden Didesaminoverbindungen 1 und 2 weisen nur sehr
geringe Stokes-Shifts auf, wiahrend sich 3 und 4 auch hier ,,ethidiuméhnlich verhalten. Die
Quantenausbeuten von 1 und 2 sind in wassriger Pufferlosung deutlich hoher als die von E, 3
und 4. Insbesondere der zusitzliche elektronenschiebende Effekt des 4-N,N-Diethylamino-
phenyl-Substituenten von Verbindung 4 fiihrt zu einer ca. 100-fach stirkeren Loschung der
Fluoreszenz verglichen mit E. Im Gegensatz zu 1 und 2, deren Fluoreszenzquantenausbeute
unabhédngig vom pH-Wert der Losung nahezu konstant blieb, konnte fiir E, 3 und 4 eine
Loschung der Fluoreszenz bei steigendem pH-Wert beobachtet werden.

In organischen Losungsmitteln wird die Fluoreszenz von E und 3 mit steigender Nukleophilie
der Losungsmittel, die durch die sog. Donornummer reprisentiert wird, geloscht. Die
Fluoreszenzloschung von Verbindung 4 wird bei zunehmender Orientierungspolarisation Af
der Losungsmittel verstirkt.

Auch die Redoxpotentiale der Phenanthridinium-Derivate im Grund- und im angeregten
Zustand werden stark von den exocyclischen Aminofunktionen beeinflusst. Die beiden

Didesaminoverbindungen 1 und 2 werden aufgrund des Fehlens der elektronenschiebenden
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Aminogruppen im Grundzustand leichter reduziert als E, 3 und 4. Im angeregten Zustand
weisen die Farbstoffe 1 und 2 aufgrund der héheren Energie ihres HOMO-LUMO-Ubergangs
jedoch ein deutlich hoheres Reduktionspotential auf als die Verbindungen E, 3 und 4.
Ethidium ist im angeregten Zustand geringfiigig leichter zu reduzieren als 3 und 4.

In spektrophotometrischen und spektrofluorimetrischen Titrationsexperimenten mit DNA
wird das unterschiedliche Verhalten des Farbstoffpaars 1 und 2 verglichen mit E und dem
Chromophorpaar 3 und 4 erneut deutlich. Die Absorption der Verbindungen 3 und 4 wird
ebenso wie die von Ethidium bei Zugabe von DNA um ca. 40 nm in den ldngerwelligen
Bereich verschoben, das Absorptionsmaximum von 1 und 2 verschiebt sich hingegen kaum.
Bei Zugabe von DNA beobachtet man fiir E, 3 und 4 eine Blauverschiebung des
Emissionsmaximums sowie einem starken Anstieg der Fluoreszenzintensitdt. Der relative
Anstieg der Fluoreszenz korreliert dabei mit dem elektronenschiebenden Charakter des
Substituenten in Position 6: Verbindung 3 weist lediglich eine ca. 7-fache Erhéhung auf,
wihrend die Fluoreszenz von Verbindung 4 auf das ca. 21-fache, und somit etwa doppelt so
hoch im Vergleich zu Ethidium, ansteigt. Auch die Bindungskonstanten, die fiir E, 3 und 4 im
Bereich von 10°M"' liegen, nechmen mit steigendem Elektronendonor-Potential des
Substituenten an Position 6 zu. Die Fluoreszenzmessungen der Didesaminoverbindungen 1
und 2 zeigen hingegen eine starke Ldschung der Emission bei Zugabe von DNA, die
wahrscheinlich auf einen photoinduzierten Ladungstransfer dieser Farbstoffe auf die DNA-
Basen, v. a. auf die elektronenreichen Guanine, zuriick zu fiihren ist. Die Bindungskonstanten
von 1 und 2 liegen ca. eine Zehnerpotenz niedriger als die der Diaminoverbindungen.

Die Ergebnisse der Quantenausbeutebestimmung bei unterschiedlicher Viskositidt des
Mediums, was einerseits durch Variation der Temperatur von reinem Glycerin, andererseits
durch Verwendung verschiedener Glycerin-Wasser-Mischungen erreicht wurde, zeigen, dass
die Fluoreszenzquantenausbeuten der phenylsubstituierten Phenanthridinium-Derivate 2 und
E im Vergleich zu den entsprechenden methylsubstituierten Verbindungen 1 und 3 bei
steigender Viskositét stirker ansteigen. Die mit Abstand stérkste Viskositétsabhéngigkeit
wurde fiir die Emission von Verbindung 4 beobachtet. AuBerdem wurde gezeigt, dass
Verbindung 4 das Torsionsmodell von Forster und Hoffmann gut erfiillt, was fiir E und 2
nicht zutrifft. Zur Bestimmung der Arrhenius-Parameter der strahlungslosen Relaxation der
Phenanthridinium-Derivate wurden die Fluoreszenzlebenszeiten der Verbindungen in
Glycerin bei unterschiedlichen Temperaturen mit Hilfe der Strickler-Berg-Gleichung
abgeschiitzt. Die hohe Aktivierungsenergie von Verbindung 4 und die gute Ubereinstimmung

mit dem Torsionsmodell von Férster und Hoffmann deuten darauf hin, dass die Rotation des
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4-N,N-Diethylaminophenyl-Substituenten im angeregten Zustand eine wichtige Rolle bei der
strahlungslosen Relaxation spielt. Obwohl Ethidium eine vergleichsweise geringe
Aktivierungsenergie aufweist und dem Modell von Férster und Hoffimann nicht geniigt, kann
man aufgrund des stirkeren Fluoreszenzanstiegs von E im Vergleich zu 3 in viskosen Medien
davon ausgehen, dass eine Rotation des Phenylrings an der strahlungslosen Relaxation von E
im angeregten Zustand beteiligt ist. Dieser Prozess scheint allerdings nicht hauptaus-
schlaggebend fiir die Loschung der Fluoreszenz in polaren Losungsmitteln zu sein.

Quantenmechanische Berechnungen deuten darauf hin, dass die Fluoreszenzldschung von
Verbindung 4 in polaren Losungsmitteln durch Ausbildung von TICT-&hnlichen Zustinden
verursacht wird. Der CT-Zustand, bei dem die positive Ladung komplett auf der Donorgruppe
lokalisiert ist, kann durch eine Verdrillung des 4-N,N-Diethylaminophenyl-Substituenten um
90° zum Phenanthridinium-Grundgertist erreicht werden. Aulerdem wurde gezeigt, dass die
Relaxation vom LE-Zustand in den CT-Zustand bei Verbindung 4 energetisch begiinstigt und
der Abstand zwischen dem Grundzustand und dem niedrigsten Triplett-Zustand verringert ist,
was eine erhohte strahlungslose Desaktivierung des CT-Zustands verursacht. Die energetische
Erreichbarkeit des CT-Zustands hingt von der Stirke des -elektronenschiebenden
Substituenten am Phenylring ab und @ndert sich durch Bindung an DNA. Auflerdem wird die
Bildung eines CT-Zustands durch erhdhte Viskositit des Losungsmittels verhindert, wodurch

auch der starke Fluoreszenzanstieg von Verbindung 4 in Glycerin erkléart werden kann.
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5. Ethidium als Elektronendonor fiir Ladungstransferprozesse in
Oligonukleotiden

5.1. Untersuchungen eines DETEQ-Systems aus Ethidium und 5-Nitroindol

In diesem Kapitel werden Untersuchungen mit ethidiummodifizierten Oligonukleotiden
vorgestellt. Formell handelt es sich dabei um einen Phenanthridinium-Chromophor (Et), der
strukturell eng mit dem 3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenyl-phenanthridiniumbromid (Ethidium-
bromid, E; vgl. Kapitel 3.5 und 4.1) verwandt ist. Daher wird im gesamten Kapitel 5 dieser
kovalent an DNA gebundene Phenanthridinium-Farbstoff (Et) als ,,Ethidium* bezeichnet.
Sollte Ethidiumbromid (E) gemeint sein, wird es in diesem Kapitel auch explizit so

angegeben.

H,N HoN
O DNA O
[ 3
SN NH,

Br DNA

E Et

Abb. 5-1: Ethidiumbromid (E) und der als Ethidium bezeichnete Phenanthridinium-Chromophor (Et).

131, 136, 225, 226, 251, 404-408] - . .
[131, 136, 225, 226, 251, 1 st bekannt, dass interkaliertes

Aus zahlreichen Veroffentlichungen
Ethidiumbromid (E) Ladungstransferprozesse in DNA induzieren kann. In fritheren Arbeiten
der Arbeitsgruppe Wagenknecht™ ' %) wurde gezeigt, dass dies auch fiir das artifizielle
Ethidiumnukleosid (Et) gilt. Mit einer Singulett-Energie von EOO(EM) ~2,2 eVPU ergibt sich
ein Potential von Eq (E /Et") = 1,2 VP! fiir photoangeregtes Ethidium (Berechnung vgl.
Kapitel ~3.3.1). Die Oxidation von Guanin, das ein Potential von
Eox(G™/G) = 1,3 VIP°% 30U pesitzt, kann trotz des niedrigeren Potentials von Ethidium im
angeregten Zustand nicht ausgeschlossen werden, wenn man bedenkt, dass Wechsel-

wirkungen mit den DNA-Basen zu Schwankungen vonz 100 mV fithren konnen.*

Untersuchungen von Huber et al'™

zeigen eine schwache Ldschung der Fluoreszenz von
Ethidium in guanin- und cytosinreicher Umgebung, die in einer Adenin- und Thymin-
Umgebung nicht beobachtet werden konnte. Dies deutet auf die Bildung eines partiellen CT-
Komplexes v.a. mit den elektronenreichen Guaninen hin. Cytosin und Thymin, die mit
Ered(C/C™) = Ereg(T/T™) = -1,8 VE* 7 die niedrigsten Redoxpotentiale der natiirlichen DNA-

Basen aufweisen, konnen allerdings sicherlich nicht durch photoangeregtes Ethidium mit
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einem Potential von EOX*(EtQJr/E*Jr)z -0,5 V% reduziert werden. Reduktiver Elektronen-
transfer kann demzufolge nur dann von Ethidium ausgehen, wenn geeignete Akzeptoren zur

28, 156, 185,225, 361, 4074091 pihidium wurde bereits in Kombination mit

Verfligung gestellt werden.
7-Deazaguanin (Zg; Eo(Zg/Zg)~ 1,0 V)!'**! als Lochakzeptor ebenso wie mit 5-Nitroindol
(Ni; Erea(Ni/Ni")= -0,32 V)41 als Elektronenakzeptor eingesetzt. Sowohl fiir den oxidativen
Lochtransfer zwischen Et und Zg, als auch fiir den reduktiven Elektronentransfer zwischen Et
und Ni ergibt sich nach Rehm-Weller eine Triebkraft von AG=-0,2 eV. Beide Arten des
Ladungstransfers konnten durch Loschung der Fluoreszenz von Ethidium beobachtet und
mittels zeitaufgeldster Messungen charakterisiert werden. 27- 2% 30 131, 225, 226. 251, 404-409) |

Beispiel dazu wurde bereits in den Kapiteln 3.5 erldutert.

Zg Ni

Abb. 5-2: Der Lochakzeptor 7-Deazaguanin (Zg) und der Elektronenakzeptor 5-Nitroinol (Ni).

Im Folgenden soll der reduktive Elektronentransfer zwischen Ethidium (Et) als Donor und 5-
Nitroindol (Ni) als Akzeptor genauer untersucht werden. Dazu wurden das Ethidium-
Nukleosid (Et) und das kommerziell erhdltliche Nitroindolbasensurrogat (Ni) an definierten
Positionen in die DNA eingebaut. Zur Untersuchung der Distanzabhingigkeit der
Ladungstransferprozesse ist es zwingend erforderlich, dass der Ethidium-Chromophor an
einer bestimmten Position in den Basenstapel interkaliert und sich somit in einem genau

definierten Abstand zum Ladungsakzeptor befindet.

E4 Erni
A "~.,.'.’.’ ke, A
=) c .,
s1le. A Et"Ni i
D 7
gl (e 4 “
< w
k ----- --0eV
o Racr R *Hy —
¥ i '-”t - E,, (Et )2 +%,20V
E_N E*,« (Et™/Et*)=-0,5V
t'-Ni

Abb. 5-3: Photoangeregtes Ethidium als Reduktionsmittel im System Ethidium-Nitroindol. Erlduterungen: kgr:

Rate des reduktiven Elektronentransfers, kgcr: Rate des Riickladungstransfers.
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5.1.1. Ethidium als artifizielle DNA-Base

Die Synthese des Ethidiumbausteins (38) erfolgte ausgehend von kommerziell erhiltlichem
3,8-Diamino-6-phenyl-phenanthridin = (32) und wurde entsprechend der Literatur
durchgefiihrt.!'> ') Abb. 5-4 zeigt die einzelnen Synthesestufen, die hier lediglich kurz

zusammengefasst werden.

RHN
O —— 32:R=H
a)
N

NHR — 33: R=Alloc
J ?

RHN
O DMTO” " "NH,
OH 34

30
((N\ NHR
T QO

34: R = Alloc “'OH

c)

35: R = Alloc

RHN a)
——— 36:R=H

Kf 37: R=COCF,4
E K
B

38: R = COCF,

Abb. 5-4: Syntheseschema zur Darstellung des ethidiummodifizierten DNA-Bausteins 38:!'%% '%1 g)
Chlorameisenséureallylester (17 eq.), CH,Cl,, 48 h, RT (94 %); b) Diiodpropan (10eq.), THF, 9d, 70 °C
(95 %); ¢) 31 (1,5 eq.), DIPEA (2 eq.), DMF, 40 h, RT (88 %); d) Bu;SnH (3 eq.), Pd(PPh;)4 (2 mol-%), PPh;
(20 mol-%), CH,Cl,/H,0 300/1, 90 min., RT (64 %); e) (CF;CO),0 (6 eq.), Pyridin (12 eq.), CH,Cl,, 10 min.,
0°C, 10min.,, RT, (79 %); f) 2-Cyanoethyl-N,N-diisopropylchlorophosphoramidit (2 eq.), DIPEA (4 eq.),
CH,Cl,, 45 min., RT (95 %).

Im ersten Schritt werden die beiden exozyklischen Aminfunktionen von 32 mit
Chlorameisensdureallylester geschiitzt. AnschlieBend wird der Stickstoff an Position 5 im
Phenanthridin-Grundgeriist durch eine Reaktion mit 1,3-Diiodpropan alkyliert. Durch
Umsetzung des lodids 34 mit dem Aminopropandiol-Linker 31 erhédlt man das Ethidium-
Nukleosid 35. In den nédchsten beiden Stufen werden die Alloc-Schutzgruppen von 35 durch

Trifluoracetylgruppen ersetzt. Die Entfernung der Alloc-Schutzgruppen zu diesem Zeitpunkt
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ist zwingend erforderlich, da bei der Pd-katalysierten Abspaltung der Alloc-Schutzgruppen
nach der DNA-Festphasensynthese eine Allyliibertragung auf einen der exocyclischen Amin-
Substituenten des Ethidiumchromophors beobachtet wurde, die auch durch Uberschuss
verschiedener Allylakzeptoren nicht verhindert werden konnte.[**”! Die Abspaltung der Alloc-
Schutzgruppen ldsst sich optisch gut verfolgen, da bei der Freisetzung der exozyklischen
Amin-Funktionen ein Farbumschlag von gelb nach pink erfolgt. Bei der darauffolgenden
Einfiihrung der Trifluoracetylgruppen wird zusétzlich auch die sekundidre Aminofunktion des
Linkers in 37 geschiitzt. Im Anschluss daran kann die Phosphoramidit-Synthese von 37 nach
38 durchgefiihrt werden.

Das Phosphoramidit 38 wurde in MeCN gelost und in den DNA-Synthesizer eingebracht.
Eine gute Kupplungseffizienz wird durch Erhohung der Konzentration auf 1,7 M und unter

Verwendung eines modifizierten Protokolls mit einer verldngerten Kupplungsdauer von 1 h

102, 409]
ACG

Abb. 5-5: Beispielhafte Darstellung des Tritylmonitors der Synthese von ethidium- und nitroindolmodifizierter
ssDNA2.

innerhalb von zwei Zyklen erreicht.!

N

0 AGT CAETNi

T T

Abspaltung und Aufarbeitung der ethidiummodifizierten Oligonukleotide erfolgten nach
Vorschriften aus der Literatur.!'""> **) Die Reinigung wurde mittels RP-HPLC durchgefiihrt
(genaue Bedingungen siehe Kapitel 7.4.3), die Charakterisierung der gereinigten DNA-
Stringe erfolgte durch ESI-MS.

5.1.2. Studien zum reduktiven Ladungstransfer mit Ethidium als Elektronendonor

und 5-Nitroindol als Akzeptor

Durch friihere Arbeiten in unserer Arbeitsgruppe!®® *”! konnte gezeigt werden, dass sowohl
reduktiver Ladungstransfer zwischen Ethidium (Et) und 5-Nitroindol (Ni), als auch oxidativer

Ladungstransfer zwischen Ethidium (Et) und 7-Deazaguanin (Zg) tliber eine Distanz von zwei
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Basenpaaren mdglich ist. Des Weiteren hat sich herausgestellt, dass beide Mechanismen sehr

[28, 30

dhnliche Abstandsabhingigkeiten und Ladungstransferraten kcy aufweisen. ' In den

genannten Experimenten wurde ein sog. dSpacer (S), das chemisch stabile Analogon einer
abasischen Stelle, als Gegenbase zu Ethidium verwendet, um eine optimale Interkalation des

sterisch gehinderten Ethidiumchromophors zu gewiéhrleisten.!'?”!

w0 (0] w0 OH w0 (0]
oo = oy
~0 ~0 ~0
abasische Stelle dSpacer (S)

Abb. 5-6: dSpacer (S) als Analogon einer abasischen Stelle.

Wie bereits in Kapitel 3.7 erwdhnt, wurde ein DETEQ-System (Detection by Electron
Transfer-controlled Emission Quenching) basierend auf oxidativem Ladungstransfer
zwischen kovalent gebundenem Ethidium und 7-Deazaguanin entwickelt und zur erfolg-
reichen Detektion von Einzelbasenfehlpaarungen eingesetzt.””! In diesem Assay wurde C als
Gegenbase von Ethidium gewihlt. In fritheren Arbeiten wurde herausgefunden, dass die
Gegenbase nur geringfligig Einfluss auf das Interkalationsverhalten von Ethidium hat, mit C
als Gegenbase wurde allerdings die hochste Fluoreszenzintensitit detektiert.'” 7-Deaza-
guanin (Zg) paart bevorzugt mit C, was die praktische Anwendung des Assays einschrinkt, da
sich in der Sequenz der Ziel-DNA an entsprechender Stelle ein C befinden muss.

Zur Optimierung des Assays benotigt man daher als Ladungsakzeptor eine universelle Base,
die keinerlei Prédferenzen beziiglich der Gegenbase zeigt. 5-Nitroindol (Ni) stellt einen

105, 1061 Wwie schon erwihnt,

universellen Akzeptor fiir reduktiven Elektronentransfer dar.!
konnte photoinduzierter reduktiver Elektronentransfer zwischen Ethidium und 5-Nitroindol
mittels Fluoreszenzloschung und zeitaufgeloster Messungen belegt werden. Diese Messungen
beschrinken sich allerdings auf Duplexe, die einen dSpacer als Gegenbase zu Ethidium tragen
und daher eine optimale Interkalation gewihrleisten. Um eine universelle bioanalytische
Anwendung sicher zu stellen, muss die abasische Stelle im Gegenstrang gegen eine natiirliche
Base ausgetauscht werden. In Analogie zum DETEQ-System aus Ethidium und 7-
Deazaguanin wurde C als Gegenbase zu Ethidium und 5-Nitroindol gewihlt.

Um festzustellen, ob die Anwesenheit einer natiirlichen Base gegeniiber Ethidium einen
Einfluss auf die Ladungstransfereigenschaften in Ethidium-Nitroindol-Duplexen hat, wurden

die ethidiummodifizierten Oligonukleotide ssDNA2, ssDNA4, ssDNA6 und ssDNAS
synthetisiert, bei denen Donor (Ethidium) und Akzeptor (5-Nitroindol) im Abstand von
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einem, zwei und drei Basenpaaren kovalent in die Oligonukleotidsequenz eingebaut wurden.
Als Referenzduplexe dienen ssDNA3, ssDNAS, ssDNA7 und ssDNA9, bei denen 5-
Nitroindol durch G ausgetauscht wurde und somit kein Ladungstransfer zu beobachten sein

sollte.

3 C-A-G-T—C—A+Et-T-BtA—C—G-T-A—C—G-T 5  p_Ni:  DNA2
5 G-T-C-A-G-TiC A CIT-G-CAT G Cag B=G  DNA3
3 C-A—G-T—C—AfEt-T-C-B+A—C—G-T-A—C—G 5  p=Ni:  DNA4
5 G- T-C-A-GT-CAGCT GCATGCS B=G  DNAS
3 C-A—G—T—C—A+Et-T-T-B+A—C—G-T-A—C—G & B= Ni: DNAG6
5 b1—G—A—G—ToC-A-A—CLT—6-GC—At—G-¢ 3  B=Gi  DNAT
SOTATGTTTCTATEITICTTTBIATCTGTTTATC O B=Ni:  DNAS
5 G—T—C—A—G—T-+C—A—G—A—C+T—G—C—A-T—G 3 =G:  DNA9

Die Absorptionsmaxima der ethidiummodifizierten Oligonukleotide liegen im Bereich
zwischen A= 525 nm und 530 nm, Werte die charakteristisch fiir interkaliertes Ethidium
sind.[?> 2% 3% 411l Dabei unterscheiden sich die Maxima der ethidiummarkierten Einzelstringe
nur unwesentlich von denen der entsprechenden Doppelstringe. Ubereinstimmende
Ergebnisse erhielten Valis®® fiir Einzelstringe und Duplexe mit abasischer Stelle gegeniiber
von Ethidium und Cosa et al.™¥ fiir Messungen mit nicht kovalent gebundenem Ethidium.
Aus diesen Messreihen kann geschlossen werden, dass Ethidium bereits im Einzelstrang mit
den Nachbarbasen wechselwirkt, was einen Shift des Absorptionsmaximums von A= 479 nm
fur ,freies” Ethidium nach A=525nm fir interkaliertes Ethidium verursacht.”** Die
Absorptionsspektren zeigen keinen nennenswerten Unterschied zwischen den Duplexen mit
5-Nitroindol als Ladungsakzeptor (DNA2, DNA4, DNA6 und DNAS8) und denen ohne
Akzeptor (DNA3, DNAS, DNA7 und DNAY). Abb. 5-7 zeigt stellvertretend fiir die einzelnen
ethidiummodifizierten Oligonukleotide die Absorptionsspektren von DNA6 und DNA7.
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Abb. 5-7: UV/Vis-Absorptionsspektren von ethidiummodifizierter DNA mit und ohne 5-Nitroindol als
Ladungsakzeptor (DNA6, DNA7); 5 uM Einzelstrang oder Duplex in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 250 mM NaCl,

20 °C.

Um den Ladungstransfer zwischen Ethidium und 5-Nitroindol zu untersuchen, wurde die
Fluoreszenz der Duplexe DNA2-DNA9 gemessen. Bei einer Anregungswellenlinge von
A= 530 nm zeigen alle ethidiummodifizierten Einzel- und Doppelstringe Emissionsmaxima
im Bereich zwischen A=611 nm und 622 nm. Abb. 5-8 zeigt die Emissionsspektren der
Einzelstringe und Duplexe in Gegenwart und Abwesenheit von 5-Nitroindol als Ladungs-

akzeptor. Die Spektren von DNA4 und DNAS weisen keine nennenswerten Unterschiede zu

DNAG6 und DNA7 und wurden daher nicht abgebildet.

. ---ssDNA3 ------- 5SDNAT7 ------ ssDNA9
2041 /v ——DNA3 —— DNA? —— DNA9
{ AL - ssDNA2 -+---- sSDNAG -------sSDNA8
i/ \. —— DNA2 —— DNA6 \\—— DNA8
1,54 i y FAN
B : \ e, ! \:
5 : 1 i PN
© ] /"\' \ I.' '\" I- \:
= 104 1A i/ N 28
— A i, N " \
0,5' ] :; ;'..': A " N\
i i N, i N
) TN ~ :,/' “\,.
0,0 T T T T - T T
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M nm M nm M nm

Abb. 5-8: Fluoreszenzspektren von ethidiummodifizierter DNA mit und ohne 5-Nitroindol als Ladungsakzeptor
(DNA2-DNA3 und DNA6-DNAY), A= 530 nm; 5 uM Einzelstrang oder Duplex in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7,

250 mM NacCl, 20 °C.
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Aus den Emissionsspektren erkennt man deutlich, dass die Fluoreszenzintensitit der
Kontrollduplexe DNA3, DNAS, DNA7 und DNA9 im Rahmen der Messgenauigkeit an-
ndhernd gleich ist. Die ethidiummodifizierten Duplexe, die zusétzlich noch 5-Nitroindol als
Ladungsakzeptor enthalten, zeigen hingegen eine Fluoreszenzldschung, die mit
zunehmendem Abstand zwischen Donor und Akzeptor abnimmt (DNA2->DNAS). Mittels
zeitaufgeloster Messungen konnte eindeutig gezeigt werden, dass diese Loschung durch
Ladungstransfer von Ethidium auf 5-Nitroindol verursacht wird.®” Als MaB fir die
Fluoreszenzloschung, die auf Ladungstransferprozessen beruht, verwendet man den F-Wert,
der sich aus der integrierten Fluoreszenz des fehlgepaarten Duplexes (Fiy) und der des korrekt

gepaarten Duplexes (Fi,) berechnen lésst:

F
F,=1-— Gleichung 5-1
F

int

Uber eine Distanz von drei Basenpaaren sinkt die Loschung der Fluoreszenz fiir den
reduktiven Ladungstransfer auf unter 10 % ab. Da Valis et al. sehr dhnliche Werte fanden,
kann man davon ausgehen, dass der Ladungstransfer zwischen Ethidium und 5-Nitroindol von

der Gegenbase des Ethidiums nicht nennenswert beeinflusst wird.

Abstand/ A

Abb. 5-9: Vergleich der Fluoreszenzloschung in Abhingigkeit vom Abstand zwischen Ethidium und 5-
Nitroindol. Rot: Fluoreszenzmessungen der Duplexe DNA2-DNAY, Ag,= 530 nm; 5 uM Duplex in 10 mM NaP;-
Puffer, pH 7, 250 mM NaCl, 20 °C. Schwarz: Ergebnisse von Valis et al "

Zu diesem Schluss kommt man auch, wenn man die Fluoreszenzlebenszeiten t der beiden
Systeme miteinander vergleicht. Dazu wurden die Fluoreszenzlebenszeiten t der Kontroll-
duplexe DNA3, DNA7 und DNAY und die der Ladungstransferduplexe DNA2, DNA6 und
DNAS mittels Phasenmodulation gemessen. Nach Anregung der Proben durch einen Laser bei

Apx= 488 nm, wird die Emission beziiglich des Anregungssignals verzdgert, was dazu fiihrt,
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dass die Lebenszeit mit Hilfe der Phasenverschiebung ermittelt werden kann. Abb. 5-10 zeigt
die Messdaten zur Bestimmung der Fluoreszenzlebenszeit exemplarisch anhand von DNA2

und DNA3.

Die Messung ergab ein biexponentielles Zerfallsverhalten des angeregten Ethidiums (Et*). Es
wurden pro Doppelstrang jeweils eine kurzlebige und eine langlebige Komponente ermittelt.
Die Lebenszeiten t des angeregten Ethidiums (Et*) in DNA2-DNA3 und DNA6-DNA9

sowie deren Verteilung A sind in Tabelle 5-1 zusammengefasst.
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Abb. 5-10: Bestimmung der Fluoreszenzlebenszeiten von DNA2 (oben) und DNA3 (unten) mittels Phasen-
modulation, Ag,= 488 nm; 5 uM Einzelstrang oder Duplex in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 250 mM NacCl, 20 °C.

Laut Olmsted et al. ergeben sich fiir gebundenes Ethidium Lebenszeiten von 1,= 5,7 ns (41 %)
und 1= 24,5 ns (59 %).[256] Daraus ergibt sich eine mittlere Lebenszeit von 1= 16,8 ns. In
dieser GroBenordnung liegen auch die erhaltenen Lebenszeiten fiir die Kontrollduplexe
DNA3, DNA7 und DNAY9. Ist 5-Nitroindol als Ladungsakzeptor vorhanden (DNA2, DNA6
und DNAS), so erhdlt man niedrigere Werte fiir 1. Diese kiirzeren Lebenszeiten des
photoangeregten Ethidiums (Et*) belegen Ladungstransferprozesse innerhalb der Duplexe.

Betrachtet man die Werte genauer, so kann man auch hier eine Distanzabhingigkeit
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feststellen. Wéhrend die durchschnittliche Fluoreszenzlebenszeit beim Ladungstransfer liber
eine Base von 16,9 ns auf 9,81 ns verkiirzt wird, sinkt die Lebenszeit beim Ladungstransfer
iber drei Basen um lediglich 0,8ns. Dies spiegelt die beobachtete geringe

Fluoreszenzloschung im Duplex DNAS8 wieder.

Tabelle. 5-1: Ermittelte Fluoreszenzlebenszeiten 1z von Ethidium in Einzelstringen und in Duplexen ohne

Ladungsakzeptor (DNA3, DNA7 und DNA9) und in Duplexen mit Ladungsakzeptor (DNA2, DNA6 und

DNAS). Vergleich der durchschnittlichen Fluoreszenzlebenszeiten mit Werten von Valis et al.*”.

DNA-Duplex 7, [ns] Verteilung A; 7, [ns] Verteilung A, 1y [ns]™  tf [ns] ™"
sSDNA2 0,804 0,01 0,296 13,9+0,02 0,704 10,0 -
DNA2 0,818 +0,01 0,226 12,4+0,01 0,774 9,81 (9,45)'
sSDNA3 123+£0,09 0,166 20,9+£0,07 0,834 17,6 -
DNA3 227+0,05 0,184 20,2+0,05 0,816 16,9 16,5
sSDNA6 1,93+£0,02 0,299 11,6 0,02 0,701 8,74 -
DNAG6 121£0,02 0,204 13,6 0,02 0,796 11,1 12,8
sSDNA7 0,698+0,01 0,127 12,4+0,01 0,873 10,9 -
DNA7 0,707 0,02 0,250 17,4+£0,05 0,750 13,3 15,5
sSDNAS 1,76 0,02 0,297 12,4+0,02 0,703 9,25 -
DNAS 1,07£0,02 0,148 182+0,03 0,852 15,7 15,7
sSDNA9 0,643+0,01 0,170 11,7£0,02 0,830 9,86 -
DNA9 0,790 £ 0,02 0,131 18,9+£0,05 0,869 16,5 16,7

BIDurchschnittlich Fluoreszenzlebenszeiten berechnet nach t = 1,°A; + 1»*A,. °'Durchschnittliche Fluoreszenzlebenszeiten des Systems von
Valis et al. “"'Bestimmt durch femtosekundenaufgeloste Laserspektroskopie (sehr schnelle Zeitkomponente) in Kombination mit der
Phasenmodulationsmethode (langsamere Zeitkomponente); Ladungstransfer iiber eine Base erfolgt im Bereich von 50 ps.

Die erhaltenen durchschnittlichen Lebenszeiten stimmen mit den Werten von Valis et al. gut
iberein, deren System sich lediglich durch eine abasische Stelle gegentiber des Ethidiums von
den hier untersuchten Doppelstringen unterscheidet.”” Valis et al. verwendeten ebenfalls die
Phasenmodulationsmethode zur Bestimmung der Lebenszeiten, untersuchten vorher
allerdings die Stringe zusétzlich mittels femtosekundenaufgeloster Laserspektroskopie.
Dadurch konnten sie fiir den Ladungstransfer {iber einen Abstand von einer Base eine
Zeitkomponente von 50 ps abschédtzen, wéhrend tiiber grofere Distanzen und fiir die
Kontrollduplexe nur Werte im ns-Bereich ermittelt werden konnten.” Aufgrund dieser
Ergebnisse kann man davon ausgehen, dass es auch fiir den Ladungstransfer von DNA2 eine
Zeitkomponente im ps-Bereich geben miisste, die mit der verwendeten Methode allerdings
nicht bestimmt werden kann. Die Rate fiir den Ladungstransfer ldsst sich aus der ermittelten

Lebenszeit des Ladungstransferduplexes 77 und der des Kontrollduplexes zx ermitteln:
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kep =—— Gleichung 5-2

Aufgrund des multiexponentiellen Zerfallverhaltens ist nur eine Bestimmung der
GroBenordnung des Ladungstransfers moglich. Die ermittelten kc-Werte sind in Tabelle 5-2

wiedergegeben.

Tabelle. 5-2: Berechnete Raten kcr fiir den Ladungstranfer zwischen Ethidium und 5-Nitroindol iiber eine

Distanz von ein bis drei Basenpaaren. Vergleich mit Werten von Valis et al.*".
DNA-Duplex kerl 87 ker s T
DNA2 1,99 - 101 1,09 10001
DNA6 1,49 - 10’ 1,36 - 107
DNAS 3,09 - 10° 3,81-10°

[Berechnet unter der Annahme, dass auch hier, wie bei Valis et al.,*" eine Lebenszeit von 50 ps fiir den Ladungstransfer iiber ein Basenpaar
von Ethidium auf 5-Nitroindol vorliegt. Diese konnte durch die verwendete Phasenmodulationsmethode nicht gemessen werden kann.
[PJBestimmt aus der fiir den Ladungstransfer verantwortlichen Lebenszeit im ps-Bereich.

107- \
1
8 10 12 14
Abstand/ A

Abb. 5-11: Ladungstransferraten kcr zwischen Ethidium und 5-Nitroindol in den Duplexen DNA6 und DNAS
(rot), berechnet aus den durchschnittlichen Fluoreszenzlebenszeiten, Ag,= 488 nm; 5 uM Duplex in 10 mM NaP;-

Puffer, pH 7, 250 mM NaCl, 20 °C. Im Vergleich dazu die von Valis et al. ermittelten Raten °” (schwarz).

Die Auftragung der Ladungstransferraten gegen den Abstand zwischen Ethidium und 5-
Nitroindol unterstreicht nochmals die starke Distanzabhédngigkeit des reduktiven Ladungs-
transfers. Sie zeigt aber zugleich auch, dass Anwesenheit einer natiirlichen Base gegeniiber
von Ethidium keine Auswirkungen auf diese Raten hat. Auch die Ergebnisse der
Fluoreszenzlebenszeitenmessung deuten darauf hin, dass die Effizienz des Ladungstransfers

von der Gegenbase des Ethidiums nicht beeinflusst wird.
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Abb. 5-12: Fluoreszenzspektren von ethidiummodifizierter DNA mit und ohne 5-Nitroindol als Ladungsakzeptor
(DNA2-DNA3 und DNA6-DNAY), A= 530 nm; 5 pM Einzelstrang oder Duplex in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7,
250 mM NacCl, 20 °C (oben). Normierte Fluoreszenzspektren (unten).

Betrachtet man die Fluoreszenzintensititen der Einzelstrange (Abb. 5-12, oben), so erkennt
man, dass die Intensitit der ethidiummodifizierten FEinzelstringe mit 5-Nitroindol als
Ladungsakzeptor (ssDNA2, ssDNA4, ssDNA6 und ssDNAS) in allen Fillen niedriger ist, als
die derer ohne 5-Nitroindol (ssDNA3, ssDNAS, ssDNA7 und ssDNAY9). Daraus ldsst sich
schlieBen, dass reduktiver Ladungstransfer auch im Einzelstrang stattfindet. Menacher et

(202] konnten reduktiven Elektronentransfer im Einzelstrang nachweisen. Sie untersuchten

al.
DNA-Stringe, die kovalent mit 5-Nitroindol und einem Thiazol-Orange-Derivat bzw. Cy3
modifiziert waren. In beiden Fillen war die Fluoreszenz im modifizierten Einzelstrang
geloscht, wihrend sie bei der Hybridisierung mit einem komplementiren Strang stark anstieg.
Dies wurde darauf zuriickgefiihrt, dass der Ladungstransfer, der im Einzelstrang sehr effektiv
ist, durch Hybridisierung zum Doppelstrang unterbrochen wird, was den starken Anstieg der

Fluoreszenz erklart (vgl. Abb. 5-13).
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Abb. 5-13: Schematische Darstellung des reduktiven Elektronentransfers im Einzel- und Doppelstrang des
Systems Ethidium-Nitroindol.

Vergleicht man die Fluoreszenzintensititen der Einzel- und Doppelstringe miteinander (Abb.
5-12, oben), so ergibt sich ein uneinheitliches Bild: Wihrend die Intensititen der Einzel-
stringe sSDNA2 und ssDNA3 hoher liegen als die der zugehorigen Duplexe DNA2 und
DNA3, verhilt es sich fiir die restlichen Stringe genau umgekehrt. Bekanntermaflen deutet
sowohl ein starker Anstieg der Fluoreszenz, als auch eine Verschiebung des Emissions-
maximums zu kiirzeren Wellenldngen auf die Interkalation von Ethidium in DNA hin.
Betrachtet man die normierten Emissionsspektren der untersuchten Stringe genauer (vgl.
Abb. 5-12, unten), so erkennt man eine deutliche Variation der Maxima, die bei den Ladungs-
transferstrangen mit einer Base bzw. drei Basen zwischen Donor und Akzeptor (DNA2 bzw.
DNAS8) und den entsprechenden Kontrollstringen (DNA3 bzw. DNA9) am stirksten
ausgeprigt ist. Die Maxima der Duplexe DNA2 und DNA3 sind im Vergleich zu den
jeweiligen Einzelstringen leicht rot verschoben, was auf eine bessere Stapelung mit den
DNA-Basen in den beiden Einzelstringen ssDNA2 und ssDNA3 hinweist. Das erklart die
erhohte Fluoreszenzintensitit und die geringfiigig hohere Lebenszeit t der Einzelstringe
gegeniiber der Duplexe (vgl. Tabelle 5-1).

Interessanterweise sind die Emissionsmaxima der Einzelstringe und Duplexe von DNA6 und
DNAT7 nahezu identisch, wihrend die Maxima der Duplexe DNA8 und DNA9 verglichen mit
denen der Einzelstrange leicht zu kiirzeren Wellenldngen verschoben sind. Die Verschiebung
der Emissionsmaxima, verglichen mit den Einzelstrangen, ist in den ethidiummarkierten
Duplexen, die 5-Nitroindol als Ladungsakzeptor enthalten (DNA2, DNA6 und DNAS) starker
ausgepragt. Dies deutet darauf hin, dass die Anwesenheit von 5-Nitroindol Einfluss auf das
Interkalationsverhalten von Ethidium hat. Das lidsst sich vermutlich darauf zuriickfiihren, dass

[105

5-Nitroindol keine Wasserstoffbriicken zu der Gegenbase ausbilden kann.!'””! Das hat zum

[105

einen Auswirkungen auf die Schmelztemperatur der Duplexe,'®” die bei den Ladungstrans-
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ferduplexen (DNA2, DNA6 und DNAS8) um ca. 8 °C niedriger liegt, als bei den Kontroll-
duplexen (DNA3, DNA7 und DNAY9). Zum anderen ergibt sich eine Stérung der DNA-
Struktur in der Umgebung von Ethidium, die wahrscheinlich dafiir verantwortlich ist, dass
Ethidium unterschiedlich gut in den Basenstapel interkalieren kann. Erst ab einer Distanz von
drei Basenpaaren zwischen Donor und Akzeptor scheint die Anwesenheit von 5-Nitroindol
keine Auswirkungen auf das Interkalationsverhalten von Ethidium zu haben.

Auf die Gesamtkonformation der Duplexe hat die Anwesenheit von 5-Nitroindol keinen
Einfluss, wie Zirculardichroismus-Spektren (CD-Spektren) von DNA2-DNA9 zeigen. Bei
allen Doppelstrdngen handelt es sich um die typische Konformation einer B-DNA. Abb. 5-14
zeigt die CD-Spektren von DNA6 und DNA7Y stellvertretend fiir die restlichen Duplexe. Die
strukturelle Storung tritt daher wahrscheinlich nur lokal auf, so dass sie durch CD-

Spektroskopie nicht detektiert werden kann.

4 —— DNA7
—— DNAG6
24
§ 0 /\ w/})ﬂ/\/\
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Abb. 5-14: CD-Spektren von ethidiummodifizierter DNA mit und ohne 5-Nitroindol als Ladungsakzeptor
(DNA6, DNA7); 5 uM Duplex in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 250 mM NacCl, 25 °C.

5.1.3. Anwendung des DETEQ-Konzepts im Donor-Akzeptor-Paar Ethidium-
Nitroindol

Wie bereits in Kapitel 5.1.2 erwdhnt, weisen oxidativer und reduktiver Ladungstransfer
ghnliche Abstandsabhingigkeiten und Ladungstransferraten auf."" Da von Valis et al*"**
gezeigt wurde, dass sich oxidativer Ladungstransfer zwischen Ethidium und 7-Deazaguanin
zur erfolgreichen Detektion von Basenfehlpaarungen eignet, soll diese Methode nun fiir

reduktiven Elektronentransfer zwischen Ethidium und 5-Nitroindol untersucht werden.
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Zur Uberpriifung des DETEQ-Konzepts im Ethidium-Nitroindol-System wurden die
Duplexséitze DNA2/DNA2a-c, DNA4/DNA4a-f, DNA6/DNA6a-f und DNA8/DNAS8a-i her-
gestellt und mittels UV/Vis- und Fluoreszenzspektroskopie vermessen (vgl. Kapitel 7.4.6.1).

3 C—A—G—T—C—A+Et-T—NiiA—C—G-T-A—C—G-T &
5 G—T—C—A—G—T+C—Y—C+T—G—C—A—T—G—C-A 3

Y= A: DNA2
T: DNA2a
G: DNA2b
C: DNA2c

3 C—A—G—T—C—ATEt-T—T—NFA—C—G—T—A—C—G &
5 6—T—C—A-G—T+C—Y—Y-C+T—G—C—A—T-G—C &

Y'= A, Y= A: DNA6 Y=A, Y'=T: DNA6d

T: DNAG6a G: DNAG6e
G: DNAG6b C: DNAG6f
C: DNA6¢c

3 G-A—G-T-C-ATEt-T—C-T-NirtA—C—G-T—A—C &
5 6T A G T LY ¥V Ci TG CAT—G 3

Y'=G, Y'= A, Y=A: DNAS8 Y=A,Y"=A, Y'= A: DNA8d Y=A,Y'=G, Y'=T: DNA8g

T: DNA8a T: DNA8e G: DNA8h
G: DNAS8b C: DNASf C: DNASiI
C: DNA8c

Liegt ein Basenpaar zwischen Ethidium und 5-Nitroindol (DNA2/DNA2a-c) erhdlt man
geringfiigig hohere Emissionsintensititen der fehlgepaarten Duplexe DNA2a-¢ und des
Einzelstrangs ssDNA2 verglichen mit DNA2 (vgl. Abb. 7-2).

In den Duplex-Sédtzen DNA6/DNAG6a-f, die zwei Basenpaare zwischen Ethidium und 5-Nitro-
indol enthalten, ist ein Anstieg der Fluoreszenz vom Einzel- zum Doppelstrang deutlich zu
erkennen. Basenfehlpaarungen beeinflussen die Fluoreszenzeigenschaften von DNAG6 in sehr
unterschiedlichem Ausmaf}: Wihrend eine Fehlpaarung unmittelbar neben dem Ethidium-
Chromophor (DNA6a-c) nur sehr geringen Einfluss auf die Fluoreszenzintensitét hat, steigt
die Emission bei einer Fehlpaarung unmittelbar neben 5-Nitroindol (DNA6d-f) teilweise stark
an (vgl. Abb. 7-3).

Auch tber drei Basenpaare zwischen Ethidium und 5-Nitroindol (DNA8/DNAS8a-i) ist ein
Anstieg der Fluoreszenz vom Einzel- zum Doppelstrang zu erkennen. Allerdings haben
Einzelbasenfehlpaarung in den Duplex-Sets DNA8/DNAS8a-i einen unterschiedlichen Einfluss

auf die Fluoreszenzintensitit, da eine Fehlpaarung in zwei Doppelstraingen einen leichten
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Fluoreszenzanstieg hervorruft (DNA8c und DNASi), wobei die Fluoreszenz in den restlichen
fehlgepaarten Duplexen geloscht wird (vgl. Abb. 7-4).

Die bisher vorgestellten Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass das Ethidium-Nitroindol-
System zur Detektion aller moglichen Einzelbasenfehlpaarungen mittels stationdrer
Fluoreszenzmessung nicht geeignet ist. Bekanntermallen reagiert stationdre Fluoreszenz sehr
empfindlich auf &dullere Faktoren wie Absorption, Streuung oder Intensitdtsschwankung der
Anregungslichtquelle,’® was teilweise erhebliche Auswirkungen auf die gemessenen
Fluoreszenzintensititen hat und damit die Messergebnisse verfilschen kann. Die Messung
von Fluoreszenzlebenszeiten hingegen erfolgt unabhingig von absoluten Signalintensititen
und wird daher durch die genannten Faktoren nicht beeintrichtigt.””! Aus diesem Grund
wurden die Fluoreszenzlebenszeiten der Duplexsitze DNA2/DNA2a-c, DNA6/DNAé6a-f und
DNAS8/DNAS8a-i mittels Phasenmodulationsmethode bestimmt. Die erhaltenen Ergebnisse
befinden sich in Tabelle 7-24 (Kap. 7.4.6.1).

Wie bereits in Kapitel 5.1.2 beschrieben, verwendet man als MaB fiir die Fluoreszenzléschung
bei stationdren Fluoreszenzmessungen den Fy-Wert, der nach Gleichung 5-1 berechnet wird.
Zur Auswertung des Lebenszeitenassays wird eine vergleichbare Gréf3e benotigt, die angibt,
in welchem MaB sich die durchschnittliche Fluoreszenzlebenszeit des fehlgepaarten Duplexes
(zr) verglichen mit der des korrekt gepaarten Doppelstrangs (z+”) aufgrund von Ladungs-
transferprozessen verdndert. Diese Grof3e wird hier als F,-Wert bezeichnet und analog zum

F,-Wert nach folgender Gleichung berechnet:

F=1-— Gleichung 5-3

Fiir den Ladungstransfer iiber den Abstand von einer Base fanden Valis et al.,”” wie bereits
in Kapitel 5.1.2 erwihnt, eine Zeitkomponente im ps-Bereich, wéhrend tber groBere
Distanzen und fiir die Kontrollduplexe nur Werte im ns-Bereich ermittelt werden konnten.
Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der beiden Systeme liegt die Vermutung nahe, dass es
auch bei dem hier untersuchten Duplex DNA2 diese schnelle Zeitkomponente gibt. Die hier
verwendete Phasenmodulationsmethode deckt allerdings nur den ns-Bereich ab, Lebenszeiten
auf einer schnelleren Zeitskala konnen nicht detektiert werden. Daher ist in diesem Fall ein
Lebenszeitenassay erst ab einer Distanz von zwei Basenpaaren zwischen Ethidium und 5-
Nitroindol sinnvoll.

Betrachtet man die Auftragung der F-Werte von DNA2a-¢ (Abb. 5-15, links) so erkennt
man, dass die Fluoreszenzintensitdt bei einer Basenfehlpaarung zwischen Ethidium und 5-

Nitroindol in allen fehlgepaarten Duplexen hoher liegt als im korrekt gepaarten Duplex
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DNA2, im besten Fall jedoch lediglich um 25 %. Aufgrund dieses nur sehr geringen
Unterschieds und der Tatsache, dass auch der Einzelstrang eine &hnlich hohe Fluoreszenz-
intensitdt aufweist, ist eine verldssliche Basenfehlpaarungsdiskriminierung nicht moglich.
Dies ist auch verstandlich, wenn man beriicksichtigt, dass die lokale Struktur der Duplexe
aufgrund des geringen Abstands zwischen den artifiziellen Basen Ethidium und 5-Nitroindol,
die keine Wasserstoftbriickenbindungen zu den Gegenbasen ausbilden konnen, deutlich
gestort wird.l'” %! Eine weitere Strung durch eine Basenfehlpaarung hat erwartungsgeméiB

einen vergleichsweise geringen Einfluss auf die Fluoreszenzintensitét.

0.2 Gegenbase 02 Gegenbase 02

0,04~ S -G- -C- S 0.01 ;& LA % AT-_-AG- -AC-| o

> | 0.2 L 0,2
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Abb. 5-15: Berechnete F-Werte der Fluoreszenzloschung fiir DNA2a-c (links) sowie F;- und Fq-Werte fiir
DNAG6a-f (rechts).

Abb. 5-15 (rechts) zeigt eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisse aus stationiren und
zeitaufgelosten Fluoreszenzmessungen fiir die Duplexsitze DNAé6a-f. Die Auftragung
veranschaulicht den geringen Einfluss einer Basenfehlpaarung unmittelbar neben Ethidium
auf die Fluoreszenzintensitit und -lebenszeit der Duplexe DNA6a-c sowie den teilweise
starken Anstieg beider Parameter bei einer Fehlpaarung unmittelbar neben 5-Nitroindol
(DNAG6d-f). Erstaunlicherweise stehen diese Ergebnisse in deutlichem Kontrast zu denen von

%71 die 7-Deazaguanin als Ladungsakzeptor im DETEQ-System mit Ethidium

Valis et a
verwendet haben. In Ethidium-Deazaguanin-Duplexen wurde die Fluoreszenz von Ethidium
in Gegenwart einer Basenfehlpaarung stark geloscht, es wurden F-Werte von bis zu 0,89
erhalten.” Da beide Systeme #hnliche Abstandsabhingigkeiten und Ladungstransferraten
aufweisen, sind die gravierenden Unterschiede in den Fq-Werten wahrscheinlich strukturell
bedingt, da 5-Nitroindol im Gegensatz zu 7-Deazaguanin keine Wasserstoftbriickenbindungen

1051061 Das fijhrt zu weniger stabilen Duplexen, was durch

zur Gegenbase C ausbilden kann.!
eine Erniedrigung der Schmelztemperaturen um ca. 8 °C in Gegenwart von 5-Nitroindol und
um weitere 4 °C- 6 °C bei einer zusitzlichen Basenfehlpaarung (DNA6a-f) gezeigt wird

(Tabelle 7-19, Kapitel 7.4.6.1 ). Die Anwesenheit von 7-Deazaguanin hingegen hat keinen
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Einfluss auf die Schmelztemperatur der Duplexe, selbst eine zusétzliche Basenfehlpaarung

wirkt sich kaum darauf aus.*®

N

/A F

t

NWF,

Gegenbase

Abb. 5-16: Berechnete Fi- und F-Werte der Fluoreszenzldschung fiir DNA8a-i.

Die Ergebnisse der stationdren Fluoreszenzmessungen stimmen auch fiir die Duplexsitze
DNAS8a-i gut mit den Daten der zeitaufgelosten Fluoreszenzmessung iiberein, wie Abb. 5-16
zeigt. Allerdings fillt auf, dass eine Basenfehlpaarung hier, im Gegensatz zu den Duplex-
sdtzen DNA2a-c und DNA6d-f, zu einer Verkiirzung der Lebenszeit bzw. in den meisten
Féllen zu einer Loschung der Fluoreszenz fiihrt. Eine mdgliche Erkldrung fiir die
Fluoreszenzloschung und die Verkiirzung der Fluoreszenzlebenszeit in Gegenwart einer

Basenfehlpaarung, die auch Valis et al.*” >

im DETEQ-Assay mit 7-Deazaguanin gesehen
haben, liefern zeitaufgeloste Studien an DNA-Duplexen, die eine Ethidiummodifikation
verknlipft durch einen Linker enthalten. Darin konnte gezeigt werden, dass das Ethidium-
Derivat eine Reorganisationszeit von ca. 75 ps bendtigt, um optimal in den Basenstapel
interkalieren zu konnen. Diese Konformation ist die Voraussetzung fiir den schnellen

[131.136] 1 den Experimenten von

Ladungstransfer mit einer Geschwindigkeit von ca. 5 ps.
Valis et al. und in dem hier vorgestellten Assay wurde Ethidium als starres Nukleosid in die
DNA-Stringe eingebaut. Im Doppelstrang DNAS, in dem sich drei Basenpaare zwischen
Ethidium und 5-Nitroindol befinden, ist die lokale strukturelle Stérung und damit auch die
Flexibilitdt des Doppelstrangs geringer als in den Duplexsitzen DNA2/DNA2a-¢ und
DNAG6/DNA6a-f. Daher ist es denkbar, dass eine Umorientierung des photoangeregten
Ethidiums im korrekt gepaarten Duplex DNA8 unterbunden wird. Durch eine
Basenfehlpaarung wird die konformationelle Flexibilitit vergroBert, was zu einem

effizienteren Ladungstransfer und damit zu einer Loschung der Fluoreszenz und einer

Verkiirzung der Fluoreszenzlebenszeit in den fehlgepaarten Duplexen DNAS8a-i fiihrt. Der
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Lebenszeitenassay liefert insgesamt ein einheitlicheres Bild, da alle durchschnittlichen
Lebenszeiten der Duplex-Sets DNAS8a-i durch eine Basenfehlpaarung verkiirzt werden.
Allerdings erhdlt man auch hier nur F-Werte zwischen 2 % (DNA8c, DNASi) und 40 %
(DNAS8b), wodurch eine eindeutige und verldssliche Detektion jeder mdglichen

Basenfehlpaarung nicht mdglich ist.

Grundsitzlich erfiillt die Kombination aus Ethidium als Ladungsdonor und 5-Nitroindol als
Elektronenakzeptor die Anforderungen des DETEQ-Konzepts. In Duplexen mit einem oder
zwel Basenpaaren zwischen Donor und Akzeptor konnen allerdings nur bestimmte
Einzelbasenfehlpaarungen durch einen Anstieg der Fluoreszenz bzw. einer Verlingerung der
Fluoreszenzlebenszeit detektiert werden, wédhrend andere Einzelbasenfehlpaarungen in
Duplexen mit 3 Basenpaaren zwischen Ethidium und 5-Nitroindol eine Fluoreszenzldschung
und eine Verkiirzung der Lebenszeit hervorrufen. Unabhingig von den Vorzeichen liegen fast
alle berechneten F,- und F- Werte unter 50 %. Ein DNA-Assay zur SNP-Detektion kann
aufgrund der hier vorgestellten Ergebnisse nicht entwickelt werden, da eine erfolgreiche und
v. a. verldssliche Detektion aller mdglichen Einzelbasenfehlpaarungen vermutlich bedingt

durch die strukturelle Stérung des Systems nicht mdglich ist.

5.2. Methylviologen als nukleosidischer Elektronenakzeptor

5.2.1. Hintergrundinformationen zu Methylviologen

Methylviologen (V; N,N’-Dimethyl-4,4’-bipyridiniumdichlorid, Handelsname: Paraquat,
Abb. 5-17) und dessen Derivate stellen sehr potente Herbizide dar, deren Wirkung darin
besteht, dass sie Elektronen aus der photosynthetischen Elektronentransportkette abziehen
und dadurch die Photosynthese der Pflanze hemmen. Aufgrund ihres starken Oxidations-
vermdgens fiihren sie so bereits in geringen Dosen innerhalb kurzer Zeit zum Absterben der
Pflanzen. Angesichts der kostengilinstigen Ausgangsstoffe und der einfachen synthetischen
Zuginglichkeit dieser Derivate entwickelten sie sich zu sehr gefragten Pflanzenschutz-

[412-415] Allerdings handelt es sich bei den meisten dieser Verbindungen aufgrund ihrer

[416]

mitteln.
guten Wasserloslichkeit und ihrer Toxizitdt auch fiir hohere Organismen um stark
wassergefdhrdende Stoffe. In den westlichen Industriestaaten werden diese umwelt-

gefdhrdenden Substanzen daher nicht mehr verwendet. Dariiber hinaus steht Methylviologen
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seit Anfang der 90er Jahre im Verdacht, ein Risikofaktor fiir die Erkrankung an Parkinson zu

sein.[4]7’ 418]

Abb. 5-17: N,N’-Dimethyl-4,4’-bipyridiniumdichlorid (Methylviologen, V).

Urspriinglich wurden Methylviologen-Derivate als Redox-Indikatoren zur Erforschung
biologischer Systeme entwickelt,”*'>**) da sie unter den organischen Verbindungen eines der
niedrigsten Redoxpotentiale (Erea(VF/VH=-0,3 V)Y aufweisen. Aufgrund der reversiblen
Elektronentibertragung konnen diese Substanzen Elektronen von einer Verbindung aufneh-

men und an eine andere weitergeben und werden daher auch als sog. Redox-Mediatoren zur

281, 420] 421, 422]

Untersuchung biologischer Systeme! und in der Sensorentwicklung eingesetzt..

Auch zur Erforschung von reduktivem Elektronentransfer in DNA wurde Methylviologen
bereits verwendet. Aufgrund seines Redoxpotentials von Era(V>"/V™")=-0,3 V! ist es in der

4
08] Zu

Lage photoangeregtes Ethidium mit einem Potential von Egy (Et*'/E™)=-0,5 V!
oxidieren. Nach Rehm-Weller (vgl. Kap. 3.3.1) ergibt sich fiir den reduktiven

Elektronentransfer von E zu V>' eine Triebkraft AG von ca. -0,1 eV.

Et™-V?
‘k ku
[=)] =
=l |2 .
< w N
- ks 0eV
_.' BC é **Y
v > tu i Ei” (Et _)2.— +3,20 \Y
Et_v’ — E*.x (Et™/Et*)=-0,5V

Abb. 5-18: Photoangeregtes Ethidium als Reduktionsmittel im System Ethidium-Methylviologen. Erlduterungen:

ker: Rate des reduktiven Elektronentransfers, kpcr: Rate des Riickladungstransfers.

1,22 dass die Fluoreszenz von in DNA interkaliertem Ethidium-

1986 zeigten Fromherz et a
bromid durch Zugabe von Methylviologen-dichlorid-trihydrat (V) geldscht wird (vgl. Kapitel
3.3). Diese Fluoreszenzloschung ist die Folge des reduktiven Elektronentransfers von
photoangeregtem Ethidiumbromid auf den externen Quencher Methylviologen. Aufgrund
dessen Struktur, in der die beiden Pyridinium-Ringe in einem Winkel von ca. 40° zueinander

stehen, kann das Methylviologen-Dikation nicht in den Basenstapel interkalieren.[*”* ***! Die
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elektrostatische Anziehung zwischen dem Methylviologen-Dikation und dem negativ
geladenen Phosphatriickgrat der DNA mit einer Bindungskonstanten von 1,8:10° M ist
geniigend stark, um photoinduzierten Elektronentransfer zu ermdglichen. 22 226 407- 4081

Das Methylviologen-Dikation zeigt keine Absorptionsbande im sichtbaren Wellenldngen-
bereich (vgl. Kapitel 5.2.2, Abb. 5-21). Sobald es aber ein Elektron aufnimmt und zum
radikalischen Monokation wird, farbt es sich tiefblau (Ap.= 603 nm, g¢03= 12000 M'lcm'l).[3 2l
Dieses Radikal ist aufgrund seiner Mesomeriestabilisierung sehr langlebig und unter
geeigneten Bedingungen (v. a. bei Sauerstoffausschluss) iiber ldngere Zeit auch in Losung
stabil. Neben der Bestimmung der Fluoreszenzloschung eignet sich daher auch die Messung
der transienten Absorption zur Detektion von reduktivem Elektronentransfer, wie Shafirovich
et al. " durch Zugabe von Methylviologen zu pyrenmodifizierter DNA zeigen konnten.

Der Schwachpunkt aller bisher durchgefiihrten Experimente ist die Tatsache, dass der Ab-
stand zwischen Ladungsdonor und Methylviologen nicht genau bekannt ist, da Methyl-
viologen bis zum jetzigen Zeitpunkt nur als externer Quencher zugegeben wurde. Shafirovich
et al.?*" konnten durch Variation der Methylviologen-Konzentration einen Elektronentransfer
vom Pyren iiber eine Distanz von ca. 40 A abschitzen. Zum vollstindigen Verstindnis des
reduktiven Elektronentransfers auf Methylviologen ist die Verwendung eines definierten
Systems jedoch essentiell.

In der Regel nutzt man zur Herstellung eines entsprechenden Systems die automatisierte
DNA-Festphasensynthese um sowohl Donor, als auch Akzeptor in einem vorher festgelegten
Abstand als artifizielle Base bzw. in Form eines modifizierten Nukleosids in den DNA-Strang
einzubauen. Die stark basischen Bedingungen, die zur Abspaltung der DNA von der festen
Phase bendtigt werden, sind jedoch mit Bipyridinderivaten nicht vereinbar, wie die aus der
Literatur bekannten Zerfallsreaktionen in Abb. 5-19 zeigen.’* **> *®! Bei einem pH > 8
finden zwei Nebenreaktionen statt: zum einen die Desalkylierung (I) und zum anderen die
Hydroxylierung (II) der Dialkylverbindung A. Durch Disproportionierung entsteht
anschlieBend das tiefblau gefarbt Monoradikalkation zusammen mit chinoiden

Nebenprodukten, die eine charakteristische intensiv blaue Fluoreszenz aufweisen.
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Abb. 5-19: Schematische Darstellung der im Basischen ablaufenden Zerfallsreaktionen dialkylierter Bi-
pyridine.[***! Reaktion I fiihrt zur Desalkylierung, Reaktion II zur Hydroxylierung der dikationischen Ver-
bindung. Das hydroxylierte Produkt B disproportioniert mit A zu dem tiefblau gefarbten Monoradikalkation und

chinoiden Bipyridinderivaten.

Der Einbau von Methylviologen-Derivaten als artifizielle Nukleoside mittels konventioneller
DNA-Festphasensynthese scheint aufgrund ihrer Basenlabilitit nicht moglich zu sein.[**”! In
Veroffentlichungen, die eine Synthese derartig modifizierter DNA-Stringe be-
schreiben,** *°1 fehlt die eindeutige massenspektrometrische Analyse der dargestellten

modifizierten Oligonukleotide.

5.2.2. Synthese des azidmodifizierten Methylviologen-Derivats 42 und

spektroelektrochemische Charakterisierung von 41

Um die Problematik der Basenlabilitéit zu umgehen und dennoch ein exakt definiertes System
aus photoinduzierbarem Ladungsdonor und Methylviologen als Ladungsakzeptor zu erhalten,
sollen die Oligonukleotide postsynthetisch mit Methylviologen modifiziert werden. Wie
bereits in Kapitel 3.6 erwihnt, eignet sich eine kupfer-(I)-katalysierte Version der Huisgen
[3+2]-Cycloaddition zu Triazolen,®”> %% die sog. kupfer-(I)-katalysierte Azid-Alkin-
Cycloaddition (CuAAC),?"> *™* ¥% die zur Gruppe der Klickreaktionen gehort,”””! hervor-

267, 277, 291-294, 431] Dazu

ragend zur postsynthetischen Modifizierung von Oligonukleotiden.!
bendtigt man DNA-Stringe, die Alkine oder Azide als funktionelle Gruppen enthalten. Die
Herstellung azidmodifizierter DNA durch Standardfestphasensynthese ist allerdings duBBerst

schwierig, da Azide durch die Phosphor-(IlI)-Spezies der Phosphoramidite relativ leicht
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reduziert werden.'””” 7 Um dieses Problem zu umgehen, wurde die Azidmodifikation durch

eine dreistufige Synthese an das Viologenderivat 42 angebracht, wie Abb. 5-20 zeigt.

N7 NS |
N | Z | 3) N = |
N N

39 40

42 4

Abb.5-20: Syntheseschema zur Darstellung des azidmodifizierten Viologens 42: a) Diiodpropan (12,8 eq.), 1 h
Ultraschall, 48 h, RT (89 %); b) lodmethan (8,6 eq.), MeCN, 24 h, RT (46 %); c) NaNj; (3 eq.), H,O, 14 h, 80 °C
(90 %).

Als Edukt der Synthese dient kommerziell erhiltliches Bipyridin (39), das durch Umsetzung
mit 1,3-Diiodpropan in das einfach alkylierte Derivat 40 iiberfiihrt wird. 1,3-Diiodpropan
dient bei dieser Reaktion zugleich als Losungsmittel, aus dem das gewiinschte Produkt
aufgrund der deutlich hoheren Polaritit im Vergleich zum Edukt ausfillt. Dadurch wird zum
einen eine Zweifach-Alkylierung verhindert, zum anderen wird das Reaktionsgleichgewicht
auf die Produktseite verschoben. Um das Ausfillen des Produkts zu vervollstindigen, wird
nach Reaktionsende Et,0 zugegeben. Gewohnlich spielt es kaum eine Rolle, in welcher
Reihenfolge die Alkylsubstituenten an den N-Positionen des Bipyridins eingefiihrt werden, da
alkylsubstituiertes Bipyridin ein hinreichend reaktives Edukt fiir eine weitere Alkylierung
darstellt.*> 31 In diesem Fall ist die Umsetzung mit 1,3-Diiodpropan als erstem
Alkylierungsschritt allerdings unbedingt erforderlich, da Mayer-Enthart gezeigt hat, dass das
Methylviologen-Derivat 41 aus methylsubstituiertem Bipyridiniumiodid nicht hergestellt
werden kann.[**%!

Im néichsten Schritt erfolgt eine Methylierung an der noch freien N-Position von Verbindung
40 mit Methyliodid in MeCN. Die zweifache N-Alkylierung des Bipyridins ist erforderlich,
um die leichte Reduzierbarkeit des Viologen-Derivats zu erhalten.[*** **°! Die benétigte Azid-
Funktion wird in der letzten Stufe in einer nukleophilen Substitutionsreaktion mit NaNj3

eingefiihrt.

Das durch Reduktion entstehende Methylviologenradikal von 41 wurde mittels

Cyclovoltammetrie (CV) und spektroelektrochemischer UV/Vis-Absorptionsmessungen
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analysiert. Das azidmodifizierte Derivat 42 wurde fiir diese Untersuchungen nicht verwendet,

436]

da der Azid-Rest ebenfalls reduziert werden kann! und daher Probleme bei der

Interpretation der Ergebnisse auftreten konnen. Das Cyclovoltagramm (Abb. 5-21, links) von

Verbindung 41 zeigt auf Seiten der Reduktion die beiden fiir Methylviologen typischen

437, 438

Signale, eines bei -0,75 V und das andere bei -1,15 V (gg. Ferrocen).! I Diese Potentiale

[437 [438

koénnen gemiB Lezna et al.'**” und Blubaugh et al***! den beiden folgenden Ein-Elektronen-

Ubertragungen zugeordnet werden.

o+

V3 o4 \Y%

Vit + e — VO

Lezna et al.'*") haben dariiber hinaus herausgefunden, dass die erste Reaktion vollstindig
reversibel abliuft, wihrend das zweifach reduzierte Methylviologen-Derivat V°, das bei -

1,15 V gebildet wird, nur in Gegenwart von V** zuriickoxidiert werden kann:

V¥ o+ Vi == 2vVv*

Spektroelektrochemische UV/Vis-Absorptionsmessungen (Abb. 5-21, rechts) zeigen, dass die
Methylviologen-Absorption bei 247 nm mit sinkendem Potential abnimmt, wéhrend zunachst

7 [439

zwel neue Banden bei 397 nm und 603 nm entstehen, die laut Watanabe et a 1 Kosower et

Cll.[440 l.[438

Y und Blubaugh et a ] dem einfach reduzierten V" zugeordnet werden kénnen. Diese
beiden Banden bleiben bei weiter sinkendem Potential {iber einen Bereich von ca. 150 mV
konstant. Wird das Schwellenpotential fiir die zweite Ein-Elektronen-Ubertragung erreicht,
wird die Bande bei ca. 400 nm breiter und die Absorption bei 603 nm beginnt abzunehmen,
bis sie schlieBlich bei weiter sinkendem Potential komplett verschwindet. Das ockerfarbene
Spektrum in Abb. 5-21 (rechts) kann nach Watanabe et al™ dem zweifach reduzierten

ungeladenen Methylviologen-Derivat V° zugeordnet werden.
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Abb.5-21: Cyclovoltagramm (links) und spektroelektrochemische Absorptionsmessung (rechts) von 41,
Reduktion, c(41)=38 uM in MeCN, Leitsalz: 150 mM NBu4PF,. Die Cyclovoltammetriemessung wurde auf die
Oxidation von Ferrocen zum Ferrocenium-lon referenziert, wihrend die Potentiale bei den spektroelektro-

chemischen Messungen nicht kalibriert wurden. Daher konnen die Werte nicht miteinander verglichen werden.

5.2.3. Synthese und spektroskopische Untersuchungen der Eigenschaften

methylviologenmodifizierter Duplexe

Zur Einfihrung einer Alkin-Funktion in Oligonukleotide mittels Standardphosphor-

amiditchemie sind in der Literatur eine ganze Reihe modifizierter DNA-Bausteine

291, 302, 303

beschrieben' I (vgl. Kapitel 3.6). Eine in unserer Arbeitsgruppe bereits etablierte

alkinmodifizierte Nukleobase ist der Uridin-Baustein 49,[293’ 2994411 der die Modifikation an

der 2"-Position des Uridins trdgt, wodurch eine Basenpaarung im Duplex erhalten bleibt.”!

Der Phosphoramiditbaustein 49 wurde ausgehend von kommerziell erhéltlichem Uridin (43)

299, 441

entsprechend der Literatur von Grotli et al. hergestellt.! 1 Abb. 5-22 zeigt die einzelnen

Syntheseschritte, die hier nur kurz zusammengefasst werden sollen.
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Abb.5-22: Syntheseschema zur Darstellung des alkinylmodifizierten Uridin-Bausteins 49:%% #4421 2) 1 3.

Dichloro-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan (1,1 eq.), Pyridin, 6 h, RT (73 %); b) Pivaloylmethylchlorid (10 eq.),
TBAHS (0,23 eq.), CH,Cly/ Na,COs;, 48 h, RT (69 %); c) Propargylbromid (1,5 eq.), BEMP (1,6 eq.), MeCN,
15 min. bei 0 °C, 90 min. bei RT (45 %); d) EtN-(HF); (5 eq.), THF, 10 h, RT (88 %); e) 4,4’-Dimethoxy-
tritylchlorid (1,6 eq.), Pyridin, 16 h, RT (64 %); f) 2-Cyanoethoxy-N,N-diisopropylchlorophosphoramidit
(1,2 eq.), DIPEA (2,5 eq.), CH,Cly, 3 h, RT (79 %).

Um eine selektive Modifizierung der 2°-OH-Gruppe des Uridins zu ermoglichen, ist es
zunichst erforderlich, die 3'- und die 5'-OH-Position des Zuckers sowie die NH-Gruppe des
Uracils mit Schutzgruppen zu versehen. Dazu wird im ersten Schritt eine von Markiewicz!**!
entwickelte cyclische Silyether-Schutzgruppe an die 3°- und die 5°-OH-Position der Ribose
angebracht. An der N’-Position des Uracils wird eine basenlabile Pivaloyloxymethyl-
Schutzgruppe (Pom) mit Hilfe des Phasentransferkatalysators TBAHS eingefiihrt, die nach
der DNA-Synthese zeitgleich mit der Abspaltung der Benzoyl- und Isobutyl-Schutzgruppen

und der Stringe vom Trigermaterial entfernt wird.>** **¥

Durch Reaktion mit Propargyl-
bromid erhdlt man anschlieBend die akinylmodifizierte Nukleobase 46, von der die
Markiewicz-Schutzgruppe mit Hilfe eines Komplexes aus HF und Triethylamin im nichsten

Schritt abgespalten wird.*** Um den modifizierten Uridin-Baustein in der automatisierten



Ethidium als Elektronendonor fiir Ladungstransferprozesse in Oligonukleotiden 135

DNA-Festphasensynthese einsetzen zu kdnnen, wurde die 5°-OH-Gruppe von Verbindung 47
mit der 4,4"-Dimethoxytritylschutzgruppe versehen und der Phosphoramiditbaustein 49 nach
der Standardmethode mit 2-Cyanoethyl-N,N-diisopropylchlorophosphoramidit und DIPEA in
CH,Cl, erzeugt.ml]

Das Phosphoramidit 49 wurde in MeCN gelost und in den Syntheseautomaten eingebracht.
Um eine effiziente Kupplung zu gewihrleisten, wurde der Baustein in einer Konzentration

von 0,1 M eingesetzt, die Standard-Kupplungszeit von 96 s konnte beibehalten werden.

AGTCACTCXCTCTGACG

Abb. 5-23: Beispicelhafte Darstellung des Tritylmonitors der Synthese von modifizierter ssDNA12, X= alkinyl-

modifiziertes Uridin.

Abspaltung und Aufarbeitung der modifizierten Oligonukleotide erfolgten nach Vorschriften

[(293. 4551 Dje Reinigung der Stringe mittels RP-HPLC wurde erst nach der

aus der Literatur.
Klickreaktion durchgefiihrt.

Zunichst wurde das alkinylmodifizierte Uridin in unterschiedlicher Basenumgebung in die
DNA eingebaut (DNA10-13). Nach Entfernen der Schutzgruppen und Abspaltung von der
festen Phase durch Ammoniak erfolgte die Methylviologen-Modifizierung mit Hilfe der

CuAAC (vgl. Abb. 5-24).

3 AGTCACTE T 0T GACGS
5 T-CAGT-GAL  AGACTGC 3
“TXT— SAXTAT CXG— 66—
CAYA— TV V-G —CY-C
X=MV Y=A:DNA10 DNA11 DNA12 DNA13
T: DNA10a DNA13a
G: DNA10b DNA13b
C: DNA10c DNA13c

T DNA14 DNA15 DNA16 DNA17
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Die Modifizierung der Einzelstinge ssSDNA10-ssDNA13 wurde entsprechend des in unserer
Arbeitsgruppe von Herzig etablierten Protokolls durchgefiihrt. > **°1 Als Katalysator wurde
Tetrakis(acetonitril)kupfer(I)-hexafluorophosphat verwendet, der mit dem Liganden TBTA
stabilisiert und durch Zugabe von Natriumascorbat vor einer Oxidation zu Cu(Il) geschiitzt
wurde. Als Medium diente eine 3:1- Mischung aus DMSO und tfert-Butylalkohol. Das
azidmodifizierte Methylviologen-Derivat 42 wurde in 15-fachem Uberschuss zugegeben um
eine vollstindige Modifizierung der DNA-Strange zu gewdhrleisten. Nach Schiitteln des
Reaktionsgemisches fiir 12 h wurde die methylviologenmarkierte DNA mit EtOH gefillt und
anschlieBend mittels RP-HPLC aufgereinigt (vgl. Kapitel 7.4.3, Tabelle 7-16). Die
erfolgreiche Klickreaktion wurde durch ESI-MS bestitigt.

0 o
kaH | NH =
N DNA DNA = -
Ny NP | N0 2 N/&O Ne T N\
“ . O cul) O ////
7 0 TBTA 0
Il N
\ \
= o0_Z 0 oV[NoN
DNA DNA
42 Mv

Abb. 5-24: Schematische Darstellung der postsynthetischen Ankniipfung des azidmodifizierten Methylviologen-
Derivats 42 an alkinylmarkierte DNA mittels Klickchemie.

Zunichst wurde der Einfluss einer unterschiedlichen Basenumgebung auf die Absorption und
die Schmelztemperatur der methylviologenmodifizierten DNA-Doppelstringe DNA10-13

untersucht und mit den entsprechend unmodifizierten Duplexen DNA14-17 verglichen.

—— DNA10 —— DNA10
—— DNA11 —— DNA11
DNA12 DNA12
——DNA13 ——DNA13
------- DNA14 £ -------DNA14
< -------DNA15 2 ------DNA15
< DNA16 < / DNA16
------- DNA17 \ -----DNA17
0,0 T T T ’.\r\ T 0, T T T .l - T
225 250 275 300 325 225 250 275 300 325
A nm M nm

Abb. 5-25: Absorptionsspektren der methylviologenmodifizierten Duplexe DNA10-13 im Vergleich zu den
unmodifizierten Doppelstringen DNA14-17: 2,5 uM Duplex in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 20 °C. links: absolute

optische Dichte, rechts: normierte optische Dichte.
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Aufgrund des hoheren Extinktionskoeffizienten von methylviologenmodifiziertem Uridin
(€260= 24000 M'em™ + 10100 M'em™) im Vergleich zu T (gx60= 8800 M'ecm™) liegen die
optischen Dichten der methylviologen-markierten Duplexe DNA10-13 geringfiigig hoher als
die der unmodifizierten Doppelstringe DNA14-17. Eine spezifische Absorptionsbande von
Methylviologen ist nicht erkennbar (Abb. 5-25, links). Betrachtet man die normierten
optischen Dichten im Bereich zwischen 225 nm und 300 nm (Abb. 5-25, rechts), so erkennt
man eine geringe Verbreiterung der DNA-Absorptionsbande zwischen 235 nm und 250 nm,
sowie eine erhohte Absorption bei 230 nm, die auf die Anwesenheit von Methylviologen
zuriick zu fiihren ist (g,30= 31200 M'cm™). Die Basenumgebung beeinflusst die Absorption

nicht, wie man anhand der Spektren deutlich erkennen kann.

Um die Auswirkungen der Methylviologen-Modifikation auf die Stabilitdt der Duplexe zu
untersuchen, wurden die Schmelztemperaturen von DNA10-13 bei A= 260 nm bestimmt und
denen von DNA14-17 gegeniibergestellt. Tabelle 5-3 zeigt, dass die Schmelztemperaturen der
korrekt gepaarten methylviologenmarkierten Duplexe DNA14-17 um max. 1,4 °C niedriger
liegen als die der entsprechenden unmodifizierten Doppelstringe DNA10-13. Demnach hat
Methylviologen wenn iiberhaupt, nur geringfiigige Auswirkungen auf die Stabilitdt der

korrekt gepaarten Duplexe.

Tabelle 5-3: Schmelztemperaturen der methylviologenmodifizierten Duplexe DNA10-13 und der
unmodifizierten Duplexe DNA14-17: 2,5 pM Duplex in 10 mM Na-P;, pH 7, 250 mM NaCl, 260 nm, Heizrate
0,7 °C/ min, 10- 90 °C.

DNA-Duplex Smp [°C] DNA-Duplex Smp [°C] ASmp [°C]
DNA10 62,5 DNA14 63,0 -0,5
DNA10a 55,1

DNA10b 52,9

DNA10c 52,7

DNA11 61,9 DNA15 62,0 -0,1
DNA12 65,6 DNA16 67,0 -1,4
DNA13 68,1 DNA17 68,0 +0,1
DNA13a 61,0

DNA13b 62,0

DNA13c 60,6

Mit Hilfe von Schmelztemperaturmessungen wurde auch die Auswirkung der Gegenbase zum

methylviologenmodifizierten Uridin auf die Stabilitdt der Duplexe untersucht. Dazu wurde
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exemplarisch in DNA10 und DNA13 die Gegenbase zu Uridin variiert (DNA10a-c,
DNA13a-c). Die Schmelztemperaturen verhalten sich in beiden Fillen sehr &dhnlich.
Verglichen mit den korrekt gepaarten Duplexen weisen die fehlgepaarten Doppelstrange eine
um ca. 8 °C niedrigere Schmelztemperatur auf. Dies ist auch verstindlich, wenn man
beriicksichtigt, dass Uridin nur mit Adenin als Gegenbase Watson-Crick-Wasserstoftf-

briickenbindungen ausbilden kann.

Um sicher zu gehen, dass die Modifikation mit Methylviologen keine signifikante Storung der
DNA-Konformation bewirkt, wurden CD-Spektren aller Duplexe gemessen. Die Spektren in
Abb. 5-26 zeigen, dass es sich sowohl bei den korrekt gepaarten Duplexen DNA10-13 (links)
als auch bei den fehlgepaarten Doppelstrangen DNA10a-10c¢ (rechts) und DNA13a-13¢ um
die typische Konformation einer B-DNA handelt. Die Methylviologen-Modifikation hat somit

wie erwartet keinen Einfluss auf die Gesamtkonformation der Doppelstrénge.

——DNA10 ——DNA10

—— DNA10a
DNA10b

—— DNA10c

[@)]
S 0
S
3
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Abb. 5-26: CD-Spektren der korrekt gepaarten methylviologenmodifizierten Duplexe DNA10-13 (links) und der
fehlgepaarten Duplexe DNA10-10c¢ (rechts): 2,5 pM Duplex in 10 mM Na-P;, pH 7, 20 °C.

Titrationsexperimente konnen als eine Art ,,Schnelltest” benutzt werden, um herauszufinden,
ob Ladungstransfer in DNA zwischen einem Donor und einem Akzeptor mdglich ist.
Verwendet man Ethidium als Ladungsdonor, gibt es zwei verschiedene Moglichkeiten, diese
Versuche durchzufiihren. Entweder man titriert potentielle Ladungsakzeptoren mit
ethidiummodifizierter DNA oder man setzt ,freies” Ethidiumbromid und akzeptor-

103, 409] _ -
11103499 7eioen, dass die

modifizierte DNA ein. In unserer Arbeitsgruppe konnten Amann et a
Fluoreszenz von ethidiummodifizierten Duplexen bei Zugabe von Methylviologen-dichlorid-
trihydrat (V) stark geloscht wird. Obwohl das doppelt positiv geladene Methylviologen-

Kation nicht in den Duplex interkalieren kann (vgl. Kapitel 5.2.1), ist die Wechselwirkung mit
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dem negativ geladenen Phosphatriickgrad der DNA so stark, dass photoinduzierter
Elektronentransfer von interkaliertem Ethidium zu ,,freiem* V** stattfindet.

Um herauszufinden, ob gebundenes Methylviologen trotz der geringeren Bewegungsfreiheit
durch die kovalente Anbindung ebenso gut mit dem Doppelstrang wechselwirkt und somit
Elektronentransfer durch DNA ermdglicht, wurde ,(freies Ethidiumbromid mit dem
methylviologenmodifizierten Duplex DNA10 titriert. Als Referenz dient die Titration mit dem
unmodifizierten Duplex DNA14.

0,61

o\
SAEN

0,0

c(DNA-Bp)= 0 pM

c(DNA-Bp)= 206 uM

<
<
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Abb. 5-27: Absorptionstitration von Ethidiumbromid (E; ¢= 30 puM) mit unmodifiziertem Doppelstrang DNA14
(links) und methylviologenmodifiziertem Duplex DNA10 (rechts) in NaP;-Puffer (10 mM, pH 7, 20 °C). Die
Pfeile kennzeichnen die Anderung der Absorption bei steigender DNA-Konzentration.

Die Absorptionsspektren der Titration von Ethidiumbromid mit methylviologenmodifizierter
DNA (Abb. 5-27, rechts) sind nahezu identisch mit denen der Referenztitration (Abb. 5-27,
links) und zeigen die fiir Ethidiumbromid charakteristischen Merkmale: das Absorptions-
maximum verschiebt sich durch Zugabe von DNA von 479 nm auf 524 nm und man erhélt
isosbestische Punkte bei 511 nm, 385 nm und 323 nm (vgl. Kapitel 4.5.1). Dies ist auch
verstindlich, wenn man bedenkt, dass kovalent an DNA gebundenes Methylviologen
lediglich geringfiigigen Einfluss auf die Stabilitdt des Duplexes hat und die Interkalation von
Ethidiumbromid daher nicht beeintrachtigt.
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¢(DNA-Bp)= 0 uM

¢(DNA-Bp)= 25,8 uM
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Abb. 5-28: Fluoreszenztitration von Ethidiumbromid (E; ¢c= 3 uM) mit unmodifiziertem Duplex DNA14 (links)
und methylviologenmodifiziertem Doppelstrang DNA10 (rechts) in NaP;-Puffer (10 mM, pH 7, 20 °C;

Aixe= 510 nm). Die Pfeile kennzeichnen die Anderung der Fluoreszenz bei steigender DNA-Konzentration.

Auch die Fluoreszenzspektren zeigen die fiir Ethidiumbromid typische Blauverschiebung des
Maximums von 615 nm auf 600 nm bei Zugabe von DNA. Allerdings hat die Anwesenheit
von Methylviologen einen deutlichen Effekt auf die Fluoreszenzintensitédt, wie man in Abb. 5-
29 erkennen kann. Wiahrend die Fluoreszenz von Ethidiumbromid bei Zugabe von un-
modifizierter DNA auf das ca. 9-Fache ansteigt, erhédlt man bei der Titration mit methyl-
viologenmodifizierter DNA lediglich einen beinahe 6-fachen Anstieg (Abb. 5-28 und Abb.
5-29). Da die Bedingungen bei beiden Messungen identisch waren, zeigt die Loschung der
Fluoreszenz, dass reduktiver Elektronentransfer von interkaliertem Ethidiumbromid zu

kovalent gebundenem Methylviologen stattfindet.

10

I71,(korr) / a. u.
&

—=—DNA14
—=—DNA10

0 5 10 15 20 25 30
c(DNA-Bp)/ uM

Abb. 5-29: Titrationskurven der Fluoreszenztitration von Ethidiumbromid (E; ¢=3 pM) mit unmodifiziertem

Duplex DNA14 und methylviologenmodifiziertem Doppelstrang DNA10 in NaP;-Puffer (10 mM, pH 7, 20 °C;

Aixe= 510 nm).
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Die Tatsache, dass die Fluoreszenz lediglich um ca. 30 % geldscht wird, kann dadurch erklért
werden, dass mehrere Ethidiumbromid-Molekiile in einen Duplex interkalieren konnen, der
jedoch nur eine Methylviologenmodifikation enthilt. Aufgrund der Redoxpotentiale!*” ***
(vgl. Kapitel 5.2.2) kann Methylviologen lediglich ein Elektron von photoangeregtem
Ethidiumbromid*® aufnehmen, eine zweifache Reduktion ist nicht moglich. Letztendlich
wird daher die Fluoreszenz von nur einem Ethidiumbromid-Molekiil pro Doppelstrang
geloscht, wahrend die Fluoreszenz der restlichen interkalierten Ethidiumbromid-Molekiile

erhalten bleibt, was insgesamt zu der vergleichsweise geringen Fluoreszenzloschung fiihrt.

5.2.4. Vergleich des reduktiven Ladungstransfers im Donor-Akzeptor-Paar

Ethidium-Methylviologen mit Ethidium-Nitroindol

Mit Hilfe der Titrationsexperimente aus Kapitel 5.2.3 konnte gezeigt werden, dass reduktiver
Elektronentransfer zwischen interkaliertem FEthidiumbromid und kovalent gebundenem
Methylviologen stattfindet. Allerdings kann man aus diesen Versuchen noch keine
Riickschliisse beziiglich der Effizienz und der Abstandsabhéngigkeit des Ladungstransfers
zichen. Daher wurden in Anlehnung an die Ladungstransferexperimente mit Ethidium-
Nitroindol-DNA die ethidiummodifizierten Oligonukleotidsequenzen ssDNA18, ssDNA19
und ssDNA20 synthetisiert und mit ssDNA12 hybridisiert, um Duplexe zu erhalten, in denen
sich Methylviologen ein bis drei Basenpaare entfernt vom Ethidium befindet. Der Einbau von

Ethidium und Methylviologen in einen DNA-Strang war nicht méglich, da Vorexperimente

gezeigt haben, dass Ethidium mit den Reaktionsbedingungen, die fiir die Klickchemie
[405]

benotigt werden, nicht kompatibel ist.

3 r s X=MV:  DNA18
5 ; 3 X=T: DNA18a
3 C—A—G-T—C—AEt-T-G-AFC—G-T-A—C—G—T 5  y=mv: DNA19
5 6t G AGTCAGXGOGATGCAS X=T:  DNAS
3 C—A—G-T—C-ALEt-T-T-G-A-C—G-T-A—C-G 5  y_mv:  DNAZ20
5 6 -G A G TG AAC K-GO AT GG3 X=T:  DNA20a

Ebenso wie im System Ethidium-Nitroindol unterscheiden sich die Absorptionsspektren der
ethidium- und methylviologenhaltigen Duplexe kaum von denen der ethidiummodifizierten

Einzel- und Doppelstringe. Die Absorptionsmaxima aller untersuchten Stringe liegen auch
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hier im Bereich zwischen A=525nm und 530 nm. Abb. 5-30 zeigt exemplarisch die

Absorptionsspektren von DNA19.

2,0
1,54, 7
! y
< : .
< 1,04 500 600
A nm
R ssDNA6
0,5 ——DNA6
—emee ssDNA7
——DNA7

0,0 ; ; ; ;
200 300 400 500 600
A nm

Abb. 5-30: UV/Vis-Spektren von ethidiummodifizierter DNA mit und ohne Methylviologen als Ladungs-
akzeptor (DNA19, DNA19a); 5 uM Einzelstrang oder Duplex in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 250 mM NaCl,

20 °C.

Die typische B-DNA Konformation wurde mittels CD-Messungen sowohl fiir die ethidium-,
als auch fiir die ethidium- und methylviologenmodifizierten Duplexe bestitigt, wie die

Spektren von DNA18 und DNA18a in Abb. 5-31 stellvertretend fiir die restlichen

Doppelstrange zeigen.

6
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44 — DNA18a
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41
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Abb. 5-31: UV/Vis-Spektren von ethidiummodifizierter DNA mit und ohne Methylviologen als Ladungs-
akzeptor (DNA19, DNA19a); 5 uM Einzelstrang oder Duplex in 10 mM NaP;-Puffer, pH 7, 250 mM NaCl,

20 °C.

Zur Untersuchung des Ladungstransfers zwischen Ethidium und Methylviologen wurde die
Fluoreszenz der Duplexe DNA18-DNA20a gemessen. Die Emissionsmaxima der ethidium-
bzw. der ethidium- und methylviologenmodifizierten Doppelstringe liegen nach Anregung

bei A= 530 nm im Bereich zwischen A= 608 nm und 618 nm. Abb. 5-32 zeigt die Fluoreszenz-
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spektren der Einzelstrdnge und Duplexe in Gegenwart und Abwesenheit von Ethidium und

Methylviologen.
- ssDNA18 .. -----ssDNA19 ----- s5sDNA20
44 —— DNA18a { ", ——DNA19a —— DNA20a
—— DNA18 {/\\—— DNA19 —— DNA20
0 T T » T T T T
600 700 600 700 600 700
Al nm A nm A nm

Abb. 5-32: Fluoreszenzspektren von ethidiummodifizierter DNA mit und ohne Methylviologen als Ladungs-
akzeptor (DNA18-DNA20 und DNA18a-DNA20a), Ag,= 530 nm; 5 uM Einzelstrang oder Duplex in 10 mM
NaP;-Puffer, pH 7, 250 mM NaCl, 20 °C.

Anhand der Emissionsspektren erkennt man deutlich, dass die Fluoreszenzintensitdt der
Kontrollduplexe DNA18a, DNA19a und DNA20a im Rahmen der Messgenauigkeit ungefdhr
gleich ist und dass die Intensititen der ethidiummodifizierten Einzelstringe in einem
dhnlichen Bereich liegen. Im Gegensatz zum System Ethidium-Nitroindol korreliert hier die
Fluoreszenzloschung nicht mit dem Abstand zwischen Donor und Akzeptor. Im Falle von
DNA1S8, bei der sich ein Basenpaar zwischen Ethidium und Methylviologen befindet, wird
die Fluoreszenz offenbar kaum geldscht, wihrend man bei DNA19 und DNA20 eine deutliche
Loschung erkennen kann. Zur Quantifizierung der Loscheffizienz wurden auch hier die F;-
Werte verwendet (vgl. Abb. 5-33; Berechnung vgl. Kapitel 5.1.2, Gleichung 5-1).

Die &duBlerst geringe Fluoreszenzloschung tiber die Distanz von einem Basenpaar in
DNA18/DNA18a ist zundchst einmal verwunderlich, da bisherige Untersuchungen gezeigt
haben, dass die Effizienz des Ladungstransfers bei kiirzeren Abstinden zwischen Donor und
Akzeptor am hdochsten ist. Diese Diskrepanz kann nur dadurch erkldrt werden, dass die
elektronische Kupplung zwischen Ethidium und Methylviologen in DNA18a gestort ist. Dies
ist wahrscheinlich auf eine ungiinstige strukturelle Anordnung des Donors relativ zum
Akzeptor zuriick zu fithren, wenn sich lediglich ein Basenpaar zwischen beiden

Modifikationen befindet.
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Abstand/ A

Abb. 5-33: Vergleich der Fluoreszenzloschung in Abhédngigkeit vom Abstand zwischen Ethidium und
Methylviologen (griin) mit Ethidium und 5-Nitroindol (rot) und den Ergebnissen von Valis et al.?® 5 uM Duplex
in 10 mM NaPi-Puffer, pH 7, 250 mM NaCl, Ag,= 530 nm, 20 °C.

Die Fluoreszenzloschung iiber zwei Basenpaare zwischen Ethidium und Methylviologen liegt
in der gleichen Grofenordnung wie im System Ethidium-Nitroindol. Der Ladungstransfer
tiber drei Basenpaare ist bei Ethidium-Methylviologen noch deutlich effizienter als bei
Ethidium-Nitroindol, was durch einen Wert von F,= 0,23 gezeigt wird. Hier wirkt sich die
rdaumliche Anordnung anscheinend positiv auf die Ladungstransfereigenschaften aus.

Im Gegensatz zum 5-Nitroindolbasensurrogat hat die zusétzliche Methylviologenmodifikation
kaum Einfluss auf die Stabilitit der korrekt gepaarten Duplexe. Die Schmelzpunkte der
ethidium- und methylviologenmarkierten Doppelstrange liegen lediglich ca. 1- 2 °C niedriger
als die der Duplexe, welche nur die Ethidiummodifikation enthalten (vgl. Kapitel 7.4.6,
Tabelle 7-24).

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse scheint das vorgestellte Methylviologen-Derivat, das an
die 2'-OH-Gruppe von Uridin ,,geklickt® wurde, ein vielversprechender Akzeptor zur
Untersuchung von reduktivem Ladungstransfer mittels Fluoreszenz- und transienter
Absorptionsmessungen zu sein. Da der Ladungstransfer von photoangeregtem Ethidium auf
Methylviologen auch iiber eine Distanz von drei Basenpaaren noch effizient verléuft, ist der
Einsatz von Methylviologen als Elektronenakzeptor in einem DETEQ-System zur
Verbesserung der Reichweite und damit zur Abfrage eines ganzen Codons denkbar. Dazu
miisste allerdings zuerst eine Moglichkeit gefunden werden, Methylviologen ohne Zusatz von
Kupferionen an genau definierten Positionen in ethidiummodifizierte DNA (z. B. mit Hilfe

einer Diels-Alder-Reaktion) einzubringen.
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5.3. Zusammenfassung der Ergebnisse

Mittels UV/Vis- sowie stationdrer und zeitaufgeldster Fluoreszenzmessungen konnte bestétigt
werden, dass der reduktive Elektronentransfer in Doppelstrangen, die einerseits mit Ethidium
als Elektronendonor, andererseits mit 5-Nitroindol als Elektronenakzeptor kovalent
modifiziert wurden, stark distanzabhéngig verlduft. Die Effizienz des Ladungstransfers wird
durch Anwesenheit einer natiirlichen Base gegeniiber von Ethidium nicht beeinflusst, wie der
Vergleich mit den Ergebnissen von Valis et al. zeigt,*® die eine abasischen Stelle gegeniiber
von Ethidium verwendet haben um eine optimale Interkalation des sterisch anspruchsvollen
Ethidium-Chromophors zu gewdhrleisten. Dies wurde exemplarisch anhand der Gegenbase C
demonstriert. AuBerdem wurde festgestellt, dass reduktiver Elektronentransfer zwischen
Ethidium und 5-Nitroindol auch im Einzelstrang stattfindet, da die Fluoreszenz der ethidium-
und nitroindolmodifizierten Einzelstringe im Vergleich zu den Einzelstringen, die nur mit
einer Ethidiummodifikation versehen wurden, deutlich geloscht war.

Die Moglichkeit der Detektion von Einzelbasenfehlpaarungen entsprechend des DETEQ-
Konzepts wurde fiir die Kombination aus Ethidium als Ladungsdonor und 5-Nitroindol als
Elektronenakzeptor untersucht. In Duplexen mit einem oder zwei Basenpaaren zwischen
Ethidium und 5-Nitroindol konnten allerdings nur bestimmte Einzelbasenfehlpaarungen durch
einen Anstieg der Fluoreszenz bzw. einer Verlingerung der Fluoreszenzlebenszeit detektiert
werden, wiahrend andere Einzelbasenfehlpaarungen in Duplexen mit drei Basenpaaren
zwischen Donor und Akzeptor eine Fluoreszenzloschung und eine Verkiirzung der Lebenszeit
verursachten. Insgesamt waren die Intensititsunterschiede jedoch zu gering, um eine
spezifische Diskriminierung einzelner fehlgepaarter Basen zu erreichen. Die deutlich
niedrigeren Schmelztemperaturen der donor- und akzeptormodifizierten Doppelstrange deuten
auf eine Destabilisierung des Systems hin. Diese ist wahrscheinlich auf eine lokale
strukturelle Storung der Duplexe zuriick zu fiihren, da beide artifiziellen Basen, Ethidium und
5-Nitroindol, keine Wasserstoffbriickenbindungen mit ihren jeweiligen Gegenbasen ausbilden
konnen.

Reduktiver Elektronentransfer durch DNA wurde anschlieBend in einem Ethidium-
Methylviologen-System untersucht. Die kovalente Bindung des basenlabilen Methylviologens
an DNA gelang postsynthetisch mit Hilfe der kupfer-(I)-katalysierten Azid-Alkin-Kupplung
(CuAAC). Dazu wurden zunidchst Oligonukleotide mit einem alkinmodifizierten Uridin-
baustein mittels Standardfestphasensynthese hergestellt und von der festen Phase abgespalten.
Ein azidmodifiziertes Methylviologenderivat konnte im Anschluss daran unter regioselektiver

Bildung eines 1,2,3-Triazols mit den Alkinresten der DNA verkniipft werden. Die optische
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Charakterisierung der modifizierten Stringe zeigte, dass die Anwesenheit von Methyl-
viologen lediglich eine geringe Verbreiterung der DNA-Absorptionsbande zwischen 235 nm
und 250 nm sowie eine leicht erhohte Absorption bei 230 nm verursacht. Unterschiedliche
Nachbarbasen haben keinen Einfluss auf die optischen Eigenschaften von kovalent
gebundenem Methylviologen. Schmelztemperaturmessungen belegen, dass die Stabilitit der
richtig gepaarten Duplexe auch bei Anwesenheit von Methylviologen erhalten bleibt. Eine
Destabilisierung wurde nur in Doppelstringen beobachtet, in denen sich anstelle von A eine
der anderen natiirlichen Basen gegeniiber von Uridin befand. Titrationsexperimente der
methylviologenmodifizierten Duplexe mit Ethidiumbromid zeigten, dass gebundenes
Methylviologen trotz der geringeren Bewegungsfreiheit durch die kovalente Verkniipfung gut
mit dem Doppelstrang wechselwirkt und somit Elektronentransfer durch DNA ermdglicht. Da
Ethidium mit den Reaktionsbedingungen, die fiir die CuAAC bendtigt werden, nicht
kompatibel ist, wurden zur Untersuchung der Distanzabhingigkeit des Ladungstransfers
ethidiummodifizierte FEinzelstringe mit methylviologenmodifizierten Einzelstrdngen
hybridisiert. Es zeigte sich, dass der Elektronentransfer iiber ein Basenpaar zwischen
Ethidium und Methylviologen deutlich ineffizienter ist, als im Ethidium-Nitroindol-System,
was wahrscheinlich mit der riumlichen Anordnung von Methylviologen relativ zum Ethidium
zusammenhingt. Uber zwei Basenpaare ist die Loschung der Fluoreszenz #hnlich stark wie
bei Ethidium-Nitroindol, {iber drei Basenpaare ist sie deutlich stirker. Ein eindeutiger
Zusammenhang zwischen dem Abstand vom Donor zum Akzeptor und der
Fluoreszenzloschung, wie im System Ethidium-Nitroindol, konnte fiir die ethidium- und

methylviologenmodifizierten Duplexe nicht gefunden werden.
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6. Zusammenfassung

Im ersten Teil der Arbeit ist es gelungen die Phenanthridinium-Derivate 1-4 herzustellen, die
sich durch verschiedene Substituenten an den Positionen 3, 6 und 8 von Ethidium unter-
scheiden. Um neue Erkenntnisse beziiglich des Einflusses dieser Substituenten auf die photo-
und elektrochemischen Eigenschaften von Ethidium zu gewinnen wurden die Verbindungen
1-4 mittels UV-Vis-, Fluoreszenz- und CV-Messungen charakterisiert und mit Ethidium als
Referenzsubstanz verglichen. Es zeigte sich, dass v. a. die beiden exocyclischen Amino-
funktionen an Position 3 und 8 das photo- und elektrochemische Verhalten der Farbstoffe
mafgeblich pragen. Die beiden Didesaminoverbindungen 1 und 2 weisen in wissriger Puffer-
16sung, verglichen mit E, deutlich blauverschobene Absorptions- und Emissionsmaxima,
signifikant hohere Quantenausbeuten sowie hohere Reduktionspotentiale im angeregten
Zustand auf. Die beiden Phenanthridinium-Derivate 3 und 4 verhalten sich beziiglich ihrer
photo- und elektrochemischen Eigenschaften ,,ethidiuméhnlich®, bis auf die Quantenausbeute
von 4, die in wéssriger Pufferlosung deutlich stirker geldscht wird. Fiir E, 3 und 4 konnte
auBerdem eine Loschung der Fluoreszenz bei steigendem pH-Wert beobachtet werden.
Spektrophotometrische und spektrofluorimetrische Titrationsexperimente zeigen, dass sich
die Lage der Absorptions- und Emissionsmaxima der Verbindungen 1 und 2 bei Zugabe von
DNA kaum é&ndert, wihrend die Absorption von E, 3 und 4 bathochrom, die Fluoreszenz
hypsochrom verschoben wird. Auflerdem beobachtet man einen starken Anstieg der
Fluoreszenzintensitédt bei Zugabe von DNA zu den Verbindungen E, 3 und 4, der, ebenso wie
deren DNA-Bindungskonstanten, mit steigendem elektronenschiebendem Charakter des
Substituenten in Position 6 zunimmt. Die Fluoreszenz der Didesaminoverbindungen 1 und 2
wird bei Titration mit DNA hingegen stark geldscht, was wahrscheinlich auf einen photo-
induzierten Ladungstransfer dieser Farbstoffe auf die DNA-Basen, v. a. auf die elektronen-
reichen Guanine, zuriick zu fiihren ist. Die Bindungskonstanten von 1 und 2 liegen ca. eine
Zehnerpotenz niedriger als die der Diaminoverbindungen.

Die Quantenausbeuten der phenylsubstituierten Phenanthridinium-Derivate 2 und E steigen
im Vergleich zu denen der entsprechenden methylsubstituierten Verbindungen 1 und 3 bei
zunehmender Viskositdt des Mediums stdrker an, die grof3te Viskositdtsabhangigkeit zeigt die
Emission von Verbindung 4. Die relativ hohe Aktivierungsenergie von Verbindung 4 und die
gute Ubereinstimmung mit dem Torsionsmodell von Férster und Hoffimann legen nahe, dass
die Rotation des 4-N,N-Diethylaminophenyl-Substituenten im angeregten Zustand eine

wichtige Rolle bei der strahlungslosen Relaxation spielt. Quantenmechanische Berechnungen
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deuten darauf hin, dass die Fluoreszenzloschung von Verbindung 4 in polaren Losungsmitteln
durch die Ausbildung von TICT-dhnlichen Zustinden verursacht wird. Der stirkere
Fluoreszenzanstieg von E im Vergleich zu 3 in viskosen Medien zeigt, dass auch hier eine
Rotation des Phenylrings an der strahlungslosen Relaxation von E im angeregten Zustand
beteiligt ist, allerdings scheint dieser Prozess nicht hauptausschlaggebend fiir die Loschung

der Fluoreszenz in polaren Losungsmitteln zu sein.

Im zweiten Teil der Arbeit konnte mittels UV-Vis- sowie stationdrer und zeitaufgelGster
Fluoreszenzmessungen bestitigt werden, dass der reduktive Elektronentransfer in Doppel-
stringen, die sowohl mit Ethidium als Elektronendonor, als auch mit 5-Nitroindol als
Elektronenakzeptor kovalent modifiziert wurden, stark distanzabhéngig verlduft. Die
Effizienz des reduktiven Ladungstransfers wird durch die Anwesenheit einer natiirlichen Base
gegeniiber von Ethidium nicht beeinflusst, wie anhand der Gegenbase C gezeigt wurde.
AuBerdem wurde festgestellt, dass reduktiver Elektronentransfer zwischen Ethidium und 5-
Nitroindol auch im Einzelstrang stattfindet.

Die Moglichkeit der Detektion von Einzelbasenfehlpaarungen entsprechend des DETEQ-
Konzepts wurde fiir die Kombination aus Ethidium als Ladungsdonor und 5-Nitroindol als
Ladungsakzeptor untersucht. Bedingt durch eine lokale strukturelle Storung der Doppel-
stringe, die wahrscheinlich durch fehlende Wasserstoffbriickenbindungen der artifiziellen
Basen Ethidium und 5-Nitroindol mit ihren jeweiligen Gegenbasen verursacht wird, sind die
Intensititsunterschiede jedoch zu gering, um eine spezifische Diskriminierung einzelner
Punktmutationen zu erreichen.

AulBlerdem konnte gezeigt werden, dass Methylviologen, welches postsynthetisch mit Hilfe
der kupfer-(I)-katalysierten Azid-Alkin-Kupplung (CuAAC) kovalent an Oligonukleotide
gebunden wurde, einen geeigneten Akzeptor fiir reduktiven Elektronentransfer in DNA
darstellt. Schmelztemperaturmessungen belegten, dass die Stabilitidt der richtig gepaarten
Duplexe auch bei Anwesenheit von Methylviologen erhalten bleibt. Da Ethidium mit den
Reaktionsbedingungen, die fiir die CuAAC bendétigt werden, nicht kompatibel ist, wurden zur
Untersuchung der Distanzabhéingigkeit des Ladungstransfers ethidiummodifizierte Einzel-
stringe mit methylviologenmodifizierten Einzelstrangen hybridisiert. Es stellte sich heraus,
dass der Elektronentransfer iiber ein Basenpaar zwischen Ethidium und Methylviologen
deutlich ineffizienter ist, als im Ethidium-Nitroindol-System, was wahrscheinlich mit der
riumlichen Anordnung von Methylviologen relativ zum Ethidium zusammenhiingt. Uber

zwel Basenpaare ist die Loschung der Fluoreszenz dhnlich stark wie bei Ethidium-Nitroindol,
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iber drei Basenpaare ist sie deutlich stirker. Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem
Abstand vom Donor zum Akzeptor und der Fluoreszenzloschung, wie im System Ethidium-
Nitroindol, konnte fiir die ethidium- und methylviologenmodifizierten Duplexe nicht

gefunden werden.
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7. Experimenteller Teil

7.1. Materialien und Geriite

Reagenzien und Losungsmittel

Die verwendeten Reagenzien wurden von den Firmen ABCR, Alfa Aesar, Fluka, Merck und
Sigma-Aldrich bezogen. lhre Qualitdit war mindestens ,zur Synthese“. Technische
Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert, trockene Losungsmittel wurden von Alfa
Aesar und Fluka bezogen und unter Stickstoff aufbewahrt. Zur Absorptions- und
Fluoreszenzspektroskopie sowie fir die HPLC wurden hochgereinigte organische
Losungsmittel (LiChrosolv, Merck) sowie entionisiertes Wasser aus einer Millipore-

Entsalzungsanlage verwendet.

Reaktionsfithrung

Die Reaktionen wurden gegebenenfalls unter Lichtausschluss und unter Stickstoft-
(Trocknung iiber BTS-Katalysator und Silicagel) oder Argonatmosphire (SchweiBargon 4.6,
99,996 % rein) zum Ausschluss von Luft und Feuchtigkeit durchgefiihrt. Die benétigten

Glasgerite wurden in diesem Fall vorher im Hochvakuum ausgeheizt.

Chromatographie

e Diinnschichtchromatographie (DC): Es wurden DC-Alufolien der Firma Merck mit
einer Schichtdicke von 0,25 mm verwendet, die mit Kieselgel 60 F»s4 beschichtet sind.
Die Auswertung der Platten erfolgte optisch iiber die Fluoreszenz-Loschung bei
254 nm bzw. Fluoreszenzanregung bei 366 nm, sowie chemisch mittels verschiedener
Anfirbereagenzien. Routinemdfig wurde ein MeOH/H,SOs-Reagenz (2 Vol.-%
H,SO,4) verwendet. Fiir Amine wurde ein Ninhydrin-Reagenz nach Stahl verwendet.
Zum Erhitzen diente ein HeiBluftfon.

e Flash-Saulenchromatographie (FC): Als stationdre Phase wurde Kieselgel 60 der
Firma Merck mit einer KorngréBe von 40- 63 um verwendet. Es wurde nass gepackt
und nach dem Verfahren von W. C. Still " bei ca. 04 bar Uberdruck
chromatographiert. Die Auftragung der zu reinigenden Substanz erfolgte als Losung

im Laufmittel oder gegebenenfalls auf Kieselgel aufgezogen.
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NMR

Kernresonanzspektren wurden in deuterierten Losungsmitteln an einem Bruker Avance 300,
Avance 400 oder Avance 600 durch die Betriebseinheit Zentrale Analytik, NMR-
Spektroskopie der Universitit Regensburg gemessen. Die Proben befanden sich in
Probenrohrchen von 5 mm AuBBendurchmesser und beinhalteten ca. 10 mg Substanz in 0,7 mL
Losungsmittel.

Chemische Verschiebungen 8 sind in ppm angegeben und beziehen sich auf Tetramethylsilan
als Nullpunkt. Als Referenz dient das Signal des unvollstindig deuterierten Losungsmittels
(‘"H-NMR: 2,49 ppm fiir DMSO-ds; 7,27 ppm fiir CHCl3) bzw. das Losungsmittelsignal ('*C-
NMR: 39,4 ppm fiir DMSO-dg; 77,0 ppm fiir CDCl3). Kopplungskonstanten J werden in Hz

angegeben.

Massenspektrometrie (MS)
Massenspektren wurden durch die Betriebseinheit Zentrale Analytik, Massenspektrometrie
der Universitit Regensburg gemessen. Die Spektrometer werden nachfolgend kurz
zusammengefasst.

o ESI-MS: ThermoQuest Finnigan TSQ 7000

e CI-MS: Finnigan MAT SSQ 710 A

e EI-MS: Finnigan MAT SSQ 710 A, Finnigan MAT 95

e FAB-MS: Finnigan MAT 95

e MALDI-TOF: HP G2025 A
Die Angabe der Peaks erfolgt in m/z mit Angabe der Intensitét des Basispeaks in %.

DNA-Festphasensynthese

Die DNA-Festphasensynthese wurde an einem Expedite 8900 Nucleic Acid Synthesizer der
Firma PerSeptive Biosystems durchgefiihrt. Als Tréger dienten CPGs mit 1 umol Belegung
(500 A). Phosphoramidite und CPG-Séulen stammten von ABI, Glen Research und Proligo,

Synthesizer-Chemikalien und Reagenzien von 4B/ und Proligo.

Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie (HPLC)

Reversed-Phase HPLC wurde mit einem Shimadzu HPLC-System durchgefiihrt (Autosampler
SIL-104D, Pumpenmodul LC-10AT, Steuereinheit SCL-10A4, Multidiodenarray SPD-M10A,
Fluoreszenzdetektor RF-104 XL). Fiir die Analytik unmodifizierter Oligonukleotide wurde

eine Supelcosil LC-318-Sdule (25 cm x 4,6 mm, Supelco) verwendet, fir die préparative
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Trennung eine Supelcosil LC-318 (25 cm x 10 mm ID, 5 pm, Supelco). Fiir DNA-Stringe, die
Ethidium oder Methylviologen enthielten, diente eine Discovery” Bio Wide Pore C5
(25 cm x 4,6 mm, 5 um, Supelco) als Analytiksdule, die priaparative Trennung wurde auf einer
Discovery” Bio Wide Pore C5 (25 cm x 10 mm, 5 pm, Supelco) durchgefiihrt.

Die entsprechende Sdule wurde mit 50 mM Ammoniumacetat-Puffer (pH 6,5; Laufmittel A)
equilibriert und mit einem Acetonitril-Gradienten (Laufmittel B) durchgefiihrt. Die Elution
erfolgte mit einer FlieBgeschwindigkeit von 1 mL/min (analytisch) bzw. 2,5 mL/min
(priparativ). Die Detektion der DNA-Strange erfolgte bei 260 nm und 290 nm im Fall
unmodifizierter Oligonukleotide, bei 260 nm und 310 nm fiir methylviologenenthaltende
DNA, sowie bei 260 nm und 530 nm fiir ethidiummodifizierte DNA (Spaltbreite 8 nm).
Ethidiummarkierte DNA  wurde zusétzlich {iber die Fluoreszenz bei einer
Anregungswellenldnge von 530 nm detektiert. Eine Zusammenfassung der verwendeten

Methoden gibt Tabelle 7-16 (Kapitel 7.4.3).

Lyophilisation
Wissrige Losungen wurden an einer Christ Alpha 1-2 LD Lyophilisierungsanlage nach

Ausfrieren in fliissigem Stickstoff gefriergetrocknet.

Optische Spektroskopie
Alle spektroskopischen Methoden wurden, soweit nicht anders angegeben, in
Quarzglaskiivetten (1 cm) bei 20 °C durchgefiihrt. Zur Messung wurden hochgereinigte
organische Losungsmittel (Uvasol®, Merck) sowie entionisiertes Wasser aus einer Millipore-
Entsalzungsanlage verwendet.
e Absorption
UV/Vis-Spektren wurden an einem Varian Cary 100 Bio mit temperierbarem
Kiivettenhalter 6 x 6 aufgenommen und sind gegen das Losungsmittelsignal korrigiert.
Einstellungen: SBW 1,0 nm, Average time 2 s, Light source changeover: 350 nm.
Schmelzpunktmessungen wurden im Programm , Thermal“ mit den identischen
Einstellungen durchgefiihrt. Die Heiz- bzw. Kiihlrate betrug 0,7 °C/min.
e Fluoreszenz
Die Aufnahme von Fluoreszenzspektren erfolgte an einem Fluoromax-3 Fluorimeter
(Jobin-Yvon) mit Peltier-Element zur Temperatursteuerung (LFI-3751). Folgende

Software-Einstellungen wurden verwendet: Integration time 0,2 s, Increment 0,5 nm.
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Die Spektren wurden gegen die Ramanstreuung des Ldsungsmittels
basislinienkorrigiert.

Zirculardichroismus (CD)

CD-Messungen wurden an einem Jasco J-715 Spektropolarimeter mit PTC-150J
Thermostat durchgefiihrt. Die Basislinienkorrektur erfolgte gegen das Losungsmittel.
Folgende Messparameter wurden verwendet: Sensitivity: 100 mdeg, Data Pitch: 1 nm,
Scanning Mode: continous, Scanning Speed: 200 nm/min, Response: 1 s, Band Width:
1 nm, Accumulation: 5

Spektroelektrochemie, Radikalspektroskopie (SEC)

Fir die SEC-Messungen wurde eine spezielle Zelle aus Calciumfluorid-Platten mit
einer Drei-Elektroden-Anordnung verwendet. Als Arbeitselektrode diente ein
Platinnetz. Die entsprechende Gegen- bzw. Referenzelektrode bestand aus Platin bzw.
Silber. Die Messungen wurden in einem Varian Cary 50 mit speziellem Probenhalter
in trockenen Losungsmitteln und mit NBuyPF; als Leitsalz durchgefiihrt. Es wurden
die Absorptionsinderungen bei sinkendem Potential aufgezeichnet. Das Potential
wurde durch einen Potentiostaten (Cubepof) erzeugt, der mit der Software
Mastercontrol angesteuert werden konnte. Die Potentiale wurden nicht gegen einen
internen Standard kalibriert und sind daher keine Absolutwerte.
Fluoreszenzlebenszeiten

Fluoreszenzlebenszeiten wurden an einem ISS K2 Fluorometer gemessen. Die
Bestimmung erfolgte {iber die Phasenmodulationsmethode. Diese Methode verwendet
zur Anregung der Fluorophore eine kontinuierlich strahlende Lichtquelle
(Agx= 488 nm) mit sinusformig moduliertem Licht. Aus Phasenunterschied und

Amplitudenverdnderung kann die Lebenszeit bestimmt werden.

Cyclovoltammetrie (CV)

CV-Messungen wurden mit einer Drei-Elektroden-Anordnung aus Gegenelektrode, Pseudo-

Referenzelektrode und Arbeitselektrode durchgefiihrt. Die Elektroden bestanden aus Platin.

Das Potential wurde durch einen Potentiostaten (Cubepot) erzeugt, der mit der Software

Mastercontrol angesteuert wurde. Vor der Messung wurde die Zelle mit Argon gespiilt.

Messungen wurden in trockenem MeCN und mit NBusPF¢ als Leitsalz (c=50 mM)

durchgefiihrt. Als Referenzstandard wurde Ferrocen, dessen Potential E(Fc/Fc™) bekannt ist,

verwendet. Die Spektren wurden mit einer Vorschubgeschwindigkeit von 200 mV/s
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aufgenommen. Die erhaltenen Potentiale konnen mit einem Umrechnungsfaktor von + 0,63 V

auf Potentiale gegen die Normalwasserstoffelektrode (NHE) umgerechnet werden.[**”!

Kristallstrukturuntersuchung

Die Rontgenstrukturanalyse der Verbindungen 1 und 4 wurde von der kristallographischen
Abteilung der Universitit Regensburg angefertigt. Die Messungen wurden an einem
OXFORD Diffraction Gemini R Ultra CCD-Diffraktometer bei einer Temperatur von
T=123 K durchgefiihrt. Als Strahlungsquelle diente eine Rontgenrdohre mit Cu-Anode und
nachgeschaltetem Graphit-Monochromator (Cu-K,= 1,54184 A).
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7.2. Synthesen
7.2.1. Darstellung von 5-Ethyl-6-methyl-phenanthridiniumiodid (1)

7.2.1.1. Synthese von 2-(2-Fluorphenyl)-5,5-dimethyl-[1,3,2]dioxaborinan (7) *%!
F
B MW: 208,04 g/mol

Eine Losung aus 6,54 mL (38,8 mmol) 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin in 40 mL absolutem THF
wird unter Stickstoffatmosphére auf-10 °C gekiihlt, mit 23,4 mL (37,5 mmol, 1,6 M) n-
Butyllithium versetzt und 10 min. bei -10 °C geriihrt. Nachdem die Losung auf -78 °C gekiihlt
wurde, werden 11,5 mL (50 mmol) Triisopropylborat zugegeben und 5 min. bei -78 °C
geriihrt. AnschlieBend werden 2,35 mL (25 mmol) Fluorbenzol (5) tropfenweise iiber eine
Spritze hinzugefiigt. Nach 2 h Riihren bei -78 °C ldsst man die Losung langsam (iiber 3- 4 h)
auf RT aufwirmen. Nach Zugabe von 100 mL gesattigter NH4Cl- Losung wird dreimal mit je
100 mL EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na,SO4
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird in 100 mL
Toluol geldst, mit 3,13 g (30 mmol) 2,2-dimethyl-1,3-propandiol versetzt und iiber Nacht bei
RT geriihrt. Die Toluol-Phase wird dreimal mit je 50 mL Wasser gewaschen, die vereinigten
wiassrigen Phasen anschlieend dreimal mit je 50 mL CH,Cl,. Die vereinigten CH,Cl,-Phasen
werden mit 50 mL Wasser gewaschen und mit der Toluol-Phase vereinigt. Die organische
Phase wird iiber Na,SO,4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Es werden

5,10 g (98 % d. Th.) eines orangefarbenen Ols erhalten.
DC (Heptan/EtOAc 3:1) R= 0,63.

EI-MS m/z (%): 208,1 (100) [M"].

369, 373

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur ! I iiberein und werden

daher nicht mehr explizit angegeben.
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7.2.1.2. Synthese von 2-(2-Fluorphenyl)benzonitril (9) 7!

F
O C43HgFN
O MW: 197,21 g/mol
NC

5,20 g (25,0 mmol) 2-(2-Fluorphenyl)-5,5-dimethyl-[1,3,2]dioxaborinan (7) und 4,91 g
(27,0 mmol) 2-Bromobenzonitril (8) werden unter Stickstoffatmosphédre in 25 mL EtOH und
150 mL Toluol gelost. AnschlieBend werden 25 mL einer wissrigen K,COs- Losung
(50 mmol, 2 M) und 0,85 g (0,75 mmol) Pd(PPhs)s zugegeben. Die Reaktionsmischung wird
auf 85 °C erhitzt und 7 h bei 85 °C geriihrt. Nach Abkiihlen auf RT wird das
Reaktionsgemisch mit 100 mL Wasser versetzt und dreimal mit je 100 mL EtOAc extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden {iber Na,SO,4 getrocknet und das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird anschlieBend iiber Kieselgel filtriert (Eluent:
Heptan/EtOAc 3:1) und aus 80 mL Heptan umkristallisiert. Es werden 2,17 g weille Kristalle
erhalten. Die Mutterlauge wird komplett eingedampft und iiber FC (Heptan/EtOAc 10:1)
gereinigt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhélt man 2,24 g weille Kristalle,

zusammen werden 4,41 g (89 %) 2-(2-Fluorphenyl)benzonitril erhalten.
DC (Heptan/EtOAc 3:1) R= 0,52.
EI-MS m/z (%): 197,2 (100) [M"].

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur °”) iiberein und werden daher

nicht mehr explizit angegeben.
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7.2.1.3. Synthese von 6-Methyl-phenanthridin (10) 7!

CqsH1IN
MW: 193,24 g/mol

28 mL absolutes THF wird unter Stickstoffatmosphire auf -78 °C gekiihlt und mit 4,6 mL
(7,4 mmol, 1,6 M in Et,0) Methyllithium versetzt. Eine Losung aus 1,38 g (7,0 mmol)
2-(2-Fluorphenyl)benzonitril (9) in 7 mL absolutem THF wird unter Riihren zugetropft.
Zunéchst wird der Ansatz 15 min. bei -78 °C, dann weitere 20 min. bei RT geriihrt. Durch
Zugabe von 70 mL gesittigter NH4Cl-Losung wird die Reaktion abgebrochen. Das
Reaktionsgemisch wird dreimal mit je 140 mL CH,Cl, extrahiert, die vereinigten organischen
Phasen werden iiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das
Rohprodukt wird iiber FC (Heptan/EtOAc/Toluol 4:1:6) gereinigt. Nach Eindampfen des
Losungsmittels und Trocknen am HV werden 1,11 g (82 % d. Th.) eines hellgelben Feststoffs

erhalten.

DC (Heptan/EtOAc 3:1) R= 0,23.

EI-MS m/z (%): 193,2 (100) [M™].

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur °") iiberein und werden daher

nicht mehr explizit angegeben.
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7.2.1.4. Synthese von 5-Ethyl-6-methyl-phenanthridiniumiodid (1)

N CqeH1gN*
—+ | MW: 222,30 g/mol

O MW: 349,21 g/mol

0,40 g (2,1 mmol) 6-Methyl-phenanthridin (10) werden in 6,7 mL (83,8 mmol) Iodethan unter
Stickstoffatmosphére geldst und 8 d unter Riickfluss erhitzt. Der ausgefallene Feststoff wird
isoliert, griindlich mit Et,O gewaschen und am HV getrocknet. Zur Reinigung wird das
Rohprodukt aus einer MeCN-Et,O-Mischung umkristallisiert, mit Et;,O gewaschen und am
HYV getrocknet. Es werden 0,42 g (58 % d. Th.) gelbe, nadelférmige Kristalle erhalten.

"H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 1,64 (t, 3 H, CH,-CHs, *J=7 Hz), 3,47 (s,
3 H, CHs), 5,13 (q, 2 H, CH,-CH3, *J=7 Hz), 8,03- 8,14 (m, 3 H, H2, H8, H3), 8,34 (td, 1 H,
H9, °J= 8 Hz, °J=1 Hz), 8,64 (d, 1 H, H4, °J= 8 Hz), 8,92 (d, 1 H, H7, *J= 8 Hz), 9,12- 9,18
(m, 2 H, H10, H1).

BC NMR (DMSO-ds, 150 MHz, 294,7 K): 8 (ppm) 13,4 (CH»-CHs»), 19,1 (CH3), 48,5 (CH,-
CHs;), 120,0 (C4), 123,3 (C10), 124,6 (Cé6a), 124,6 (Cl), 124,8 (C10b), 129,6 (C2), 130,2
(C8), 130,6 (C7), 131,9 (C3), 133,1 (C10a), 133,6 (C4a), 136,8 (C9), 165,2 (C6).
2D-NMR-Experimente: COSY, HSQC, HMBC, NOESY

EI-MS m/z (%): 222,2 (100) [M'].

EA berechnet fiir C;sH;6IN (349,21): C 55,03; H 4,62; N 4,01. gefunden: C 54,98; H 4,65; N
4,01.
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7.2.2. Darstellung von 5-Ethyl-6-phenyl-phenanthridiniumiodid (2)

7.2.2.1. Synthese von 6-Phenyl-phenanthridin (11) B73]

Cq9H13N
MW: 255,31 g/mol

28 mL absolutes THF wird unter Stickstoffatmosphire auf -78 °C gekiihlt und mit 4,1 mL
(7,4 mmol, 1,8 M in Di-n-butylether) Phenyllithium versetzt. Eine Losung aus 1,38 g
(7,0 mmol) 2-(2-Fluorphenyl)benzonitril (9) in 7 mL absolutem THF wird unter Riihren
zugetropft. Zunichst wird der Ansatz 15 min. bei -78 °C, dann weitere 20 min. bei RT
geriihrt. Durch Zugabe von 70 mL gesittigter NH4Cl-Losung wird die Reaktion abgebrochen.
Das Reaktionsgemisch wird dreimal mit je 140 mL CH,Cl, extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen werden liber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt wird tiber FC (Heptan/EtOAc/Toluol 10:1:10) gereinigt. Nach
Eindampfen des Losungsmittels und Trocknen am HV werden 1,52 g (85 % d. Th.) eines
gelben Feststoffs erhalten.

DC (Heptan/EtOAc/Toluol 10:1:10) R= 0,24.

EI-MS n/z (%): 255,2 (49) [M""], 254,1 (100) [M"-H].

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur *’*) iiberein und werden daher

nicht mehr explizit angegeben.
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7.2.2.2. Synthese von 5-Ethyl-6-phenyl-phenanthridiniumiodid (2)

O \N CaqHqgN*
F | MW: 284,37 g/mol
CpqHqgIN
O MW: 411,28 g/mol

0,40 g (1,57 mmol) 6-Phenyl-phenanthridin (11) werden in 2,2 mL (27,5 mmol) lodethan
unter Stickstoffatmosphire gelost und 8 d unter Riickfluss erhitzt. Der ausgefallene Feststoff
wird isoliert, griindlich mit Et;O gewaschen und am HV getrocknet. Zur Reinigung wird das
Rohprodukt aus MeCN/Et,O umkristallisiert, mit Et,O gewaschen und am HV getrocknet. Es
werden 0,41 g (63 % d. Th.) gelbe, plattchenformige Kristalle erhalten.

"H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 1,49 (t, 3 H, CH,-CHs, *J=7 Hz), 4,83 (q,
2 H, CH,-CHs, *J= 7 Hz), 7,52 (d, 1 H, H7, *J= 8 Hz), 7,80-7,83 (m, 5 H, Ph-H), 7,94 (t, 1 H,
HS, °J=8 Hz), 8,17- 8,22 (m, 2 H, H2, H3), 8,37 (t, 1 H, H9, *J=8 Hz), 8,73 (dd, 1 H, H4, *J=
8 Hz, *J=2 Hz), 9,26 (d, 1 H, H10, *J=8 Hz), 9,31 (dd, 1 H, H1, *J= 8 Hz, >J=2 Hz)

BC NMR (DMSO-d;, 150 MHz, 294,7 K): & (ppm) 14,5 (CH,-CHs), 50,2 (CH,-CHs), 120,8
(C4), 123,1 (C10), 124,9 (C1), 125,6 (C6a), 126,0 (C10b), 128,2 (C-Ph), 129,2 (C-Ph), 130,2
(C8), 130,3 (C2), 131,1 (C-Ph), 131,3 (C-Ph), 132,3 (C3), 132,4 (C7), 133,4 (C4a), 134,4
(C10a), 137,2 (C9), 163,9 (Co).

2D-NMR-Experimente: COSY, HSQC, HMBC, NOESY

EI-MS m/z (%): 284,1 (100) [M'].

EA berechnet flir C;HgIN (411,28): C 61,33; H 4,41; N 3,41. gefunden: C 61,17; H 4,46; N
3,39.
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7.2.3. Darstellung von 3,8-Diamino-5-ethyl-6-methyl-phenanthridinium-

trifluoracetat (3)

7.2.3.1. Synthese von 2-Nitrobenzidin (13) *""!

HoN

C12H41N30;
MW: 229,23 g/mol

O.N NH,

4 g (21,7 mmol) Benzidin (12) werden in unter Riihren in 38 mL konz. H,SO4 gelost (ggf.
wird auf 50 °C erwédrmt). Nach Abkiihlen auf ca. 10- 15 °C werden innerhalb von 30 min.
2,2 g (21,7 mmol) KNO; zugegeben. Die Reaktionsmischung wird 1 h bei RT geriihrt und
anschlielend unter Eiskiihlung durch Zugabe von 65 mL Wasser hydrolysiert. Die Suspension
wird erhitzt bis eine klare Losung entsteht und anschlieBend abgeschreckt. Der ausgefallene
beigefarbene Feststoff wird isoliert und erneut in Wasser suspendiert. Die Suspension wird
mit ca. 13 mL NH4OH (28 %) neutralisiert, der entstehende rote Niederschlag isoliert und
griindlich mit Wasser gewaschen. Zur Reinigung wird das Rohprodukt aus einer EtOH-
Wasser-Mischung umkristallisiert und am HV getrocknet. Es werden 3,95 g (79 % d. Th.)

dunkelrote Kristalle erhalten.

DC (CH,Cl,/MeOH 100:5) Ri= 0,60.

"H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 5,16 (s, 2 H, NH,), 5,67 (s, 2 H, NH,),
6,54 (dt, 2 H, H3’, H5’ °J=7 Hz, *J=2 Hz), 6,81 (dd, 1 H, H5, >°J= 8 Hz, *J=2 Hz), 6,85 (dt, 2

H, H2’, H6’ *J=7 Hz, *J=2 Hz), 6,91 (d, 1 H, H3,J=2 Hz), 7,08 (d, 1 H, H6, *J= 8 Hz).

13C NMR (DMSO-ds, 150 MHz, 294,7 K): & (ppm) 107.4, 1138, 117,3, 122,2, 124,4, 1281,
131,7, 147,8, 148,0, 149,5.

EI-MS m/z (%):229,0 (100) [M].
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7.2.3.2. Synthese von 4,4’-Bis-allyloxycarbonylamino-2-nitrobiphenyl (14).

H
/\/O\H/N O
0O C20H19N306
MW: 397,38 g/mol
O,N NH

o O/V/

3,27 g (14,3 mmol) 2-Nitrobenzidin (13) werden unter Stickstoffatmosphire in 100 mL
absolutem CH,Cl, suspendiert wund langsam mit 17,5 mL (0,33 mol)
Chlorameisensdureallylester versetzt. Nach 24 h Riihren bei RT wird die Reaktionsmischung
auf 1/10 des Volumens eingeengt und mit 70 mL (6 N) NH4OH versetzt, wobei ein brauner
Niederschlag ausfillt, der isoliert und mit Wasser gewaschen wird. Nach Trocknen am HV
erhdlt man 5,35 g (95 % d. Th.) eines hellbraunen Feststoffs. Eine analysenreine Probe wird

durch Umkristallisieren aus einer Heptan-EtOAc-Mischung erhalten.
DC (Heptane/EtOAc 5:4) Ry= 0,48.

"H NMR (DMSO-d, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 4,61- 4,67 (m, 4H, CH>0), 5,22- 5,28 (m,
2H, CH,=CH), 5,34- 5,36 (m, 1H, CH,=CH), 5,39- 5,42 (m, 1H, CH,=CH), 5,93- 6,07 (m,
2H, CH,=CH), 7,22 (d, 2 H, H2’, H6’, >J= 9 Hz), 7,47 (d, 1 H, H6, *J= 9 Hz), 7,52 (d, 2 H,
H3’,H5°, *J=9 Hz), 7,71 (dd, 1 H, H5, *J= 9 Hz, “J=2 Hz), 8,10 (d, 1 H, H3, *J=2 Hz), 9,88
(s, 1H, NH), 10,28 (s, 1H, NH).

13C NMR (DMSO-ds, 150 MHz, 294,7 K): 8 (ppm) 64,6 (OCH.), 65,0 (OCH>), 112,7, 117,35,
117,9, 118,2, 121,7, 128,2, 1284, 130,5, 132,2, 132.,8, 133,1, 138,8, 139,0, 148,7, 153,1 (2
COOCH,).

EI-MS m/z (%): 398,1 (100) [M-H'T, 432.2 (10) [M+CIT.

EA berechnet fiir C,0H19N3O6 (397,38): C 60,45; H 4,82; N 10,57. gefunden: C 60,50; H
4,85; N 10,55.
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7.2.3.3. Synthese von 4,4’-Bis-allyloxycarbonylamino-2-biphenylamin (15)

N O\n/ O
O C20H21N304

O MW: 367,40 g/mol
HoN i—l

Zu einer Suspension aus 5,21 g (13,1 mmol) 14 und 4,91 g (87,9 mmol) Eisenpulver in
260 mL Wasser wird konz. HCI zugetropft bis ein pH-Wert von 1- 2 erreicht ist. Die
Reaktionsmischung wird 1 h unter Riickfluss erhitzt, anschlieBend mit 300 mL EtOH versetzt
und weitere 30 min unter Riickfluss geriihrt. Nicht umgesetztes Eisenpulver wird durch
HeiBfiltration entfernt. Nach Einengen der Reaktionslosung bildet sich ein hellbrauner
Niederschlag, der isoliert, mit Wasser gewaschen und am HV getrocknet wird. Man erhalt

3,79 g (79 % d. Th.) des gelb-braunen Feststoffs.
DC (CH,Cly/Aceton 20:1) R= 0,27

"H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 4,57- 4,63 (m, 4H, CH,0), 4,76 (s, 2 H,
NH,), 5,21- 5,23 (m, 1 H, CH,=CH), 5,25- 5,27 (m, 1 H, CH,=CH), 5,32- 5,35 (m, 1H,
CH,=CH), 5,38- 5,41 (m, 1H, CH,=CH), 5,92-6,06 (m, 2H, CH,=CH), 6,70 (dd, 1 H, H5, *J=
8 Hz, *J=2 Hz), 6,86 (d, 1 H, H6, *J=8 Hz), 6,93 (d, 1 H, H3, *J=2 Hz), 7,29 (d, 2 H, H2,
H6’, °J=9 Hz), 7,50 (d, 2 H, H3’, H5, °J=9 Hz), 9,51 (s, 1H, NH), 9,78 (s, 1H, NH).

13C NMR (DMSO-ds, 150 MHz, 294,7 K): 8 (ppm) 64,3 (OCH.), 64,5 (OCH.), 104,7, 107.4,
109,5, 117,3, 117.4, 118,3, 120,3, 1244, 127,1, 128,8, 130,0, 133,2, 133,3, 137,4, 138,7,
145,1, 153,0 (COOCHS,), 153,1 (COOCH,).

CI-MS m/z (%):252,0 (20) [M+H -2C3HsO]", 284,1 (22) [M+H™-C4Hs0,]", 310,0 (99)
[M+H"-C3H¢0]", 327,2 (34) [M+NH,4-C3H40]", 368,1 (100) [M+H]", 385,2 (8) [M+NH,']".

EA berechnet fiir C,0H2;N304 (367,40): C 65,38; H 5,76; N 11,44. gefunden: C 64,98; H
5,88; N 10,96.
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7.2.3.4. Synthese von 2-Acetylamino-4,4’-bis-allyloxycarbonylamino-biphenyl (16)

H
/\/O\H/N O
0O C22H23N305
MW: 409,44 g/mol
HN NH
O&L\ O)\O/v/

1,20 g (3,27 mmol) 15 werden in 24 mL absolutem CH,Cl, unter Stickstoffatmosphire gelost
und mit 3,5 mL (49 mmol) Acetylchlorid versetzt. Nach 48 h Riihren bei RT wird der
rosafarbene Niederschlag isoliert, mit wenig CH,Cl, gewaschen und am HV getrocknet. Das
Rohprodukt wird aus ca. 40 mL Chlorbenzol umkristallisiert, griindlich mit Petrolether
gewaschen und am HV getrocknet. Es werden 0,97 g (73 % d. Th.) eines beigefarbenen
Feststoffs erhalten.

DC (CH,Cly/Aceton 3:1) R¢=0,73.

"H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 1,89 (s, 3 H, CHs), 4,61- 4,63 (m, 4H,
CH0), 5,23- 5,26 (m, 2 H, CH,=CH), 5,33- 5,35 (m, 1 H, CH.=CH), 5,39- 5,41 (m, 1 H,
CH,=CH), 5,93-6,06 (m, 2H, CH,=CH), 7,21 (d, 1 H, H6, *J= 8 Hz), 7,26 (d, 2 H, H2’, H6",
’J=8 Hz), 7,38 (d, 1 H, H5, *J= 8 Hz), 7,50 (d, 2 H, H3’, H5’, >J= 8 Hz), 7,58 (s, | H, H3),
9,21 (s, 1H, NH), 9,80-9,82 (m, 2H, NH).

BC NMR (DMSO-ds, 150 MHz, 294,7 K): & (ppm) 22,9 (CHs) 64,6 (2 OCH,), 115.8 (C5),
116,8 (C3), 117,5 (2 CH=CH), 117,9 (C3’, C5°), 128,9 (C2’, C6), 130,1 (C6), 130,4 (C1),
132,8 (C17), 133,2 (CH,=CH), 133,2 (CH,=CH), 134,9 (C2), 137,8 (C4’), 138,2 (C4), 153,0
(COOCHy>), 153,1 (COOCH,), 168,5 (COCH3).

2D-NMR-Experimente: COSY, HSQC, HMBC, NOESY

CI-MS nv/z (%): 240,1 (19) [M-H"-2C4H0,], 266,1 (47) [M-H'- C4Hs0,-C3Hs07, 2921
(19) [M-H"-2C3H¢O7, 324,2 (62) [M-H"-C4He0:], 350,2 (52) [M-H-C3H407, 408.2 (100)
[M-HT.

EA berechnet fiir C;oH23N305 (409,44): C 64,54; H 5,66; N 10,26. gefunden: C 64,04; H
5,70; N 10,17.
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7.2.3.5. Synthese von 3,8-Diallyloxycarbonylamino-6-methyl-phenanthridin (17)

H
N

/\/O\H/ O
0 C22H21N304

- O MW: 391,42 g/mol
N NH

o)\o/v/

7,16 g (1,75 mmol) 16 werden unter Stickstoffatmosphire in 8,2 mL (87,4 mmol) POCIl; 3 h
unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wird {tberschiissiges POCI; durch Abdestillieren
entfernt und der Riickstand in Ethanol aufgenommen. Die Losung wird durch Zutropfen von
konz. NH4OH neutralisiert und mehrmals mit Et,O extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden mehrmals mit Wasser gewaschen, iiber Na,SO; getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Man erhélt 582 mg (85 % d. Th.) eines hellgelben

Feststoffs. Eine analysenreine Probe wird durch Umkristallisieren aus Et,O erhalten.
DC (CH,Cly/Aceton 3:1) Ry = 0,45.

'H NMR (DMSO-d;, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 2.87 (s, 3 H, CHz), 4,67- 4,69 (m, 4H,
CH,0), 5,25- 5,29 (m, 2 H, CH,=CH), 5,37- 5,38 (m, | H, CH,=CH), 5,43- 544 (m, | H,
CH,=CH), 5,98-6,08 (m, 2H, CH,=CH), 7,73 (d, 1 H, H2, *J= 9 Hz), 7,92 (d, 1 H, H9, >/=9
Hz), 8,12 (s, 1 H, H4), 8,43 (s, 1 H, H7), 8,55 (d, 1 H, H1, >/=9 Hz), 8,65 (d, 1 H, H10, */=9
Hz), 10,07 (s, 1H, NH), 10,16 (s, IH, NH).

BC NMR (DMSO-ds, 150 MHz, 294,7 K): & (ppm) 22,9 (CHs) 64,7 (2 OCH,), 113,3 (C7),
115,9 (C4), 117,6 (2 CH,=CH), 118,0 (C10b), 1184 (C2), 122,4 (C9), 122,6 (C1), 123,0
(C10), 125,1 (C6a), 127,2 (C10a), 133,1 (CH=CH), 133,2 (CH,=CH), 137.8 (C8), 138,8
(C3), 143,1 (C4a), 153,1 (COOCH,), 153,2 (COOCH>), 158,3 (C6).

2D-NMR-Experimente: COSY, HSQC, HMBC, NOESY
ESI-MS m/z (%):392,0 (100) [M+H]", 783,2 (15) [2M+H]".

EA berechnet fiir C;;HyN3O4 (391,42): C 67,51; H 5,44; N 10,74. gefunden: C 67,06; H
5,55; N 10,53.
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7.2.3.6. Synthese von 3,8-Diallyloxycarbonylamino-5-ethyl-6-methyl-
phenanthridiniumiodid (18).

H
0 N
Z \ﬂ/ O C4H 6N;0,4"
0 MW: 420,48 g/mol
- C24H26IN30,
N NH MW: 547,39 g/mol
K O)\O/\/

530 mg (1,35 mmol) 17 werden in 18 mL Nitromethan (getrocknet iiber Molsieb) unter
Stickstoffatmosphére gelost, mit 2,3 mL (28,8 mmol) lodethan versetzt und 7 d unter
Riickfluss erhitzt. Der ausgefallene Feststoff wird isoliert, griindlich mit kaltem Nitromethan
und Et,0 gewaschen und am HV getrocknet. Es werden 447 mg (68 % d. Th.) eines gelben
Feststoffs erhalten.

DC (CH,Cl,/MeOH 100:8) Rr=0,19.

"H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 1,67 (t, 3 H, CH,-CHs, *J=7 Hz), 3,34 (s,
3 H, CHs), 4,71-4,74 (m, 4 H, CH,0), 4,96 (q, 2 H, CH,-CHj3, *J= 7 Hz), 5,28-5,30 (m, 1 H,
CH,=CH), 5,30-5,32 (m, 1 H, CH,=CH), 5,40- 5,42 (m, 1 H, CH,=CH), 5,43- 5,45 (m, 1 H,
CH,=CH), 6,01-6,07 (m, 2H, CH,=CH), 7,99 (dd, 1 H, H2, *J= 9 Hz, *J=2 Hz), 8,24 (dd, 1
H, H9, °J=9 Hz, *J=2 Hz), 8,68 (d, 1 H, H4, *J=2 Hz), 8,84 (d, 1H, H7, *J=2 Hz), 8,93 (d, 1
H, H10, >°J=9 Hz), 8,94 (d, 1 H, H1, *J=9 Hz), 10,49 (s, | H, NH), 10,56 (s, 1 H, NH).

13C NMR (DMSO-d;, 150 MHz, 294,7 K): § (ppm) 12,9 (CH,-CHs), 18,9 (CH), 48,7 (CHs-
CHs), 65,3 (OCH,), 653 (OCH,), 106,2 (C4), 1153 (C7), 118,1 (CH,=CH), 118,1
(CH,=CH), 119,9 (C10b), 120,7 (C2), 123,9 (C10), 124,5 (C6a), 125,1 (C1), 128.2 (C9),
128,7 (C10a), 132,8 (CH,=CH), 132,9 (CH,=CH), 134,0 (C4a), 139,9 (C8), 141,7 (C3), 153,3
(COOCH,), 153,3 (COOCHy), 163,9 (C6).

2D-NMR-Experimente: COSY, HSQC, HMBC, NOESY
ESI-MS m/z (%):420,0 (100) [M]".

EA berechnet fiir Co4Hy6IN304°0.5 H,O (556.40): C 51,81; H 4,89; N 7,55. gefunden: C
51,84; H4,60; N 7,51.
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7.2.3.7. Synthese von 3,8-Diamino-5-ethyl-6-methyl-phenanthridiniumtrifluor-

acetat (3).
HoN
O CigH1gN3"
| MW: 252,33 g/mol
ot C1gH1gF3N30;
NK NH, MW: 365,35 g/mol

Zu einer Losung aus 305 mg (0,56 mmol) 18 in 22 mL abs. CH,Cl, und 0,06 mL Wasser
werden unter Stickstoffatmosphére nacheinander 13,9 mg (0,01 mmol) Pd(PPhs)4, 31,7 mg
(0,12 mmol) PPh; und 0,47 mL (1,78 mmol) Bu;SnH zugegeben. Nach 90 min. Riihren bei
RT wird die Reaktion durch Zugabe von 12 mL Wasser abgebrochen. Die Reaktionslosung
wird anschlieend zur Trockene eingedampft und das Rohprodukt griindlich mit Dioxan und
Et,O gewaschen. Das Rohprodukt wird mittels HPLC auf einer priparativen RP-C18 Saule
(A=H,0 (0,0059 % TFA), B= MeCN; Gradient= 10-34% B {iiber 18 min, 34-95% B {iber
17 min) gereinigt. Man erhélt 148 mg (73 % d. Th.) eines dunkelroten Feststoffs.

DC (EtOAc/ MeOH/ H,0 2:1:1) R= 0,26.

"H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 1,58 (t, 3 H, CH,-CHs, *J=7 Hz), 3,15 (s,
3 H, CHs), 4,79 (q, 2 H, CH,-CHs, *J= 7 Hz), 5,98 (br s, 2 H, NH>), 6,23 (br s, 2 H, NH,),
7,20 (dd, 1H, H2, *J= 9 Hz, *J= 1 Hz), 7,35 (d, | H, H4, °J= 1 Hz), 7,45 (d, 1 H, H7, *J=2
Hz), 7,48 (dd, 1H, H9, *J= 9 Hz, *J=2 Hz), 8,45 (d, 1 H, H10, *J= 6 Hz), 8,48 (d, 1 H, H1,
3J= 6 Hz).

13C NMR (DMSO-d, 150 MHz, 294,7 K): § (ppm) 13,0 (CH,-CHj), 18,1 (CH3), 47,6 (CH,-
CHs), 98,3 (C4), 106,6 (C7), 116,1 (C10b), 118,8 (C2), 122,8 (C10), 123,8 (C6a), 124,3 (C1),
125,8 (C10a), 127,0 (C9), 134,3 (C4a), 148,1 (C8), 150,6 (C3), 159,1(C6).

2D-NMR-Experimente: COSY, HSQC, HMBC, NOESY
ESI-MS m/z (%):252,0 (100) [M]".
HR-LSI-MS m/z (M") berechnet fiir C;sH;gN3": 252,1501; gefunden: 252,1501.

EA berechnet fiir C;sH;3F3N30; (365,35): C 59,17; H 4,97; N 11,50; gefunden: C 58,93; H
5,27; N 11,40.
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7.2.4. Darstellung von 3,8-Diamino-5-ethyl-6-(4-/V,/N-diethylamino)-phenyl-

phenanthridiniumtrifluoracetat (4)

7.2.4.1. Synthese von 2-(4-N,N-Dimethylamino)-phenylamido-4,4’-bis-
allyloxycarbonylamino-biphenyl (20).

H
N\‘\/‘\‘
O C29H30N4O5
HN NH MW: 514,57 g/mol
@O 0 O/\/

Zu einer Losung aus 1,54 g (4,2 mmol) 15 in 90 mL abs. CH,Cl, werden unter

O
Zr
(0]
o

Stickstoffatmosphdre 1,50 g (8,4 mmol) 4-N,N-Dimethylaminobenzoylchlorid (19) und
0,72 mL (4,2 mmol) DIPEA gegeben. Die klare Losung wird 3 d bei RT geriihrt, wobei nach
einiger Zeit eine graue Suspension entsteht. Die Reaktion wird durch Zugabe von ca. 100 mL
Wasser abgebrochen und anschlieBend ausgeschiittelt. Die organische Phase wird mit
gesittigter NaHCOs- Losung gewaschen, tiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Nach Trocknen am HV erhélt man 2,03 g (95 % d. Th.) eines hellbeigen
Feststoffs.

DC (CH,CL,/MeOH 100:5) R; = 0,64.

'H NMR (DMSO-d, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 2,98 (s, 6 H, CH), 4,58-4,63 (m, 4 H,
CH,0), 5,20-5,27 (m, 2 H, CH,=CH), 5,32-5,41 (m, 2 H, CH,=CH), 5,92-6,06 (m, 2H,
CH,=CH), 6,68 (d, 2 H, H3>*, H5”, J= 9 Hz), 7,26 (d, 1 H, H6, °J= 9 Hz), 7,32 (d, 2 H, H2’,
H6’, >J= 9 Hz), 7,41-7,44 (m, 3 H, H5, H3’, H5"), 7,63-7,69 (m, 3 H, H3, H2**, H6°"), 9,75 (s,
1 H, NH), 9,85 (s, 1 H, NH), 9,92(s, 1 H, NH).

ESI-MS m/z (%):515,3 (100) [M+H']", 1029,5 (7) [2M+H']".
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7.2.4.2. Synthese von 3,8-Diallyloxycarbonylamino-6-(4-/V,/N-dimethylamino)-

phenyl-phenanthridin (21).

Co9H25N4O4
MW: 496,56 g/mol

1,05 g (2,04 mmol) 20 werden unter Stickstoffatmosphére in 21 mL (0,23 mmol) POCl; 4 h
unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wird die Reaktionslosung auf 0 °C gekiihlt und
iberschiissiges POCI; durch langsame Zugabe von Wasser vernichtet. Die Losung wird durch
Zutropfen von konz. NH4OH auf pH 8-9 eingestellt, der entstehende Feststoff isoliert, mit
Wasser gewaschen und am HV getrocknet. Man erhélt 0,81 g (84 % d. Th.) eines hellorangen
Feststoffs.

DC (CH,Cl,/MeOH 100:2) Ry = 0,23.

"H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 3,03 (s, 6 H, CH3), 4,62- 4,63 (m, 2 H,
CH>0), 4,67- 4,69 (m, 2 H, CH,0), 5,21- 5,29 (m, 2 H, CH,=CH), 5,33- 5,44 (m, 2 H,
CH,=CH), 5,94-6,04 (m, 2H, CH,=CH), 6,90 (d, 2 H, H3’, H3’, >J= 9 Hz), 7,61 (d, 2 H, H2’,
H2’, °J= 9 Hz), 7,74 (dd, 1 H, H2, >J= 9 Hz, *J= 2 Hz), 7,96 (dd, 1 H, H9, *J=9 Hz, *J=2
Hz), 8,17 (d, 1 H, H4, >J=2 Hz), 8,44 (d, 1 H, H7, °J= 2 Hz), 8,59 (d, 1 H, Hl, *J= 9 Hz),
8,71 (d, 1 H, H10, *J=9 Hz), 10,09 (s, 2H, NH).

BC NMR (DMSO-d;, 150 MHz, 294,7 K): & (ppm) 39,9 (2 CHs), 64,7 (2 OCH,), 111,5 (2
C3%), 115,5 (C7), 116,2 (C4), 117,5 (CH,=CH), 117,7 (CH,=CH), 118,1 (C10b), 118,2 (C2),
122,5 (C9), 122,6 (C1), 123,1 (C10), 124,4 (C6a), 126,8 (C1°), 128,3 (C10a), 130,7 (2 C2°),
133,1 (CH,=CH), 133,2 (CH,=CH), 137,5 (C8), 138,9 (C3), 143,4 (C4a), 150,5 (C4’), 153,2
(2 COOCH,), 160,2 (C6).

ESI-MS m/z (%):497,4 (100) [M+H']".
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7.2.4.3. Synthese von 2-(4-N,N-Diethylamino)-phenylamido-4,4’-bis-
allyloxycarbonylamino-biphenyl (26).

H
N‘)I
O C31H34N,4O5
HIN NH MW: 542,63 g/mol
o e

Zu einer Losung aus 1,02 g (5,30 mmol) 4-Diethylaminobenzoesdure (24) in 20 mL abs.

AN
T
N
P

CH,Cl, werden unter Stickstoffatmosphére 1,2 mL (15,8 mmol) Thionylchlorid zugetropft.
Nach 16 h Riihren bei RT wird das Reaktionsgemisch komplett eingedampft und am HV
getrocknet. Das Rohprodukt (25) wird anschlieend in 10 mL abs. CH,Cl, geldst und mit
einer Losung aus 1,16 g (3,21 mmol) 15 und 0,76 mL (4,70 mmol) DIPEA in 30 mL abs.
CH,Cl, versetzt. Die Reaktionslosung wird 3 d bei RT gertiihrt, anschlieBend mit Wasser und
gesittigter NaHCO;3-Losung gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird tiber FC (CH,Cl,/ MeOH 100:1) gereinigt. Nach
Eindampfen des Losungsmittels und Trocknen am HV erhilt man 1,15 g (67 % d. Th.) eines
gelblich weiBlen Feststoffs. Eine analysenreine Probe wird durch Umkristallisieren aus einer

Et,0O-Hexan-Mischung erhalten.
DC (CH,CI/MeOH 100:3) R¢= 0,36.

"H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 1,09 (t, 6 H, CH,-CHs, °J=7 Hz), 3,37 (q,
4 H, CH,-CH3, *J= 7 Hz), 4,59-4,61 (m, 2 H, CH,0), 4,62-4,64 (m, 2 H, CH,0), 5,21-5,26
(m, 2 H, CH=CH), 5,34-5,39 (m, 2 H, CH,=CH), 5,94-6,03 (m, 2H, CH,=CH), 6,63 (d, 2 H,
H3’’, H5”, °J= 7 Hz), 7,27 (d, 1 H, H6, *J= 8 Hz), 7,33 (dd, 2 H, H2’, H6’, *J= 7 Hz, *J=2
Hz), 7,43-7,46 (m, 3 H, H5, H3’, H5), 7,64-7,66 (m, 3 H, H3, H2”*, H6""), 9,27 (s, 1 H, NH),
9,73 (s, 1 H, NH), 9,83(s, 1 H, NH).
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13C NMR (DMSO-ds, 150 MHz, 294,7 K): & (ppm) 12,3 (2 CH,-CHz), 43,7 (2 CH,-CHs),
64,6 (OCH,), 64,7 (OCH,), 110,1 (C3°*, C5>), 115,9 (C5), 117.5 (C3), 117,6 (2 CH,=CH),
117,9 (C3°, C5°), 119,8 (C17), 129,0 (C2°, C6”), 129,2 (C2**, C6°*), 130,1 (C6), 131,5 (C1),
133,1 (C1°), 133,3 (CH,=CH), 133,3 (CH,=CH), 135,6 (C2), 137,8 (C4’), 138,3 (C4), 149,6
(C4°*), 153,2 (COOCHy), 153,2 (COOCHS,), 165,3 (COPh).

2D-NMR-Experimente: COSY, HSQC, HMBC, NOESY
ESI-MS nv/z (%):543,4 (100) [M+H']", 1085,7 (11) 2M+H']", 1107,6 (6) [2M+Na']".

EA berechnet fiir C3;H34N4O5 (542,63): C 68,62; H 6,32; N 10,33; gefunden: C 68,45; H
6,40; N 10,01.

7.2.4.4. Synthese von 3,8-Diallyloxycarbonylamino-6-(4-/V,/N-diethylamino)-phenyl-

phenanthridin (27).

C31H32N404
MW: 524,61 g/mol

1,05 g (1,94 mmol) 26 werden unter Stickstoffatmosphire in 8,2 mL (87,4 mmol) POCl; 6 h
unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wird die Reaktionslosung auf 0 °C gekiihlt und
iberschiissiges POCI; durch langsame Zugabe von Wasser vernichtet. Die Losung wird durch
Zutropfen von konz. NH4OH auf pH 8 eingestellt, der entstechende Feststoff isoliert, mit
Wasser gewaschen und am HV getrocknet. Man erhdlt 751 mg (74 % d. Th.) eines

hellorangen Feststoffs.
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DC (CH,Cly/Aceton/EtOAc 50:2:2) Ry = 0,28.

"H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 1,17 (t, 6 H, N(CH,-CHs),, *J= 7 Hz),
3,44 (q, 4 H, N(CH,-CHs),, >J= 7 Hz), 4,61- 4,64 (m, 2 H, CH,0), 4,67- 4,69 (m, 2 H, CH,0),
521- 529 (m, 2 H, CH,=CH), 5,34- 5,44 (m, 2 H, CH,=CH), 5,94-6,08 (m, 2H, CH,=CH),
6,80- 6,84 (m, 2 H, H3’, H3"), 7,57- 7,61 (m, 2 H, H2’, H2"), 7,74 (dd, 1 H, H2, *J=9 Hz, *J=
2 Hz), 7,99 (dd, 1 H, H9, *J= 9 Hz, “J= 1 Hz), 8,17 (d, 1 H, H4, >J=2 Hz), 8,44 (d, | H, H7,
3J=1Hz), 8,59 (d, 1 H, H1, >*J=9 Hz), 8,70 (d, 1 H, H10, *J=9 Hz), 10,09 (s, 2H, NH).

BC NMR (DMSO-ds, 150 MHz, 294,7 K): & (ppm) 12,4 (2 CH,-CH3), 43,6 (2 CH,-CHj3),
64,7 (2 OCH,), 110,6 (2 C3°), 115,6 (C7), 116,2 (C4), 117,5 (CH,=CH), 117,7 (CH,=CH),
118,1 (C10b), 118,2 (C2), 122,4 (C9), 122,6 (C1), 123,0 (C10), 124,4 (C6a), 125,7 (C1°),
128,4 (C10a), 131,0 (2 C2°), 133,1 (CH=CH), 133,2 (CH,=CH), 137,5 (C8), 138,9 (C3),
1435 (C4a), 147,6 (C4’), 153,2 (2 COOCH,), 160,2 (C6).

2D-NMR-Experimente: COSY, HSQC, HMBC, NOESY

ESI-MS m/z (%):525,2 (100) [M+H']".

HR-EI-MS m/z (M+) berechnet fiir C31H3,N404 (551,63): 524,2424; gefunden: 524,2424.

EA berechnet fiir C3;H3N404°1.5 H,O (551,63): C 67,50; H 6,40; N 10,16; gefunden: C
67,51; H 6,23; N 10,56.
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7.2.4.5. Synthese von 3,8-Diallyloxycarbonylamino-5-ethyl-6-(4-/V, N-diethylamino)-
phenyl-phenanthridiniumiodid (28).

/\/O\n/
o C33H37N4O4"
O MW: 553,67 g/mol
+
O SN NH C33H37IN4O4
MW: 680,58 g/mol
SN K 041\0/\/ 9

/

500 mg (0,95 mmol) 27 werden in 15 mL abs. THF unter Stickstoffatmosphére geldst, mit
3,1 mL (38,2 mmol) Iodethan versetzt und 7 d unter Riickfluss erhitzt. Der ausgefallene
Feststoff wird isoliert, griindlich mit Et,0 gewaschen und am HV getrocknet. Es werden
422 mg (65 % d. Th.) eines gelben Feststoffs erhalten.

DC (CH,Cly/Aceton 3:1) R¢=0,21.

"H NMR (MeOH-d,, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 1,29 (t, 6 H, N(CH,-CHs),, *J=7 Hz), 1,65
(t, 3 H, CH,-CHs, *J= 7 Hz), 3,57 (q, 4 H, N(CH,-CHz),, *J= 7 Hz), 4,61- 4,63 (m, 2 H,
CH,0), 4,74- 4,76 (m, 2 H, CH,0), 4,89 (q, 2 H, CH,-CH3, *J= 7 Hz), 5,20- 5,45 (m, 4 H,
CH,=CH), 5,89-6,10 (m, 2H, CH,=CH), 7,01- 7,04 (m, 2 H, H3’, H3"), 7,40- 7,43 (m, 2 H,
H2’, H2"), 7,94 (dd, 1 H, H2, *J= 9 Hz, “J=2 Hz), 8,00 (d, 1 H, H7,’J=2 Hz), 8,34 (dd, 1 H,
H9, °J=9 Hz, *J=2 Hz), 8,86- 8,95 (m, 3 H, H4, H1, H10, *J= 2 Hz).

13C NMR (MeOH-d,, 150 MHz, 294,7 K): § (ppm) 12,8 (2 CH,-CHs), 15,1 (CH»-CHs), 45,4
(2 CH,-CH3), 51,4 (CH,-CHs), 66,8 (OCH,), 67,1 (OCH,), 108,0 (C4), 112,5 (2 C3°), 117,8
(C7), 118,1 (CH,=CH), 118,4 (CH,=CH), 120,4 (C10b), 122,6 (C2), 122,7 (C1°), 124,4
(C10), 126,3 (C1), 127,9 (C6a), 130,0 (C9), 131,1 (2 C2°), 131,9 (C10a), 133,8 (CH,=CH),
133,9 (CHy=CH), 135,8 (C4a), 141,4 (C8), 143,7 (C3), 151,2 (C4’), 155,2 (COOCH,), 155,4
(COOCH,), 166,5 (C6).

2D-NMR-Experimente: COSY, HSQC, HMBC, NOESY

ESI-MS m/z (%):553,4 (100) [M]".
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HR-LSI-MS m/z (M+) berechnet fiir C33H37N404": 553,2815; gefunden: 553,2817.

EA berechnet flir C33H37IN4O4°H,0 (698,59): C 56,74; H 5,63; N 8,02; gefunden: C 56,38; H
5,40; N 7,83.

7.2.4.6. Synthese von 3,8-Diamino-5-ethyl-6-(4-/V, N-diethylamino)-phenyl-

phenanthridiniumtrifluoracetat (4).

CasHN,*
MW: 385,52 g/mol
Ca7H29F3N4O,
MW: 498,54 g/mol

Zu einer Losung aus 220 mg (0,32 mmol) 28 in 10 mL abs. CH,Cl, und 30 pL Wasser werden
unter Stickstoffatmosphére nacheinander 8,2 mg (7,1 pmol) Pd(PPhs)4, 18,7 mg (0,07 mmol)
PPh; und 0,28 mL (1,03 mmol) Bus;SnH zugegeben. Nach 90 min. Riihren bei RT wird die
Reaktion durch Zugabe von 7 mL Wasser abgebrochen. Die Reaktionslosung wird
anschlieBend zur Trockene eingedampft und das Rohprodukt griindlich mit Et;O gewaschen.
Das Rohprodukt wird mittels HPLC auf einer pridparativen RP-C18 Sidule (A= H,O
(0,0059 % TFA), B= MeCN; Gradient= 10-85% B iiber 30 min) gereinigt und anschlieend
aus einer THF-Heptan-Mischung umkristallisiert. Es werden 93 mg (58 % d. Th.) dunkelrote
plattchenformige Kristalle erhalten.

DC (CH,Cl,/ MeOH 15:1) R=0,11.
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"H NMR (MeOH-d,, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 1,26 (t, 6 H, N(CH,-CHs),, °J= 7 Hz), 1,52
(t, 3 H, CH,-CHs, *J= 7 Hz), 3,52 (q, 4 H, N(CH,-CHa),, *J= 7 Hz), 4,72 (q, 2 H, CH,-CH,
3J=17Hz), 6,69 (d, 1H, H7, °J=2 Hz), 6,96- 6,99(m, 2 H, H3’, H3"), 7,29- 7,32 (m, 2 H, H2’,
H2%), 7,32 (dd, 1 H, H2, *J=9 Hz, *J=2 Hz), 7,36 (d, 1 H, H4, >J= 2 Hz), 7,52 (dd, 1 H, H9,
3J=9 Hz, “J=2 Hz), 8,50 (d, 1 H, H10, >J=9 Hz), 8,57 (d, 1 H, H1, *J= 9 Hz).

BC NMR (MeOH-d,, 150 MHz, 294,7 K): 8 (ppm) 12,8 (2 CH,-CH3), 14,8 (CH,-CH3), 45,4
(2 CH,-CH3), 50,1 (CH,-CHs), 100,2 (C4), 111,5 (C7), 112,4 (2 C3°), 118,8 (C1’), 119.4
(C10b), 121,0 (C2), 123,6 (C10), 125,8 (C1), 127,6 (C6a), 128.9 (C9), 129,6 (C10a), 130,9 (2
C2%), 136,1 (C4a), 149,4 (C8), 150,7 (C4*), 152,6 (C3), 162,5 (C6).

2D-NMR-Experimente: COSY, HSQC, HMBC, NOESY

ESI-MS m/z (%):385,1 (100) [M]".

HR-LSI-MS m/z (M") berechnet fiir C,5sH2oN4": 385,2392; gefunden: 385,2397.

EA berechnet fiir C37H,9F3N40,°0,5 H,O (507,55): C 63,89; H 5,96; N 11,04; gefunden: C
63,57; H 6,32; N 10,63.
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7.2.5. Darstellung des acyclischen Aminopropandiol-Linkers (31)

7.2.5.1. Synthese von N-((S)-2,3-Dihydroxy-propyl)-trifluoracetamid (29). 1200, 448]

o)
CsHgFsNO;
HO/\i/\HJ\CFg, MW: 187,12 g/mol

OH

1,44 g (15,70 mmol) (S)-(-)-3-Amino-propan-1,2-diol werden in 16 mL (158,4 mmol)
Trifluoressigsduremethylester suspendiert und bei RT iiber Nacht geriihrt. Die Reaktions-
16sung wird im Vakuum eingeengt und dreimal mit je 29 mL Toluol koevaporiert. Es werden
2,62 g (89 % d. Th.) einer gelblichen, stark viskosen Fliissigkeit erhalten.

[200, 448

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur I iiberein und werden

daher nicht mehr explizit angegeben.

7.2.5.2. Synthese von N-{(S)-3-[Bis-(4-methoxy-phenyl)-phenyl-methoxy]-2-
hydroxy-propyl}-trifluoracetamid (30). 2*****!

0
C26H26F3NO5
DMTO/\i/\NJ\CFg MW: 489,18 g/mol

OH

2,39 g (7,1 mmol) 4,4’-Dimethoxytriphenylmethylchlorid werden zu einer Losung von 1,30 g
(7,1 mmol) N-((S)-2,3-Dihydroxy-propyl)-trifluoroacetamid (29) in 22 mL absolutem Pyridin
gegeben und unter Argonatmosphdre 12 h bei RT geriihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe
von 0,7 mL MeOH abgebrochen, 1 h bei RT geriihrt und im Vakuum eingeengt. Der
Riickstand wird in 65 mL EtOAc gelost und dreimal mit je 35 mL geséttigter NaHCOs-
Losung sowie zweimal mit je 35 mL H,O gewaschen. Die organische Phase wird tiber

Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wird {iber FC
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(DCM + 0,1 % Pyridin, 0 - 2 % MeOH) gereinigt. Nach Eindampfen des Losungsmittels und
Trocknen am HV erhilt man 2,60 g (75 % d. Th.) einer farblosen, stark viskosen Fliissigkeit.
DC (CH,Cl,/ MeOH 100:2) R= 0,33.

ESI-MS m/z (%):488,3 (100) [M-H'T.

200, 448

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur ] iiberein und werden

daher nicht mehr explizit angegeben.

7.2.5.3. Synthese von (5)-1-Amino-3-[bis-(4-methoxy-phenyl)-phenyl-methoxy]|-

propan-2-ol (31). (200, 448)

DMTO” " “NH, Ca4H27NO,
OH MW: 393,19 g/mol

Eine Losung aus 1,87 g (3,82 mmol) 30 in 23 mL MeOH, 23 mL 25 %iger NH4OH und
10 mL THF wird tiber Nacht bei RT geriihrt. Nachdem THF und MeOH im Vakuum entfernt
worden sind, wird dreimal mit je 60 mL DCM extrahiert. Die organische Phase wird mit
60 mL gesittigter NaCl-Losung gewaschen und iiber Na,SO,4 getrocknet. Das Losungsmittel
wird im Vakuum entfernt. Es werden 1,36 g (91 % d. Th.) eines weillen, erstarrten Schaums

erhalten.

ESI-MS m/z (%):303,0 (100) [DMT]", 787,5 (10) [2M+H'T*

200, 448

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur ! I iiberein und werden

daher nicht mehr explizit angegeben.
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7.2.6. Darstellung des Ethidiumnukleosids (38)

7.2.6.1. Synthese von 3,8-Bis-allyloxycarbonylamino-6-phenyl-phenanthridin (33).
[102, 409]

Cao7H23N30,4
MW: 453,49 g/mol

5,0 g (17,5 mmol) 3,8-Diamino-6-phenylphenanthridin (32) werden in 150 mL abs. CH,Cl,
suspendiert und vorsichtig mit 31,6 mL (298 mmol) Chlorameisensédureallylester versetzt.
Nach 48 h Riihren bei RT wird das Reaktionsgemisch auf 1/6 des Volumens im Vakuum
eingeengt und anschlieBend mit 200 mL wissriger NH3-Losung (6 N) versetzt. Der braune
Niederschlag wird abfiltriert, mit wenig H,O gewaschen und im HV getrocknet. Man erhilt
7,07 g (89 % d. Th.) eines braunen Feststoffs.

DC (EtOAc/ MeOH/H,0 6:2:1) R= 0,94.

ESI-MS nv/z (%):454,1 (100) [M+H]".

102, 409

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur ! I iiberein und werden

daher nicht mehr explizit angegeben.



180 Experimenteller Teil

7.2.6.2. Synthese von 3,8-Bis-allyloxycarbonylamino-5-(3-iodpropyl)-6-phenyl-
). 1102, 409]

phenanthridiniumiodid (34

C3oH29IN30,4*
MW: 622,47 g/mol
C30H29l2N304
MW: 749,38 g/mol

6,5 g (14,3 mmol) 3,8-Bis-allyloxycabonylamino-6-phenyl-phenanthridin (33) werden in
50 mL abs. THF gelost. Nach Zugabe von 17 mL (145 mmol) 1,3-Diiodpropan wird 9 Tage
unter Riickfluss erhitzt. Der ausgefallene, gelb-orange Niederschlag wird isoliert, mit sehr
wenig kaltem THF gewaschen und im HV getrocknet. Es werden 9,8 g (92 % d. Th.) eines
gelben Feststoffs erhalten.

DC (CH>Cly/ MeOH 20:3) R= 0,34.

ESI-MS m/z (%): 622,1 (100) [M]".

[102, 409

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur I iiberein und werden

daher nicht mehr explizit angegeben.
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7.2.6.3. Synthese von (5)-3,8-Bis-allyloxycarbonylamino-5-(3-{3-[bis-(4-methoxy-

phenyl)-phenyl-methoxy]-2-hydroxy-propylamino}-propyl)-6-
). 1102, 4091

phenylphenanthridiniumiodid (35

Cs4Hs5N,05"
MW: 887,40 g/mol
Cs4H55IN4Og
MW: 1014,31 g/mol

Zu einer Losung von 3,3 g (4,4 mmol) 34 und 1,3 mL (8,8 mmol) DIPEA in 177 mL DMF
werden 1,9 g (6,6 mmol) des Aminopropandiol-Linkers (31) gegeben und 40 h bei RT
geriihrt. Anschlieend werden weitere 0,70 g (1,8 mmol) 31 und 0,65 mL (4,4 mmol) DIPEA
zugegeben und fiir 15 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt. Die
Reinigung erfolgt iiber FC (CH,Cl,/MeOH 100:3 + 0.1 % Pyridin - CH,Cl,/MeOH 10:3 +
0.1 % Pyridin). Man erhalt 4,0 g (89 % d. Th.) eines gelb-braunen Feststoffs.

DC (CH,Cly/ MeOH 10:3) R= 0,80.

ESI-MS m/z (%): 303,1 (6) [DMTT", 585,2 (12) [M+H -DMT'T", 887,5 (100) [M]".

102, 409

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur ! I iiberein und werden

daher nicht mehr explizit angegeben.
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7.2.6.4. Synthese von (5)-3,8-Bis-amino-5-(3-{3-[bis-(4-methoxy-phenyl)-phenyl-
methoxy]-2-hydroxy-propylamino}-propyl)-6-phenylphenanthridinium-
iodid (36). "% 4%

C46H47N4O,4"
MW: 719,36 g/mol
C46H47IN4O4
MW: 846,26 g/mol

1,9 g (2,0 mmol) 35 werden in 65 mL abs. CH,Cl, und 0,2 mL H,O gelost. Zu dieser Losung
werden 49,8 mg (0,043 mmol) Pd(PPh;)4, 113 mg (0,43 mmol) PPh; und 1,9 g (6,53 mmol)
Bu;SnH gegeben. Der Ansatz wird 90 min. bei RT geriihrt. Durch Zugabe von 50 mL H,O
wird die Reaktion abgebrochen. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt. Die Reinigung
erfolgt tiber FC (CH,Cl,/MeOH 100:5 + 0.1 % Pyridin = EtOAc¢/MeOH/H,0 6:2:2 + 0.1 %
Pyridin). Es werden 1,2 g (58 % d. Th.) eines violetten Feststoffs erhalten.

DC (EtOAc/MeOH/H,0 6:2:2) R= 0,62.

ESI-MS m/z (%): 303,1 (8) [DMT]", 719,4 (100) [M]".

[102, 409

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur I iiberein und werden

daher nicht mehr explizit angegeben.
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7.2.6.5. Synthese von (5)-3,8-Bis-trifluoroacetylamino-5-(3-{3-[bis-(4-
methoxyphenyl)-phenyl-methoxy]-2-hydroxy-propyl-V-(trifluoroacetyl)-

amino}-propyl)-6-phenylphenanthridiniumiodid (37). "> 4%

IO +
N Cs5,Hy44F9N,O
RS NJ\CFP, 5244 9N4O7

MW: 1007,31 g/mol

H
H/ Cs2H44F9IN4O7
MW: 1134,21 g/mol

622 mg (0,73 mmol) 36 werden in 4 mL abs. DCM gelost, mit 0,74 mL (8,7 mmol) abs.
Pyridin versetzt und auf 0 °C gekiihlt. Anschliefend werden 0,63 mL (4,3 mmol) Trifluor-
essigsdureanhydrid zugetropft. Zunichst wird der Ansatz 10 min. bei 0 °C, dann weitere 10
min. bei RT geriihrt. Die Reaktionsmischung wird kurz mit 7,3 mL ges. NaHCOs-Ldsung
neutralisiert. Die organische Phase wird liber Na,SO,4 getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Nach Trocknen am HV erhidlt man 616 mg (73 % d. Th.) eines braunen

schaumigen Feststoffs.

MALDI-MS m/z (%): 1007,6 (100) [M]".

[102, 409

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur I iiberein und werden

daher nicht mehr explizit angegeben.
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7.2.6.6. Synthese von (5)-3,8-Bis-trifluoroacetylamino-5-(3-{(3-[bis-(4-
methoxyphenyl)-phenyl-methoxy]-2-[(2-cyano-ethoxy)-N, V-
diisopropylaminophosphanyloxy|-propyl)-(2,2,2-trifluoroacetyl)-amino}-

propyl)-6-phenylphenanthridiniumiodid (38). "> 4"

H Ce1Hg1FoNgOgP™*
MW: 1207,41 g/mol

MW: 1334,32 g/mol

410 mg (0,362 mmol) 37 werden in 17 mL abs. CH,Cl, gelost und mit 289 uL (1,45 mmol)
trockenem DIPEA versetzt. AnschlieBend werden 161 pL (0,725 mmol) 2-Cyanoethyl-N,N-
diisopropylchlorophosphoramidit zugegeben. Nach 30 min. Rithren bei RT wird die
Reaktionsmischung rasch mit frisch hergestellter, ges. NaHCOs-Losung gewaschen. Die
organische Phase wird sofort tiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum

entfernt. Es werden 460 mg (95 % d. Th.) eines gelblich braunen Ols erhalten.

MALDI-MS m/z (%): 1206.9 (100) [M]".

102, 409

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur ! I liberein und werden

daher nicht mehr explizit angegeben.
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7.2.7. Darstellung von N-(3-Azidopropyl)-N’-methyl-4,4’-bipyridiniumiodid (42)

7.2.7.1. Synthese von N-(3-Iodpropyl)-4,4’-bipyridiniumiodid (40). **

NN F | CysHq4INS*
e _ MW: 325,17 g/mol

| C13H1al2N2
N MW: 452,07 g/mol

1,18 g (7,5 mmol) 4,4’-Bipyridin (39) werden unter Stickstoffatmosphire in 8§ mL
(69,6 mmol) Diiodpropan suspendiert und ca. 1 h mit Ultraschall behandelt. AnschlieSend
wird die Reaktionsmischung iiber Nacht bei RT geriihrt, nochmals mit 3 mL (26,1 mmol)
Diiodpropan versetzt und erneut {iber Nacht bei RT geriihrt. Nach Zugabe von ca. 100 mL
Et,0 fallt gelber Feststoff aus, der isoliert, mit Et,O gewaschen und am HV getrocknet wird.
Das Rohprodukt wird zur Reinigung aus einer MeCN-Et,O-Mischung umkristallisiert, mit
Et,0O gewaschen und am HV getrocknet. Man erhélt 3,02 g (89 % d. Th.) orangefarbene,

nadelformige Kristalle.

"H NMR (DMSO-ds, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 2,54 (m, 2 H, CH>-2), 3,28 (t, 2H, CH>-3,
3J=17Hz), 4,70 (t, 2H, CH,-1, *J=7 Hz), 8,05 (dd, 2 H, 2 H3’, °J= 5 Hz, *J=2 Hz), 8,66 (d, 2
H, 2 H3, *J=7 Hz), 8,87 (dd, 2 H, 2 H2’, °*J= 5 Hz, *J=2 Hz), 9,24 (d, 2 H, 2 H2, >J= 7 Hz).

13C NMR (DMSO-ds, 150 MHz, 294,7 K): & (ppm) 0,0 (CH,-CH,-CHa-1) 32,6 (CH,-CHa-
CH,-1), 59,5 (CH,-CH,-CH,-T), 120,5 (2 C3°), 124,0 (2 C3), 139,4 (C4*), 144,1 (2 C2°), 149,5

(2 C2), 150,9 (C4).

ESI-MS m/z (%): 324,9 (100) [M™].
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7.2.7.2. Synthese von N-(3-Iodpropyl)-/N’-methyl-4,4’-bipyridiniumiodid (41)

NN | CyqHy7IN,Z*
. _ MW: 340,20 g/mol

| C14H4713N;
- N MW: 594,01 g/mol

2,54 g (5,62 mmol) 40 werden unter Stickstoffatmosphdre in 70 mL absolutem MeCN
suspendiert und mit 3 mL (48,2 mmol) lodmethan versetzt. Nach 24 h Riihren bei RT wird
das Reaktionsgemisch bis zur Trockene eingedampft, griindlich mit heiBem EtOH gewaschen

und am HV getrocknet. Man erhilt 1,52 g (46 % d. Th.) eines roten Feststoffs.

"H NMR (DMSO-d;, 300 MHz, 294,7 K): & (ppm) 2,56 (m, 2 H, CH>-2), 3,28 (t, 2H, CH,-3,
3J=17 Hz), 4,44 (s, 3H, CHs), 4,74 (t, 2H, CH>-1, °J= 7 Hz), 8,78 (d, 2 H, 2 H3’, *J= 7 Hz),
8,82 (d, 2 H, 2 H3, *J="7 Hz), 9,30 (d, 2 H, 2 H2’, *J="7 Hz), 9,38 (d, 2 H, 2 H2, >J= 7 Hz).

13C NMR (DMSO-ds, 150 MHz, 294,7 K): & (ppm) 0,0 (CH,-CH,-CH>-T) 32,7 (CH,-CH,-
CH,-), 46,8 (CH;), 60,1 (CH,-CH,-CHa-T), 124,8 (2 C3), 125,3 (2 C3°), 144,7 (2 C2), 1454
(2 C2°), 146,7 (C4), 147,3 (C4”).

ESI-MS m/z (%): 171,0 (18) [M-C3H¢I]", 338,9 (48) [M-H']", 339,9 (100) [M™].

EA berechnet fiir C;4H 713N, (349,21): C 28,31; H 2,88; N 4,72. gefunden: C 28,31; H 2,94;
N 4,64.
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7.2.7.3. Synthese von N-(3-Azidopropyl)-NV’-methyl-4,4’-bipyridiniumiodid (42)

+
Ny~ N7 | C14Hq7Ns%*
X _ MW: 255,32 g/mol
| C14H4712Ns
N MW: 509,13 g/mol

0,30 g (0,5 mmol) 41 und 0,13 g (1,5 mmol) Natriumazid werden in 0,5 mL Wasser gel0st.
Das Reaktionsgemisch wird {iber Nacht bei 80 °C geriihrt und anschlieend zur Trockene
eingedampft. Zum Entfernen des iiberschiissigen Natriumazids wird der Feststoff in 0,5 mL
MeOH aufgenommen, abfiltriert und am HV getrocknet. Man erhilt 0,23 g (90 % d. Th.)

eines brauen Feststoffs.

ESI-MS mv/z (%): 255,0 (60) [M ], 300,0 (100) [M*+HCOOT", 368,0 (20) [M**+TFA]".
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7.2.8. Darstellung des alkinylmodifizierten Uridins (49)

7.2.8.1. Synthese von 5’-O-(Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-uridin (44) 12991

0
Cr
< NS0
e C21H3gN207Si;
S|' o) MW: 486,22 g/mol
O
. O OH

6,0 g (24,6 mmol) Uridin (43) werden in 80 mL abs. Pyridin gelost, mit 8,7 mL (27 mmol)
1,3-Dichloro-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan versetzt und 6 h lang bei RT geriihrt. Nach
Zugabe von 15 mL H,O wird die Reaktionslosung mit gesittigter NaHCOs-Losung
neutralisiert. Die Reaktionslosung wird eingedampft, der Riickstand in 150 mL EtOAc gelost
und dreimal mit 150 mL H,O extrahiert. Die organische Phase wird liber MgSO,4 getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird tiber FC gereinigt
(CH,Cly/Aceton 4:1). Nach Eindampfen des Losungsmittels und Trocknen am HV erhilt man
8,7 g (73 % d. Th.) eines farblosen schaumigen Feststoffs.

DC (CH,Cl,/ Aceton 4:1) R= 0,33.

ESI-MS m/z (%): 487,3 (100) [M+H]", 504,4 (20) [M+NH,4']", 973,7 (10) [2M+H']".

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur **) iiberein und werden daher

nicht mehr explizit angegeben.
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7.2.8.2. Synthese von 3’,5’-0-(Tetraisopropy]disiloxan-1,3-diyl)-N3 -

pivaloyloxymethyl-uridin (45) **°!

o) o)
< Nko _
e C27H4gN20gSi;
Sl' o) MW: 600,29 g/mol
o)
N._O OH

2,1 g (4,3 mmol) 5’-O-(Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-uridin (44) gelost 100 mL CH,Cl,
werden mit 200 mL (0,2 M) Na,CO;-Losung und 0,35 g (1,0 mmol) TBAHS versetzt.
Anschlieend werden unter Riithren 6,2 mL (41 mmol) Pivaloylmethylchlorid zugegeben und
48 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die organische Phase wird zweimal mit je 100 mL (5-%ig)
NaHCOs-Losung gewaschen und iiber Na,SO4 getrocknet. Das Losungsmittel wird im
Vakuum entfernt und das Rohprodukt am HV getrocknet. Das Rohprodukt wird iiber FC
gereinigt (CH,Cl,/MeOH 30:1). Nach Eindampfen des Losungsmittels und Trocknen am HV
erhdlt man 1,8 g (69 % d. Th.) eines farblosen schaumigen Feststoffs.

DC (CH»Cly/ MeOH 30:1) R= 0,60.

ESI-MS m/z (%): 601,3 (100) [M+H]", 618,3 (35) [M+NH,']".

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur ! iiberein und werden daher

nicht mehr explizit angegeben.
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7.2.8.3. Synthese von 3’,5’-0-(Tetraisopropy]disiloxan-1,3-diyl)-N3 -

pivaloyloxymethyl-2’-O-propargyluridin (46) (2991

o) o)

| )N\\/\o)k{/
< N0
o) C30H50N204Si;
Sl' o) MW: 638,31 g/mol
o)

P

N\. 0 o_*

2,43 g (4,05 mmol) 45 werden in 30 mL abs. MeCN gelost und im Eisbad auf 0 °C gekiihlt.
Es werden nacheinander 1,9 mL (6,6 mmol) BEMP und 0,64 mL (6,1 mmol)
Propargylbromid zugegeben. Die Losung wird 15 min bei 0 °C und 2 h bei RT geriihrt. Nach
Eindampfen des Losungsmittels wird der Riickstand in 75 mL EtOAc geldst, mit 75 mL
(0,5 M) Phosphatpuffer und 75 mL gesittigter NaCl-Losung gewaschen und iiber Na,SO4
getrocknet. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt am HV
getrocknet. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt iiber FC (CH,Cl,/MeOH 100:1). Nach
Eindampfen des Losungsmittels und Trocknen am HV erhilt man 1,17 g (45 % d. Th.) eines

farblosen schaumigen Feststoffs.

DC (CH,Cl,/ MeOH 100:1) R= 0,40.

ESI-MS m/z (%): 639,2 (100) [M+H']", 656,3 (60) [M+NH,']", 1294.,9 (20) [2M+H]".

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur **) iiberein und werden daher

nicht mehr explizit angegeben.
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7.2.8.4. Synthese von N’-Pivaloyloxymethyl-2’-O-propargyluridin (47) '**°!

o C1gH24N204

N
HO MW: 396,15 g/mol
oy
7

1,17 g (1,83 mmol) 46 werden in 15 mL THF gelost und mit 1,6 mL (9,52 mmol) Et;N-HF
versetzt. Die Reaktionslosung wird iiber Nacht bei RT geriihrt und anschliefend eingedampft.
Der Riickstand wird in 3,7 mL MeOH gelost und mit 1 M NaOH neutralisiert. Nach erneutem
Eindampfen erfolgt die Reinigung des Rohproduktes iiber FC (CH,Cl,/MeOH 10:1). Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum und Trocknen am HV erhélt man 0,64 g

(88 % d. Th.) eines farblosen schaumigen Feststoffs.
DC (CH,Cl,/ MeOH 10:1) R= 0,43.
ESI-MS m/z (%): 397,1 (100) [M+H']", 419,1 (25) [M+Na']".

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur **) iiberein und werden daher

nicht mehr explizit angegeben.
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7.2.8.5. Synthese von 5’-O-Dimeth0xytrityl-N3-pivaloyloxymethyl-Z’-O-
propargyluridin (48) [299]

0 O O
O Y Y
o N" 0 C39H42N201¢
O W o MW: 698,28 g/mol
Q OH o/
0

0,64 g (1,62 mmol) 47 werden dreimal in je 10 mL trockenem Pyridin koevaporiert und
anschlieBend in 14 mL trockenem Pyridin gelost. Dann werden 854 mg (2,51 mmol)
4,4’-Dimethoxytritylchlorid zur Losung gegeben und iiber Nacht bei RT geriihrt. Durch
Zugabe von 1 mL MeOH wird die Reaktion abgebrochen und anschlieBend das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. Der Riickstand wird in 50 mL EtOAc aufgenommen und mit ca. 50 mL
(1 M) Na,COs;-Losung gewaschen. Die organische Phase wird liber MgSO,4 getrocknet,
filtriert und zur Trockene eingedampft. Das Rohprodukt wird iiber FC gereinigt
(Hexan/EtOAc 2:1 + 3 % Triethylamin). Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum und

Trocknen am HV erhilt man 0,72 g (64 % d. Th.) eines farblosen schaumigen Feststoffs.
DC (Hexan/EtOAc 2:1) R=0,12.
ESI-MS m/z (%):303,0 (53) [DMT]", 716,5 (100) [M+NH,']".

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur **) iiberein und werden daher

nicht mehr explizit angegeben.
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7.2.8.6. Synthese von 5’-O-Dimeth0xytrityl-N3-pivaloyloxymethyl-Z’-O-
propargyluridin-3’-0-(2-cyanoethyl-NV, N-diisopropylphosphoramidit)

(49) [299]
o— O O
O ot
J o

o © C4sH59N4O44P
o MW: 898,98 g/mol
=

360 mg (0,52 mmol) 48 werden in 15 mL abs. CH,Cl, gelost. Nach Zugabe von 220 pL
(1,29 mmol) DIPEA und 137 uL (0,62 mmol) 2-Cyanoethoxy-N,N-diisopropyl-
chlorophosphoramidit wird die Reaktionsmischung fiir 3 h bei RT geriihrt. Dann werden 45
mL CH,Cl, zugegeben und mit 45 mL ges. NaHCO;-Losung gewaschen. Die organische
Phase wird tiber MgSO, getrocknet, filtriert und zur Trockene eingedampft. AnschlieBend
wird das Rohprodukt iiber FC gereingt (Hexan/EtOAc 1,5:1 +3 % Triethylamin) und aus
Benzol lyophilisiert. Man erhélt 370 mg (79 % d. Th.) eines farblosen schaumigen Feststoffs.

DC (Hexan/EtOAc 1,5:1) R=0,41.

Die NMR-spektroskopischen Daten stimmen mit der Literatur **) iiberein und werden daher

nicht mehr explizit angegeben.
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7.3. Charakterisierung von Ethidium und 1-4

7.3.1. Untersuchung der photophysikalischen Eigenschaften

UV/Vis Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie

Absorptions- und Fluoreszenzspektren wurden mit einer Chromophor-Konzentration von
25 uM aufgenommen (in Glycerin: 10 uM). Die jeweiligen Stammlosungen der Chromophore
wurden in Eppendorf-Cups portioniert, in Stickstoff ausgefroren und gefriergetrocknet.
AnschlieBend wurden die entsprechenden Mengen der Losungsmittel zu den Farbstoffen
eingewogen (die wassrigen Pufferlosungen wurden pipettiert), so dass sich eine
Endkonzentration von 25 uM ergab (in Glycerin: 10 uM). Die Spaltbreite zur Messung der
Fluoreszenz betrug jeweils 2 nm fiir Anregung und Emission. Zur Gléttung der Absorptions-
und Fluoreszenzspektren wurde die Glattungsroutine ,.gleitender Durchschnitt™ (Origin7.5)

unter Verwendung von 5 Datenpunkten angewandt.

Tabelle 7-1: Absorptionsmaxima und Extinktionskoeffizienten von E und 1-4 in verschiedenen Losungsmitteln

(c=25 pM; in Glycerin: 10 uM).

Aaps/ MM (&/ M'l-cm'l)

Losungsmittel E 1 2 3 4
NaP;-Puffer (pH7) 285 (51950) 250 (42460) 251 (44250) 282(50830) 281 (63310)
479 (5420) 315 (6640) 322 (7640) 463 (4640) 485 (8180)
369 (3830) 377 (4880)
NaP;-Puffer (pH3) 284 (49950) 249 (38930)  250(43710) 282 (49670) 285 (47520)
478 (5230) 315 (6090) 322 (7490) 463 (4450) 487 (5600)
370 (3560) 377 (4830)
NaP;-Puffer (pH13) 284 (49690) 249 (29110)  250(39270) 282(49190) 281 (61430)
479 (5110) 315 (4480) 322 (6690) 465 (4390) 483 (7610)
370 (2580) 378 (4210)
Aceton 522 (5860) 366 (4020) 377 (4420) 501 (3250) 521 (8740)
CH,Cl, 514 (5630) 378 (3850) 385 (5110) 501 (3290) 518 (9500)
DMSO 537 (5750) 364 (3520) 374 (4740) 516 (2740) 534 (8310)
MeCN 512 (5880) 368 (3720) 376 (4670) 493 (4440) 513 (9240)
MeOH 525 (5860) 368 (3810) 376 (4630) 504 (4960) 521 (8650)
THF 545 (5430) 365 (7260) 357 (12210) 526 (2330) 542 (7600)
Glycerin 515 (5420) 369 (3270) 377 (5120) 495 (5130) 517 (8920)
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Tabelle 7-2: Fluoreszenzmaxima und Stoke-Shifts von E und 1-4 in verschiedenen Losungsmitteln (c=25 uM;

in Glycerin: 10 uM).

Ap/ nm (AX/ nm)
Losungsmittel E 1 2 3 4

NaP-Puffer (pH7) 617 (138) 408 (39)  420(43) 599 (136) 616 (131)
NaP-Puffer (pH3) 618 (140) 408 (39) 420 (43) 598 (135) 627 (140)
NaP-Puffer (pH13) 617 (138) 408 (38)  420(42) 599 (135) 611 (128)

Aceton 619 (97) 408 (44)  420(43) 599 (98) 615 (94)
CH,Cl, 583(69) 414 (36)™ 42237 564 (63) 622 (104)
DMSO 646 (110)  416(52)  424(50) 620 (104) 642 (108)
MeCN 611(99) 408 (41)  420(44)  591(98) 608 (95)
MeOH 626 (101)  411(43)  422(46) 606 (103) 623 (102)
THF 627 (82)  421(56)  414(57)  614(88) 642 (100)
Glycerin 621 (106) 410 (41)  420(43) 604 (109) 614 (97)

Wzusitzliche Schulter bei 399 nm. PZusitzliche Schulter bei 403 nm.

Fluoreszenzquantenausbeuten

449]

Die Fluoreszenzquantenausbeute ®r wurde nach der Standardmethode! mit Hilfe eines

Referenzfarbstoffs bekannter Quantenausbeute gemél folgender Formel bestimmt:

O, =0, -j&L‘ZjFPV Gleichung 7-1
pe Mg Fy
Darin steht der tiefgestellte Index St fiir den Referenzstandard, Pr fiir die untersuchte Probe. n
ist der Brechungsindex des verwendeten Losungsmittels, 4 die Absorption an der
Anregungswellenldnge und F' die integrierte Fluoreszenz.
Zur Bestimmung der Quantenausbeute von E, 3 und 4 diente Rhodamin 101 in EtOH
(@=1,0)""% als Standard, wihrend fiir 1 und 2 eine schwefelsaure Chininsulfatlosung

(@p=0,546)P"% als Referenz verwendet wurde.
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Tabelle 7-3: Fluoreszenzquantenausbeuten von E und 1-4 in verschiedenen Ldsungsmitteln (c=25 puM; in

Glycerin: 10 uM).

Quantenausbeute ® /1072

Losungsmittel E 1 2 3 4
NaP;-Puffer (pH7) 1,2 36 25 1,7 0,016 (1,3)
NaP;-Puffer (pH3) 1,6 35 24 2,0 0,52 (43)™
NaP;-Puffer (pH13) 0,78 35 22 1,2 0,017 (1,4)™
Aceton 14 31 34 8.8 0,22 (19)1
CH,Cl, 30 7,4 7,8 51 1,6 (131)
DMSO 3,6 7,1 51 2,1 0,55 (46)1™
MeCN 16 21 24 20 0,041 (3,4)
MeOH 7,0 29 16 14 0,55 (46)1™
THF 1,3 2,9 7,6 33 1,7 (141)¥
Glycerin 9,6 37 34 15 2,6

[Quantenausbeuten relativ zu Ethidium.

Untersuchte Losungsmittelparameter

Zur Quantifizierung der Losungsmittelabhangigkeit von Absorption und Fluoreszenz wurden
die Orientierungspolarisation Af (orientation polarizability; Berechnung vgl. Kapitel 3.2.1
Gleichung 3-10), die E1(30)-Werte, die Donor- und Akzeptornummern sowie die -Werte als
Losungsmittelparameter untersucht. Die Werte der jeweiligen Losungsmittel befinden sich in

Tabelle 7-4.

Tabelle 7-4: Dielektrizititskonstanten &, Brechungsindizes np>, Orientierungspolarisation Af**"> 3% “! E(30)-

Werte,'*”! Donor-(DN)®” und Akzeptornummern (AN)"*"” sowie -Werte™®” der verwendeten Losungsmittel.

Losungsmittel £ np™? Af E(30)/ DN/ AN B
keal-mol™! keal-mol™!
NaP;-Puffer (pH 7)"! 80 1,333 0,3201 63,1 26,7™ 54,8 0,181
Aceton 20,7 1,359  0,2842 42,2 17 12,5 0,478
CH,Cl, 9,1 1,424 02186 41,1 1,0 20,4 -
DMSO 47,2 1,479  0,2634 45,0 29,8 19,3 0,764
MeCN 36,6 1,344 0,3050 46,7 14,1 18,9 0,310
MeOH 33 1,329  0,3086 55,5 19,0 41,3 0,615
THF 7,52 1,407 0,2089 37,4 20,0 8,0 0,550

IFiir wissrige NaP;-Puffer-Losungen (c= 10 mM) bei pH 7 wurden die Werte von Wasser zur Abschitzung verwendet. DN von Wasser
nach Stangret.?™™
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7.3.2. Untersuchung des Bindungsverhaltens an DNA

Alle Titrationsexperimente wurden bei 20 °C in Quarzglaskiivetten durchgefiihrt. Sowohl die
Farbstofflosungen als auch die Titrationslésungen wurden in 10 mM Natriumphosphatpuffer
hergestellt. Fiir die Titrationen wurde ein aus 17 Basenpaaren (Bp) bestehender DNA Strang
verwendet (DNA1), dessen Sequenz beliebig gewéhlt war.

UV/Vis Absorptionstitrationen

Bei allen Absorptionstitrationen wurden 500 pL einer 23 pM Farbstofflosung in der Kiivette
vorgelegt. Um eine Verdiinnung der Farbstofflosung in der Kiivette zu vermeiden, enthielt die
Titrationslosung neben 357 uM DNA-Bp auch Farbstoff in gleicher Konzentration wie er in
der Kiivette vorgelegt wurde (23 uM). Die Titrationslésung wurde in 5, 10, 20, 50 und
100 pL Schritten zugegeben und durch Aufnahme von Absorptionsspektren (im Bereich von
220- 620 nm) iiberwacht. Die Zugabe der Titrationslosung wurde gestoppt nachdem keine
weiteren Anderungen in den Absorptionsspektren detektierbar waren. Um Reproduzierbarkeit

zu gewihrleisten wurde jede Titration mindestens dreimal durchgefiihrt.

Fluoreszenztitrationen

Bei allen Fluoreszenztitrationen wurden 500 pL einer 2,4 uM Farbstofflosung in der Kiivette
vorgelegt. Um eine Verdiinnung der Farbstofflosung in der Kiivette zu vermeiden, enthielt die
Titrationslosung neben 192 uM DNA-Bp auch Farbstoff in gleicher Konzentration wie er in
der Kiivette vorgelegt wurde (2,4 uM). Die Titrationslésung wurde in 5, 10, 20, 50 und
100 uL. Schritten zugegeben und durch Aufnahme von Fluoreszenzspektren verfolgt. Als
Anregungswellenldnge wurde jeweils der langwelligste isosbestische Punkt gewéhlt, der sich
aus den Absorptionstitrationen ergab. Die Fluoreszenzspektren der Chromophore 1 und 2
wurden mit einem Durchlassbereich von 2 nm aufgenommen, fiir Ethidium und die
Chromophore 3 und 4 wurde ein Durchlassbereich von 5 nm gewéhlt. Die Zugabe der
Titrationslosung wurde gestoppt nachdem keine weiteren Anderungen in den Fluoreszenz-
spektren detektierbar waren. Um Reproduzierbarkeit zu gewéhrleisten wurde jede Titration

mindestens dreimal durchgefiihrt.

Bindungskonstanten
Zur Bestimmung der Bindungskonstante K und der Anzahl belegter Bindungsplitze n von E
und 1-4 wurden die Werte aus den Absorptionstitrationen (am langwelligsten Absorptions-

maximum des freien Farbstoffs; bei 1: 315 nm, bei 2: 322 nm) verwendet. Mit Hilfe dieser
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Werte ldsst sich iiber die Berechnung der Sattigungsfraktion SF° die Menge an freiem [L/] und
gebundenem Farbstoff [L;] sowie die Bindungsdichte r fiir jeden Titrationsschritt bestimmen
(vgl. Kapitel 3.2.3). Aus der Auftragung von 7/[L;] gg. r erhdlt man durch nicht lineare
Regression entsprechend der Gleichung von McGhee und von Hippel die Werte fiir die
Bindungskonstante K und die Anzahl belegter Bindungspldtze n. Um systematische
Ungenauigkeiten zu vermeiden, gingen in die Auswertung nur Messpunkte mit einer

Sattigungsfraktion zwischen 0,3 und 0,85 ein.

7.3.3. Viskosititsabhingigkeit von Absorption und Fluoreszenz

Die Viskositidt des Losungsmittels wurde auf zwei unterschiedliche Arten systematisch
variiert: (1) reines Glycerin, dessen Viskositit sich temperaturabhédngig stark dndert, wurde bei
verschiedenen Temperaturen eingesetzt und (i1) Glycerin-Wasser Mischungen unter-

schiedlicher Viskositdt wurden bei konstanter Temperatur (20 °C) verwendet.

Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie in Glycerin bei verschiedenen
Temperaturen

Die Viskositit von Glycerin 4ndert sich stark in Abhingigkeit von der Temperatur.”*®! Zur
Untersuchung der Auswirkungen der Viskositit auf Absorption und Fluoreszenz der
Chromophore wurden diese in hochreinem wasserfreiem Glycerin (spectrophotometric grade,
Sigma-Aldrich) in einem Temperaturbereich von 0- 100 °C vermessen, was einer nicht-
linearen Viskosititsainderung von 12070 cP auf 14,8 cP entspricht. Dazu wurden die
jeweiligen Stammlosungen der Farbstoffe in Eppendorf-Cups portioniert, in Stickstoff
ausgefroren und gefriergetrocknet. AnschlieBend wurde die entsprechende Menge Glycerin zu
den Farbstoffen eingewogen, so dass sich eine Endkonzentration von 10 uM ergab. Zum
Losen der Chromophore wurden die Eppendorf-Cups geschlossen in ein warmes (50- 60°C)
Ultraschallbad gegeben und ca. 40 min. mit Ultraschall behandelt. Die Proben wurden in
Quarzglaskiivetten tliberfiihrt und in einem Temperaturbereich von 0- 100 °C in 5- 10 °C
Schritten, wie in Kapitel 7.3.1 beschrieben, vermessen. Zwischen den einzelnen Messungen
wurden die Proben ca. 10 min. thermostatisiert um sicher zu stellen, dass diese das thermische

Gleichgewicht erreicht haben.
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Tabelle 7-5: Dynamische Viskosititen # und Brechungsindices np von wasserfreiem Glycerin in Abhéngigkeit

von der Temperatur.

T/ °C np ™ nl cP ™ T/ °C np ™ n/ cP ™
0 1,48027 12070 40 1,47145 284
5 1,47850 6772 50 1,47047 142
10 1,47688 3900 60 1,46966 81,3
15 1,47565 2322 70 1,46893 50,6
20 1,47442 1412 80 1,46819 31,9
25 1,47356 919 90 1,46741 21,3
30 1,47272 612 100 1,46654 14,8

Brechungsindex in Abhingigkeit von der Temperatur.** 'Dynamische Viskositit in Abhéngigkeit von der Temperatur.*®

Konzentrationsdnderungen, die sich durch die thermische Ausdehnung des Losungsmittels
ergeben, wurden bei der Auswertung nicht beriicksichtigt. Die gemessenen Quantenausbeuten

befinden sich in Tabellen 7-8 bis 7-12 (Kapitel 7.3.4).

Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie in Wasser-Glycerin-Mischungen

Glycerin-Wasser-Mischungen verschiedener Zusammensetzung bieten die Mdglichkeit einen
groBen Bereich unterschiedlicher Viskosititen (von 1,005 cP bis 1499 cP bei 20 °C) zu
untersuchen.””®! Zur Herstellung dieser Mischungen wurden die entsprechenden Mengen
entionisiertes Wasser (Millipore Qualitdt) und wasserfreies hochreines Glycerin

(spectrophotometric grade, Sigma-Aldrich) eingewogen und ausgiebig geschiittelt.

Tabelle 7-6: Brechungsindices np°, dynamische Viskosititen 7,y und Dichten d,, der verwendeten Glycerin-

Wasser Mischungen.

Gew-% Glycerin np* n/ P ™ dy/ gmL"
0 1,3330 1,005 0,9982
20 1,3575 1,769 1,0469
40 1,3841 3,750 1,0993
60 1,4130 10,96 1,1538
70 1,4279 22,94 1,1813
80 1,4429 62,00 1,2085
85 1,4509 112,9 1,2218
91 1,4599 278.,4 1,2377
96 1,4675 661,0 1,2508
99 1,4723 1197 1,2585
100 1,4740 1499 1,2611

[IBrechungsindex bei 20 °C.”*) P)Dynamische Viskositit bei 20 °C.*** IDichte bei 20 °C.1**")
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Die jeweiligen Stammldsungen der Farbstoffe wurden in Eppendorf-Cups portioniert, in
Stickstoff ausgefroren und gefriergetrocknet. AnschlieBend wurden die entsprechenden
Mengen der Glycerin-Wasser-Mischungen zu den Chromophoren eingewogen, so dass sich
eine Endkonzentration von 10 pM ergab. Zum Ldosen der Farbstoffe wurden die Eppendorf-
Cups geschlossen in ein warmes (50- 60 °C) Ultraschallbad gegeben und bis zu 30 min. mit
Ultraschall behandelt. Nach Abkiihlen auf RT wurden die Proben in Plastikkiivetten {iberfiihrt
(Polymethylmethacrylat, Carl Roth GmbH) und wie in Kapitel 7.3.1 beschrieben bei 20 °C

vermessen.

Tabelle 7-7: Fluoreszenzquantenausbeuten von E und 1-4 in verschiedenen Glycerin-Wasser-Mischungen

(c= 10 uM) bei 20 °C.

Quantenausbeute @5 /107

Gew-% Glycerin E 1 2 3 4

0 1,31 el 20,6 1,82 [Pl
20 1,42 31,4 21,7 3,13 ol
40 1,95 31,8 22,5 5,00 ol
60 2,70 33,0 249 7,51 0,0395
70 3,94 34,2 28,0 9,69 0,0774
80 5,93 34,6 30,6 11,4 0,182
85 6,01 35,0 31,4 11,6 0,236
91 ol 35,1 33,2 12,4 0,556
96 7,98 34,8 33,5 12,5 1,19
99 8,90 343 35,9 12,8 1,65
100 9,16 34,1 34,0 11,6 1,58

[l Aufgrund eines Messfehlers nicht bestimmt. ™Zu geringe Fluoreszenz.

7.3.4. Fluoreszenzlebenszeiten nach Strickler-Berg

Die natiirliche Strahlungslebensdauer 7y und die zugehorige Rate k. der untersuchten

Chromophore E und 1-4 in Glycerin wurden mit Hilfe der Strickler-Berg Gleichung!®”

abgeschatzt (vgl. Kapitel 3.2.4 und 4.6.3):

k = T_lo ~2.880-107 -1’ '<‘7.;3>;1v .§j5(17)d % Gleichung 7-2

u

Dabei ist n der Brechungsindex des Mediums, g; und g, sind die Multiplizititen des oberen

(upper) und unteren (lower) Zustands und &(V) der molare Extinktionskoeffizient in
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Abhingigkeit von der Frequenz in Wellenzahlen (d. h. das Absorptionsspektrum). Der

Ausdruck <17 B >: berechnet sich aus dem Fluoreszenzspektrum der Probe gemal:

e j 1(7)dv
<V > S Gleichung 7-3

Av Iv I1(V)dv

V' bezeichnet die Frequenz in Wellenzahlen und 7/(V) die spektrale Photonenanzahldichte.
Bei 7y handelt es sich um die Lebensdauer des strahlenden Ubergangs, die als
temperaturunabhéngig angenommen wird. Daher wurde zur weiteren Betrachtung der

Mittelwert 7, aus den Ergebnissen aller gemessenen Temperaturen gebildet und die

Standardabweichung o(7,) nach folgender Formel berechnet:

N

1

(7)) =, |— > (7)), - %) Gleichung 7-4
N-1 i=1

Dabei stellt NV die Anzahl der gemessenen Werte fiir jeden Chromophor dar, wéihrend es sich

bei (z¢); um die zu der jeweiligen Temperatur berechnete ,,natiirliche* Lebensdauer handelt.

Unter Einbeziehung der Fluoreszenzquantenausbeute @y kann die Fluoreszenzlebensdauer ¢

und die Rate der strahlungslosen Prozesse (k) folgendermallen berechnet werden:

7=7,-D, Gleichung 7-5

Gleichung 7-6

Zur Fehlerbetrachtung wurden folgende Gleichungen herangezogen:

o(r)= \/((DF 'J(Z_'O))z + (Z_'O 'G(CDF))Z Gleichung 7-7

a(kn,):\/[— 1 j2-0(®F)2+((DF_1J2-a(fO)2 Glichung 75

— 2 =2
7,05 D7,

Als Fehler 6(®r) in der Bestimmung der Quantenausbeute wurden 10 % angenommen.
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Tabelle 7-8: Viskositdt 7 und gemessene Fluoreszenzquantenausbeute @ sowie Lebensdauer des strahlenden

Ubergangs 1), Fluoreszenzlebenszeiten 7 und Rate der strahlungslosen Prozesse k. mit den zugehdrigen Fehlern

(o(Dg), o(k,,)) berechnet nach Strickler-Berg fiir Ethidium.

Wl cP z/ns (0% o(®p) 7/ns  o(7)/ ns kol s (k) s
273 12070 37,174 0,16 1,61:10% 6,698 0,769 125208049 16521693
278 6772 37221 0,14 1,36-10° 5,666 0,651 152408274 19638803
283 3900 39,594 0,12 1,15-10° 4,796 0,551 184419728 23309579
288 2322 43902 0,11 1,06-10° 4,430 0,509 201625819 25283286
293 1412 42,444 0,096 0,96-10° 3,980 0457 227151540 28211941
298 919 42,821 0,079 0,79-10° 3,281 0,377 280722835 34359951
303 612 39,769 0,069 0,69-107 2,866 0329 324780100 39417137
313 284 43,779 0,065 0,65-107 2,686 0,308 348196839 42105321
323 142 43209 0,056 0,56-107 2332 0,268 404694794 48591662
333 81,3 42,714 0,050 0,50-107 2,084 0,239 455755054 54454173
343 50,6 42,419 0,046 046-107 1,904 0219 501199835 59672196
353 31,9 43,107 0,039 0,39-:10% 1,619 0,186 593771106 70301850
363 21,3 44,048 0,035 0,35-107 1445 0,166 668021448 78828117
373 14,8 40,734 0,034 0,34-10> 1,397 0,160 691745139 81552388

T,=41,638 o(7,)=2,352

[)Dynamische Viskositit in Abhingigkeit von der Temperatur.

[396]

Tabelle 7-9: Viskositdt # und gemessene Fluoreszenzquantenausbeute @, sowie Lebensdauer des strahlenden

Ubergangs 1), Fluoreszenzlebenszeiten r und Rate der strahlungslosen Prozesse k,,. mit den zugehdrigen Fehlern

(o(Dg), o(k,,)) berechnet nach Strickler-Berg fiir Chromophor 1.

Wl cP 7/ns @f o(®p) /ns  o(m)ins  k,ls" ok s
273 12070 31,932 0,44 4,35-10% 14,551 1,537 38798380 6998097
278 6772 31,783 042 421-10° 14,083 1,487 41083762 7237264
283 3900 32,655 039 3,88-10° 12,979 1,371 47123279 7869956
288 2322 34,148 0,38 3,77-10% 12,611 1332 49371411 8105675
303 612 34,742 036 3,62-10° 12,109 1,279 52657228 8450372
313 284 34,778 034 3,42-10° 11,440 1,208 57486676 8957332
333 81,3 34,124 033 3,27-10° 10,938 1,155 61496446 9378506
343 50,6 33,803 0,29 291-107 9,734 1,028 72806479 10567486
353 31,9 33,085 0,27 2,65-10° 8,864 0,936 82885923 11628065

T,=33,450 o(7,)= 1,137

[Dynamische Viskositit in Abhingigkeit von der Temperatur.

[396]
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Tabelle 7-10: Viskositit # und gemessene Fluoreszenzquantenausbeute @ sowie Lebensdauer des strahlenden
Ubergangs 1), Fluoreszenzlebenszeiten r und Rate der strahlungslosen Prozesse k. mit den zugehdrigen Fehlern

(o(Dg), o(k,,)) berechnet nach Strickler-Berg fiir Chromophor 2.

T/K 4y cP t/ns ®r o@®) t/ns o(®)/ns  kuls’ (k) s

273 12070 20,769 041 4,07-10° 8,796 00921 67378408 11558797
278 6772 21,118 039 3,92-107 8,472 0887 71728830 12011100
288 2322 21,416 037 3,68-107 7,953 0832 79427185 12812016
298 919 22,123 034 3,42-107 7,391 0,774 88986351 13807320
303 612 21,364 033 3,31-107 7,153 0,749 93482691 14275737
313 284 20,757 030 2,96-107 6,397 0,670 110012542 15998904
323 142 22,523 0,27 2,67-10° 5770 0,604 126991678 17770342
333 81,3 21,805 023 2,33-107 5,035 0527 152280717 20410643
343 50,6 22,286 0,19 1,90-107 4,106 0430 197225523 25106654
353 31,9 20,953 0,15 1,54-107 3,328 0348 254156517 31058762
363 21,3 22,666 0,13 1,29-107 2,788 0292 312386968 37149100
373 148 21,554 0,10 1,03-107 2,226 00233 402932494 46621845

7,=21,611 o(7,)= 0,669

[Dynamische Viskositit in Abhingigkeit von der Temperatur.**"

Tabelle 7-11: Viskositit # und gemessene Fluoreszenzquantenausbeute @ sowie Lebensdauer des strahlenden
Ubergangs 7,, Fluoreszenzlebenszeiten 7 und Rate der strahlungslosen Prozesse k,, mit den zugehérigen Fehlern

(o(Dg), o(k,,)) berechnet nach Strickler-Berg fiir Chromophor 3.

T/K 4™ cP t/ns @ o(@®) 1t/ns o(@ins  kyls’ o(ky) s

273 12070 39,676 0,23 2,29-10° 9,086 1,108 83044156 12055643
278 6772 39,034 020 1,95-10% 7,612 0,944 101824300 14285821
283 3900 38,615 0,17 1,71-10% 6,603 0,828 119577260 16396990
288 2322 39215 0,16 1,61-10° 6,314 0,779 128536440 17463165
293 1412 38,746 0,15 1,48-10° 5,734 0,716 141993370 19065305
298 919 39,129 0,13 131107 5,126 0,634 163620860 21641567
303 612 36,990 0,12 123-10° 4,550 0,595 175867120 23100903
313 284 41,025 0,12 1,20-10° 4,923 0,581 180880440 23698414
323 142 40451 0,13 1,28-10° 5,178 0,620 168033820 22167401
333 81,3 47,797 0,11 1,06:107 5066 0,513 208028020 26934754
343 50,6 40412 0,12 1,16-107 4,688 0,561 187968230 24543252
353 31,9 40,697 0,10 1,01-10% 4,110 0,489 219547500 28308343
363 21,3 43381 0,10 1,02:10% 4425 0,494 217153260 28022839
373 14,8 42426 0,088 0,88-10% 3,712 0,424 257226080 32802115

7, = 40,542 o(7,)=2.644

[Dynamische Viskositit in Abhingigkeit von der Temperatur.”*"
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Tabelle 7-12: Viskositit # und gemessene Fluoreszenzquantenausbeute @ sowie Lebensdauer des strahlenden
Ubergangs 1), Fluoreszenzlebenszeiten r und Rate der strahlungslosen Prozesse k. mit den zugehdrigen Fehlern

(o(Dg), o(k,,)) berechnet nach Strickler-Berg fiir Chromophor 4.

Wl cP t/ns (O3 o(®p) 7/ns o(z)/ ns k, /st (k) s
273 12070 24,584 0,12 1,18-10° 3,016 0336 292473580 36152977
278 6772 24,053 0,081 081-10° 2,075 0,231 442756577 52891533
283 3900 24,285 0,057 0,57-10° 1464 0,163 643752530 75287615
288 2322 24914 0,042 042:10% 1,068 0,119 896974194 103508156
293 1412 24,742 0,026 026-10% 0,664 0,074 1465836977 166912310
298 919 24,132 0,016 0,16-10° 0419 0,047 2346792740 265106817
303 612 25541 0,013 0,13-10% 0342 0,038 2880954350 324647373
313 284 26465 0,0070 0,07-10% 0,179 0,020 5542770807 621350857
323 142 27,553 0,0044 0,04-10° 0,113 0013 8833686863 988179724
333 81,3 27,978 10,0030 0,03-10% 0,076 0,008 13180167665 1472670012
343 50,6 26,928 10,0028 0,03-10% 0,072 0,008 13836444810 1545823452
353 31,9 257785 0,0028 0,03-107 0,072 0,008 13935556052 1556871115
363 21,3 25488 0,0022 0,02-107 0,055 0,006 18076203510 2018417980
373 14,8 25339 00018 0,02-10° 0,046 0,005 21579168383 2408884143

T,=125,556 o(7,)=1,259

[)Dynamische Viskositit in Abhingigkeit von der Temperatur.

[396]
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7.4. Synthese und Charakterisierung von Oligonukleotiden

7.4.1. Verwendete Oligonukleotidsequenzen

Unmodifizierter Duplex fiir Titrationsexperimente

DNA1 37 CGT-CAG-ATC-TAG-TGA-CT 5
5 GCA-GTC-TAG-ATC-ACT-GA 3

Ladungstransferduplexe mit Ethidium, 5-Nitroindol und Referenzduplexe

DNA2 37 CAG-TCA-EtTNi-ACG-TAC-GT 5 Et = Ethidium
5 GTC-AGT- CAC-TGC-ATG-CA 3 Ni = 5-Nitroindol
DNA3 3’ CAG-TCA-EtTG-ACG-TAC-GT 5

5 GTC-AGT- CAC-TGC-ATG-CA 3

DNA4 3’ CAG-TCA-EtTC-NIAC-GTA-CG §
55 GTC-AGT- CAG-CTG-CAT-GC 3

DNAS 3’ CAG-TCA-EtTC-GAC-GTA-CG 5
5" GTC-AGT - CAG-CTG-CAT-GC 3

DNAG6 3" CAG-TCA-EtTT-NIAC-GTA-CG 5
5 GTC-AGT-CAA-CTG-CAT-GC 3

DNA7 37 CAG-TCA-EtTT-GAC-GTA-CG 5
5 GTC-AGT- CAA-CTG- CAT-GC 3

DNAS 3" CAG-TCA-EtTC-TNIA-CGT-AC 5
5 GTC-AGT- CAG-ACT-GCA-TG 3

DNA9 3 CAG-TCA-EtTC-TGA-CGT-AC 5
5 GTC-AGT- CAG-ACT-GCA-TG 3
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DETEQ-Duplexe mit Ethidium und 5-Nitroindol

DNA2 3 CAG-TCA-EtINi-ACG-TAC-GT 5 Et= Ethidium
55 GTC-AGT- CAC-TGC-ATG-CA 3 Ni= 5-Nitroindol
DNA2a 3 CAG-TCA-EtINi-ACG-TAC-GT 5
55 GTC-AGT- CTC-TGC-ATG-CA 3
DNA2b 3 CAG-TCA-EtINi-ACG-TAC-GT 5
55 GTC-AGT- CGC-TGC-ATG-CA 3
DNA2c 3 CAG-TCA-EtINi-ACG-TAC-GT 5
55 GTC-AGT- CCC-TGC-ATG-CA 3
DNA4 3’ CAG-TCA-EtTC-NIAC-GTA-CG §
5 GTC-AGT- CAG-CTG-CAT-GC 3
DNA4a 3’ CAG-TCA-EtTC-NIAC-GTA-CG §
5 GTC-AGT- CTG-CTG-CAT-GC 3
DNA4b 37 CAG-TCA-EtTC-NIAC-GTA-CG §
55 GTC-AGT- CGG-CTG-CAT-GC 3
DNA4c 3’ CAG-TCA-EtTC-NIAC-GTA-CG §
55 GTC-AGT- CCG-CTG-CAT-GC 3
DNA4d 37 CAG-TCA-EtTC-NIAC-GTA-CG §
5 GTC-AGT- CAA-CTG-CAT-GC 3
DNA4e 3’ CAG-TCA-EtTC-NIAC-GTA-CG §
5 GTC-AGT- CAT-CTG-CAT-GC 3
DNA4e 3’ CAG-TCA-EtTC-NIAC-GTA-CG §
5 GTC-AGT- CAC-CTG-CAT-GC 3°
DNAG6 3" CAG-TCA-EtTT-NIAC-GTA-CG 5

5 GTC-AGT-CAA-CTG-CAT-GC 3
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DNA6a 3 CAG-TCA-EtITT-NIAC-GTA-CG 5
5 GTC-AGT- CTA-CTG-CAT-GC 3’

DNAG6b 3 CAG-TCA-EtIT-NIAC-GTA-CG 5
5 GTC-AGT-CGA-CTG-CAT-GC 3

DNAG6¢ 3 CAG-TCA-EtITT-NIAC-GTA-CG 5
55 GTC-AGT-CCA-CTG-CAT-GC 3

DNA6d 3 CAG-TCA-EtITT-NIAC-GTA-CG 5
55 GTC-AGT-CAT-CTG-CAT-GC 3

DNAG6e 3 CAG-TCA-EtIT-NIAC-GTA-CG 5
55 GTC-AGT-CAG-CTG-CAT-GC 3

DNAG6f 3 CAG-TCA-EtITT-NIAC-GTA-CG 5
55 GTC-AGT-CAC-CTG-CAT-GC 3

DNAS 3 CAG-TCA-EtTC-TNIA-CGT-AC 5
5 GTC-AGT- CAG-ACT-GCA-TG 3

DNAS8a 3 CAG-TCA-EtTC-TNIA-CGT-AC 5
5 GTC-AGT- CTG-ACT-GCA-TG 3

DNAS8b 3 CAG-TCA-EtTC-TNIA-CGT-AC 5
5 GTC-AGT- CGG-ACT-GCA-TG 3

DNASc 3 CAG-TCA-EtTC-TNIA-CGT-AC 5
55 GTC-AGT- CCG-ACT-GCA-TG 3

DNAS8d 3 CAG-TCA-EtTC-TNIA-CGT-AC 5
5 GTC-AGT- CAA-ACT-GCA-TG 3

DNASe 3 CAG-TCA-EtTC-TNIA-CGT-AC 5
5 GTC-AGT- CAT-ACT-GCA-TG 3°

DNASf 3 CAG-TCA-EtTC-TNIA-CGT-AC 5
5 GTC-AGT- CAC-ACT-GCA-TG 3
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DNAS8g

DNAS8h

DNASI

(O8]

(O8]

CAG—-TCA - EtTC - TNiA - CGT - AC
GTC-AGT - CAG-TCT-GCA-TG

CAG—-TCA - EtTC - TNiA - CGT - AC
GTC-AGT - CAG-GCT-GCA-TG

CAG—-TCA - EtTC - TNiA - CGT - AC
GTC-AGT - CAG-CCT-GCA-TG

Methylviologen-modifizierte Duplexe

DNA10

DNA10a

DNA10b

DNA10c

DNA11

DNA12

DNA13

DNA13a

DNA13b

5’

5’

5’

5’

53

5’

53

5’

5’

AGT -CAC-TTMV -TTC - TGA - CG
TCA-GTG-AA A- AAG-ACT-GC

AGT -CAC-TTMV -TTC-TGA - CG
TCA-GTG-AA T—- AAG-ACT-GC

AGT -CAC-TTMV -TTC - TGA - CG
TCA-GTG-AAG - AAG-ACT-GC

AGT -CAC-TTMV -TTC-TGA - CG
TCA-GTG-AAC - AAG-ACT-GC

AGT -CAC-TAMYV - ATC-TGA -CG
TCA -GTG-AT A - TAG-ACT-GC

AGT -CAC-TCMV -CTC -TGA - CG
TCA-GTG-AG A -GAG-ACT-GC

AGT -CAC-TGMV - GTC -TGA - CG
TCA-GTG-AC A —-CAG-ACT-GC

AGT -CAC-TGMV - GTC -TGA - CG
TCA-GTG-AC T - CAG-ACT-GC

AGT -CAC-TGMV - GTC -TGA - CG
TCA-GTG-AC G - CAG-ACT-GC

5
3

9]

MV= Methylviologen
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DNA13c¢

37 AGT-CAC-TGMV -GTC-TGA-CG 5

5’

TCA-GTG-AC C — CAG-ACT-GC 3

Unmodifizierte Referenzduplexe

DNA14

DNA1S

DNA16

DNA17

3\
5’

5’

5’

5’

AGT-CAC-TIT- TTC- TGA-CG §
TCA - GTG - AAA - AAG-ACT-GC 3

AGT -CAC-TAT-ATC-TGA-CG 5
TCA -GTG -ATA -TAG-ACT-GC 3’

AGT-CAC-TCT - CTC-TGA -CG 5§
TCA -GTG -AGA -GAG-ACT-GC 3

AGT -CAC-TGT -GTC-TGA -CG 5§
TCA -GTG-ACA -CAG-ACT-GC 3

Ladungstransferduplexe mit Ethidium, Methylviologen und Referenzduplexe

DNA18

DNA19

DNA20

DNA18a

DNA19a

DNA20

CGT - CAG-EtGA—- GAG-TGA-CT 5  Et=Ethidium
GCA-GTC-TCMV-CTC-ACT-GA 3° MYV = Methylviologen

CAG-TCA-EtTG- A CG- TAC-GT 5
GTC-AGT-CAC-MVGC-ATG-CA 3

CAG-TCA-EtTT-G A C-GTA-CG 5
GTC-AGT-CAA-CMVG-CAT-GC 3

CGT - CAG-EtGA -GAG-TGA-CT 5
GCA-GTC-TCT-CTC-ACT-GA 3

CAG-TCA-EtTG-ACG-TAC-GT 5
GTC-AGT-CAC-TGC-ATG-CA 3

CAG-TCA-EtTT-GAC-GTA-CG 5
GTC-AGT-CAA-CTG-CAT-GC 3°
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7.4.2. Kupplungsprotokolle

Der Syntheseautomat fordert die Reagenzien aus ihren Reservoirs in Pulsen zu je 16 pL durch
die Reaktionsgefile. Die Kupplungsprotokolle bestehen aus Einzelschritten, die die
geforderte Substanz, die Zahl der Pulse und die Zeitdauer des Schrittes festlegen. Eine
Zeitdauer von 0s bedeutet, dass der Einzelschritt schnellstmdglich durchlaufen wird.
Kommerziell erhdltliche Phosphoramidite der natiirlichen Basen werden als 0,067 M Losung
in trockenem Acetonitril in den Syntheseautomaten eingebracht. Zur Synthese unmodifizierter
Oligonukleotide wird das Standardprotokoll verwendet (Tabelle 7-13). Dieses
Standardverfahren wird fiir die einzelnen Sonderbausteine nur im Bereich ,,§ Coupling*

verandert.
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Tabelle 7-13: Standardprotokoll zur Kupplung der natiirlichen Phosphoramidite von A, G, C, T. Erlduterungen:
Dblk: 3 % Dichloressigsédure in Dichlormethan, Wsh: Acetonitril, Act: 0,45 M Tetrazol in Acetonitril, Caps:
Acetanhydrid in THF/Pyridin (Cap A) und N-Methylimidazol in THF/Pyridin (Cap B), Ox: lod in
Wasser/THF/Pyridin.

Codierung | Funktion Modus Menge | Zeit (s)
/Argl /Arg2
$ Deblocking
144 Index Fract. Coll. NA 1 0
0 Default WAIT 0 1.5
141 Trityl Mon. On/Off NA 1 1
16 Dblk PULSE 10 0
16 Dblk PULSE 50 49
38 Diverted Wsh A PULSE 40 0
141 Trityl Mon. On/Off NA 0 1
38 Diverted Wsh A PULSE 40 0
144 Index Fract. Coll. NA 2 0
$ Coupling
1 Wsh PULSE 5 0
2 Act PULSE 5 0
18 A+ Act PULSE 5 0
18 A+ Act PULSE 2 16
2 Act PULSE 3 24
1 Wsh PULSE 7 56
1 Wsh PULSE 8 0
$ Capping
12 Wsh A PULSE 20 0
13 Caps PULSE 8 0
12 Wsh A PULSE 6 15
12 Wsh A PULSE 14 0
$ Oxidizing
15 Ox PULSE 15 0
12 Wsh A PULSE 15 0
$ Capping
13 Caps PULSE 7 0
12 Wsh A PULSE 30 0

Das Kupplungsprotokoll des Ethidiumbausteins 38 zur Synthese der Oligonukleotide
sSDNA3, ssDNAS, ssDNA7, ssDNA9 und ssDNA18 wurde in fritheren Arbeiten in unserer
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Arbeitsgruppe entwickelt.

[102, 409

' Um eine ausreichende Kupplungseffizienz zu erreichen,

wurde die Konzentration von 38 auf 0,2 M in MeCN erhdht und die Kupplungsdauer von

1,6 min. auf 61,6 min. verldngert. Ebenso wurde die Zahl der Pulse von sieben auf zwolf und

die Anzahl der Kupplungszyklen auf zwei erhoht. Tabelle 7-14 zeigt das verdnderte

Kupplungsprotokoll. (Sonderbaustein an Position 5 im Syntheseautomaten).

Tabelle 7-14: Verindertes Protokoll zur Kupplung des Ethidiumbausteins 38 in den Oligonukleotiden sSDNA3,
sSDNAS, ssDNA7, ssDNA9 und ssDNA18.

Codierung | Funktion Modus Menge | Zeit (s)
/Argl /Arg2
$ Coupling
1 Wsh PULSE 5 0
2 Act PULSE 7 0
22 5+ Act PULSE 6 0
22 5+ Act PULSE 2 500
2 Act PULSE 3 300
22 5+ Act PULSE 3 50
22 5+ Act PULSE 1 500
2 Act PULSE 3 300
1 Wsh PULSE 7 200
1 Wsh PULSE 30 0
2 Act PULSE 7 0
22 5+ Act PULSE 6 0
22 5+ Act PULSE 2 500
2 Act PULSE 3 300
22 5+ Act PULSE 3 50
22 5+ Act PULSE 1 500
2 Act PULSE 3 300
1 Wsh PULSE 7 200
1 Wsh PULSE 15 0

Der kommerziell erhéaltliche Nitroindolbaustein wurde ebenso wie die natiirlichen Basen als

0,067M  Losung in

den

Syntheseautomaten

eingebracht

und

nach

dem

Standardkupplungsprotokoll (Tabelle 7-13) in die Oligonukleotide ssDNA2, ssDNA4,
ssDNAG6 und ssDNAS eingebaut.
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Der Einbau des modifizierten Uridinbausteins 49 in die Oligonukleotide ssDNA10, ssDNA11,
ssDNA12 und ssDNA13 erfolgte mit einer Konzentration von 0,1 M in MeCN nach einem
leicht verdnderten Kupplungsprotokoll. Aufgrund der geringen Unterschiede im Vergleich
zum natiirlichen Nukleosid Uridin wurden die Gesamtzahl der Pulse und die
Gesamtkupplungszeit von 1,6 min beibehalten, lediglich die Verweildauer der einzelnen Pulse
wurde im Vergleich zum Standardprotokoll leicht verdndert (Tabelle 7-15). (Sonderbaustein

an Position 6 im Syntheseautomaten).

Tabelle 7-15: Verdndertes Protokoll zur Kupplung des modifizierten Uridinbausteins 49 in den Oligonukleotiden
sSDNA10, ssDNA11, ssDNA12 und ssDNA13.

Codierung | Funktion Modus Menge | Zeit (s)
/Argl /Arg2

$ Coupling

1 Wsh PULSE 5 0

2 Act PULSE 5 0

22 6+ Act PULSE 6 0

22 6+ Act PULSE 1 8

2 Act PULSE 4 32

1 Wsh PULSE 7 56

1 Wsh PULSE 8 0

7.4.3. Aufarbeitung und Reinigung der Oligonukleotide

Nach erfolgter DNA-Synthese wurden die CPG-Séulen im Hochvakuum getrocknet und
anschliefend geoffnet. Das CPG-Granulat wurde in Eppendorf-Reaktionsgefae iiberfiihrt
und mit 700 pL konzentrierter Ammoniumhydroxid-Losung (> 25 %, trace select, Fluka)
versetzt. Alle unmodifizierten und 2'-O-propargyl-Uridin-modifizierten Oligonukleotide
wurden bei 55 °C innerhalb von 10 h entschiitzt und von der festen Phase abgespalten. Bei
den Stringen ssDNA2-9 und ssDNA18 mit Ethidium als Modifikation wurde die
Abspaltdauer auf 5h verkiirzt."% '™ Nach dem Abkithlen wurde das CPG fiiber
Zentrifugenfilter abgetrennt und zweimal mit 300 uL. Wasser gewaschen. Die vereinigten
Filtrate wurden anschlieBend in einem Vakuumkonzentrator Christ Alpha RVC (35 min.,
Heizung 30 min., 35 °C, 100 mbar) vom Ammoniak befreit. Die wéssrigen Losungen wurden

in fliissigem Stickstoff ausgefroren und lyophilisiert.
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Zur Reinigung mittels reversed-phase HPLC wurden die gefriergetrockneten Proben in
300 u. Wasser aufgenommen. Die Oligonukleotide ssDNA10-13 mussten nach erfolgter
postsynthetischer Modifikation mittels Klickchemie zunéchst entsalzt werden (vgl. Kapitel
7.4.4), ehe sie durch reversed-phase HPLC getrennt werden konnten. Zur Analytik und

préiparativen Trennung der Oligonukleotide wurden folgende Bedingungen verwendet:

Tabelle 7-16: Ubersicht iiber die verwendeten HPLC-Gradienten und -Siulen zur Oligonukleotidreinigung.
Erlduterungen: A= 50 mM NH4OAc-Puffer (pH 6,5), B= MeCN

Sequenzen Modifikation  Siule Gradient Detektion

Unmod. ON - Supelcosil LC-318 0—15% B (45 min.)  Azpe= 260 nm, 290 nm

ssDNA2,4,6,8 Et Discovery® Bio 0-15%B (45 min)  Axps =260 nm, 530 nm

ssDNA3,5,7,9 Et/Ni Wide Pore C5 Fluoreszenz-Detektion:

ssDNA18 Et A= 530 nm, Ag,= 580 nm

ssDNA10-14 MV Discovery® Bio 0-15%B (45 min)  Aaps= 260 nm, 310 nm
Wide Pore C5

Die aufgereinigten Fraktionen wurden in sterilen Kunststoffrohrchen (Falcon-Tubes, 15 mL)
aufgefangen, in fliissigem Stickstoff ausgefroren und lyophilisiert. Die verbleibende DNA
wurde in 500 uL entionisiertem Wasser aufgenommen und als Stammldsung zur Herstellung

weiterer DNA-L6sungen verwendet.

7.4.4. Klickreaktion

Synthesevorschrift
O
fJ\NH =\
DNA - -
: Nko NQ/@
s e
@)
\IN\
/,N
nyO @) N

DNA

Abbildung 7-1: Methylviologen-modifizierte DNA.
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Nach erfolgter Abspaltung von den CPG-Sdulen werden die gefriergetrockneten DNA-
Strange mit je 25 pL (10 umol) Natriumascorbat-Losung (400 mM in Wasser), 34 uL
(3,4 umol) TBTA-Losung (100 mM in DMSO/BuOH 3:1), 17puL (0,17 umol)
Tetrakis(acetonitril)kupfer(I)-hexafluorophosphat-Losung (10 mM in DMSO//BuOH 3:1) und
114 pL (1,14 pmol) einer Losung des Azids 42 (10 mM in DMSO/fBuOH 3:1) versetzt und
10h bei RT geschiittelt. AnschlieBend wird das Losungsmittel durch Gefriertrocknung
entfernt, der Riickstand in 100 pL (0,15 mmol) Natriumacetat-Losung (0,3 M in Wasser) und
1 mL EtOH aufgenommen und iiber Nacht bei -38 °C aufbewahrt. Nach Abzentrifugieren
(15 min. bei 13000 rpm) wird der Uberstand vorsichtig vom DNA-Pellet entfernt. Der
Riickstand wird mit 1 mL EtOH (70 Vol-%) gewaschen, erneut abzentrifugiert (15 min. bei
13000 rpm) und der Uberstand nochmals vorsichtig abpipettiert. Das DNA-Pellet wird

anschlieend im fliissigen Stickstoff ausgefroren und lyophilisiert.

Entsalzen

Um die DNA-Stringe tiiber RP-HPLC =zu reinigen, ist es notwendig, die
methylviologenmodifizierten Strange zunédchst von iiberschiissigen Kupfersalzen zu befreien.
Dazu werden illustra NAP-5-Saulen der Firma GE-Healthcare verwendet. Zuerst miissen die
Sdulen mit 10 mL eines 5 mM Ammoniumacetatpuffers equilibriert werden. AnschlieBend
wird der entsprechende DNA-Strang in max. 500 uL. Wasser aufgenommen und auf die Siule
aufgetragen. Das Oligonukleotid wird mit 1 mL eines 5 mM Ammoniumacetatpuffers eluiert
und zur Verringerung des Probenvolumens in fliissigem Stickstoff ausgefroren und

lyophilisiert.

7.4.5. Charakterisierung und Hybridisierung von Oligonukleotiden

Charakterisierung der Oligonukleotide durch ESI-MS.
ESI-Massenspektren von Oligonukleotiden wurden von der Betriebseinheit Zentrale Analytik,
Massenspektrometrie der Universitdt Regensburg an einem ThermoQuest Finnigan TSQ 7000

im negativen oder positiven lonisierungsmodus aufgenommen.

Konzentrationsbestimmung
Die Konzentration der DNA-Stammlosungen wurde mit Hilfe des Lambert-Beerschen

Gesetzes liber die optische Dichte bei Aaps—= 260 nm bestimmt.'**?! Der Extinktionskoeffizient
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€260 eines unmodifizierten DNA-Strangs in Wasser kann iiber folgende Formel berechnet

werden:

8260Z(A-EA+C~8C+G~8G+T-8T)-0,9 Gleichung 7-9

Dabei steht A4, C, G und T fiir die Anzahl der entsprechenden Nukleobase, ¢ beschreibt die
Extinktionskoeffizienten der einzelnen DNA-Basen bei Aaps= 260 nm. Der Faktor 0,9
beriicksichtigt die Hypochromizitit. Zur Konzentrationsbestimmung modifizierter
Oligonukleotide muss der entsprechende Extinktionskoeffizient der Modifikation bei 260 nm

addiert werden.

Tabelle 7-17: Molare Extinktionskoeffizienten der natiirlichen und modifizierten Nukleoside.

natiirliche Extinktionskoeffizient modifizierte Extinktionskoeffizient
Nukleoside 260 M em™] Nukleoside £260 M em™]

A 15400 Ethidium 45200

C 7300 5-Nitroindol 18100™

G 11700 Methylviologen 34100

T 8800

U 10100

Der Extinktionskoeffizient von Ethidium wurde der Literatur entnommen.*>*! ®Der Extinktionskoeffizient von 5-Nitroindol

wurde der Literatur entnommen.'" [“Zusammengesetzt aus U und N-(3-lodpropyl)-N’-methyl-4,4’-bipyridinium Iodid
(experimentell bestimmt in Wasser: 24000 M-cm™)

Hybridisierung

Der modifizierte Einzelstrang wurde zusammen mit 1,2eq. des komplementiren

Gegenstrangs in 10 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7) und ggf. 250 mM NaCl fiir 10 min.
auf 90 °C erhitzt und anschliefend langsam auf RT abgekiihlt.

Schmelztemperaturmessungen

Fir die  Schmelztemperaturmessungen  wurden  Duplexlosungen in 10 mM
Natriumphosphatpuffer (pH 7) und 250 mM NaCl frisch hybridisiert. In einem Cary 100
UV/Vis-Spektrometer wurden die Proben im Bereich zwischen 10 °C und 90 °C mit einer
Rate von 0,7 °C erhitzt bzw. abgekiihlt und dabei die Absorptionsédnderung bei Aaps= 260 nm
optisch verfolgt.
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7.4.6. Charakterisierung der synthetisierten Oligonukleotide

7.4.6.1. Ladungstransfer-Oligonukleotide mit den Modifikationen Ethidium und
Nitroindol

Die nachfolgenden Tabellen geben eine Zusammenfassung der ESI-MS-Analytik, der
molaren Extinktionskoeffizienten und der Fluoreszenzlebenszeiten der Ladungstransfer-
Oligonukleotide, sowie der Schmelztemperaturen der Ladungstransfer- und Referenzduplexe.

Die Abbildungen 7-2 bis 7-4 zeigen die Ergebnisse der stationdren Fluoreszenzmessungen.

Tabelle 7-18: ESI-Massen und Extinktionskoeffizienten der ethidiummodifizierten Oligonukleotide und der

Ladungstransfer-Oligonukleotide mit Ethidium und Nitroindol.

DNA-Strang errechnete Masse gefundene Masse Extinktionskoeffizient
(Modifikation) [g/ mol] [g/ mol] €260 [M™' em™]
ssDNA2 5369,5 1791,3 [M™-4HT> 208300
(Ethidium, Nitroindol) 1348,8 [M*-5H"T"
ssDNA3 5358,4 1785,9 [M-4HT> 200700
(Ethidium) 1338,9 [M"-5H"*
ssDNA4 5354,5 1784,2 [M™-4HT> 206900
(Ethidium, Nitroindol) 1338,0 [M™-5HT*
ssDNAS 5343,1 1780,8 [M™-4HT" 199400
(Ethidium) 13354 [M"-5H"T"
ssDNA6 5369,5 1791,3 [M™-4HT" 208300
(Ethidium, Nitroindol) 1348,8 [M*-5H]*"
ssDNA7 5358,4 1785,9 [M"-4H'T" 200700
(Ethidium) 1338,9 [M"-5H']*
ssDNAS 5329,5 1775,9 [M™-4HT> 204300
(Ethidium, Nitroindol) 1331,7 [M*-5HT"
ssDNAY 5318,0 1772,4 [M™-4H > 196800

]

(Ethidium)

1329,1 [M"-5H"T*
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Tabelle 7-19: Schmelztemperaturen von 2,5 uM Duplex in 10 mM NaP;-Puffer (pH 7), 250 mM NacCl, 260 nm.

DNA-Duplex T [°C] T2 [°C] Tw [°C]
10°C>90°C  90°C > 10°C

DNA2 58,5 57,5 58,0
DNA2a 56,0 54,9 55,5
DNA2b 55,1 53,4 543
DNA2c 55,6 54.4 55,0
DNA3 67,0 66,0 66,5
DNA6 56,0 55,1 55,6
DNA6a 52,1 50,9 51,5
DNAG6b 50,0 49,5 49,8
DNA6¢ 497 482 48,9
DNA6d 51,1 50,4 50,8
DNAG6e 497 488 493
DNAG6f 50,7 48,9 498
DNA7 64,3 63,0 63,7
DNAS 543 53,7 54,0
DNASa 48,1 47.8 48,0
DNAS8b 49,0 475 483
DNASc 47,6 46,4 47,0
DNAS8d 41,1 40,4 40,8
DNASe 39,1 37,9 38,5
DNASf 355 34,5 35,0
DNASg 50,1 48,9 495
DNASh 482 48,1 482
DNASi 47,7 46,8 473

DNA9 63,2 61,8 62,5
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Tabelle 7-20: Fluoreszenzlebenszeiten (Ag,= 488 nm) von 5,0 uM Duplex in 10 mM NaP;-Puffer(pH 7), 250 mM

NaCl.
DNA-Duplex 7 [ns] Verteilung T, [ns] Verteilung T [ns]
ssDNA3 1,23 £0,09 0,166 20,9 £ 0,07 0,834 17,6
DNA3 2,27+ 0,05 0,184 20,2 £ 0,05 0,816 16,9
ssDNA2 0,804 + 0,01 0,296 13,9 £ 0,02 0,704 10,0
DNA2 0,818 0,01 0,226 12,4 +0,01 0,774 9,81
DNA2a 0,768 + 0,01 0,205 11,8 +0,02 0,795 9,51
DNA2b 0,914 £ 0,02 0,192 13,4 +0,02 0,808 11,0
DNA2¢ 0,173 £0,01 0,268 11,2 +0,02 0,732 8,27
ssDNA7 0,698 + 0,01 0,127 12,4 +0,01 0,873 10,9
DNA7 0,707 £ 0,02 0,250 17,4 £ 0,05 0,750 13,3
ssDNA6 1,93 £0,02 0,299 11,6 £0,02 0,701 8,74
DNAG6 1,21 £0,02 0,204 13,6 £ 0,02 0,796 11,1
DNAG6a 0,600 £ 0,01 0,142 12,7 +£0,01 0,858 11,0
DNAGb 1,14 £0,02 0,224 12,5 +0,02 0,776 9,97
DNAGc 0,55+ 0,01 0,228 13,4 + 0,02 0,772 10,5
DNAG6d 1,17 £ 0,03 0,166 18,4 + 0,04 0,834 15,5
DNAGe 1,32 £ 0,02 0,166 15,1 £ 0,02 0,834 12,8
DNAG6f 2,04 +0,03 0,133 20,2 +0,05 0,867 17,8
ssDNA9 0,643 £ 0,01 0,170 11,7 +£0,02 0,830 9,86
DNA9 0,790 £ 0,02 0,131 18,9 £ 0,05 0,869 16,5
ssDNAS 1,76 £ 0,02 0,297 12,4 £0,02 0,703 9,25
DNAS 1,07 £0,02 0,148 18,2 £0,03 0,852 15,7
DNAS8a 1,83 £0,03 0,235 14,4 £0,03 0,765 11,4
DNAS8b 0,778 £ 0,01 0,151 11,1 £0,01 0,849 9,50
DNAS8c 1,17 +£0,03 0,190 18,7+ 0,06 0,810 15,4
DNAS8d 0,959 + 0,01 0,198 12,5+0,02 0,802 10,2
DNAS8e 1,30+ 0,02 0,177 17,9 £ 0,03 0,823 15,0
DNASf 1,99 £ 0,04 0,317 17,1 £0,05 0,683 12,3
DNASg 1,58 =0,02 0,178 18,0 £ 0,03 0,822 15,1
DNAS8h 1,33+0,02 0,146 16,8 + 0,02 0,854 14,5
DNASi 0,794 £ 0,02 0,138 17,7 £0,02 0,862 15,4
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7.4.6.2. Methylviologenmodifizierte Oligonukleotide

Die nachfolgenden Tabellen geben eine Zusammenfassung der ESI-MS-Analytik und der
molaren Extinktionskoeffizienten der Oligonukleotide, sowie der Schmelztemperaturen der

methylviologenmodifizierten Duplexe und der Referenzduplexe.

Tabelle 7-21: ESI-Massen und Extinktionskoeffizienten der methylviologenmodifizierten Oligonukleotide.

DNA-Strang errechnete Masse gefundene Masse Extinktionskoeffizient
(Modifikation) [g/ mol] [g/ mol] €260 [M'l cm'l]
ssDNA10 5444.4 1813,9 [M*"-5H"> 191200
(Methylviologen) 1360,3 [M*"-6H"*

ssDNA11 5462,4 1820,0 [M*"-5H"" 203100
(Methylviologen) 1364,7 [M**-6H 1"

ssDNA12 5414,4 1804,0 [M*"-5H"> 188500
(Methylviologen) 1352,6 [M*"-6H'*

ssDNA13 5494 4 1830,8 [M*"-5H'" 196400
(Methylviologen) 1372,8 [M*"-6H"*

Tabelle 7-22: Schmelztemperaturen von 2,5 uM Duplex in 10 mM NaP;-Puffer(pH 7), 250 mM NaCl, 260 nm.

DNA-Duplex T [°C] T2 [°C] Tw [°C]
10°C>90°C  90°C > 10°C

DNA10 62,5 60,9 61,7
DNA10a 55,1 52,9 54,0
DNA10b 52,9 51,7 52,3
DNA10c 52,7 51,3 52,0
DNA11 61,9 60,2 61,1
DNA12 65,6 63,9 64,8
DNA13 68,1 66,4 67,3
DNA13a 61,0 60,4 60,7
DNA13b 62,0 61,9 62,0
DNA13¢ 60,6 58,9 59,8
DNA14 63,0 61,5 62,3
DNA1S 62,0 60,0 61,0
DNA16 67,0 65,0 66,0

DNA17 68,0 67,0 67,5
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7.4.6.3. Ladungstransfer-Oligonukleotide mit den Modifikationen Ethidium und
Methylviologen

Die nachfolgenden Tabellen geben eine Zusammenfassung der ESI-MS-Analytik und der
molaren  Extinktionskoeffizienten der Ladungstransfer-Oligonukleotide, sowie der

Schmelztemperaturen der Ladungstransfer- und Referenzduplexe.

Tabelle 7-23: ESI-Massen und Extinktionskoeffizienten der ethidiummodifizierten Oligonukleotide und der

methylviologenmodifizierten Gegenstringe.

DNA-Strang errechnete Masse gefundene Masse Extinktionskoeffizient

(Modifikation) [g/ mol] [g/ mol] €260 [M'l cm'l]

ssDNA18 54234 1807,8 [M™-4H > 207300

(Ethidium) 1355,6 [M"-5H*

ssDNA12 54144 1804,0 [M**-5H']*" 188500
ethylviologen - )

(Methylviologen) 1352,6 [M*"-6H']*

ssDNA3 5358,4 1785,9 [M™-4H 1> 200700
thidium

(Ethidium) 1338,9 [M"-5H"]*

ssDNA7 5358,4 1785,9 [M™-4H 1> 200700
thidium

(Ethidium) 1338,9 [M"-5H']*

ssDNA19 5463,4 1820,9 [M**-5H']’ 154200

(Methylviologen) 1365,5 [M*"-6H'*

ssDNA20 54634 1820,9 [M*"-5H']’ 154200

(Methylviologen) 1365,5 [M*"-6H""

Tabelle 7-24: Schmelztemperaturen von 2,5 uM Duplex in 10 mM NaP;-Puffer(pH 7), 250 mM NaCl, 260 nm.

DNA-Duplex T [°C] Tz [°C] Tw [°C]
10°C >90°C  90°C > 10°C

DNA18 66,0 64,8 65,4
DNA18a 67,1 65,9 66,5
DNA19 64,8 63,7 64,3
DNA19a 67,0 66,0 66,5
DNA20 63,4 61,6 62,5

DNA20a 64,3 63,0 63,7




Experimenteller Teil 223

7.5. Quantenmechanische Berechnungen

Die quantenmechanischen Berechnungen wurden in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. W. Rettig
(Humboldt Universitdt, Berlin) von Dr. Vladimir Kharlanov ausgefiihrt. Die Optimierung der
Grundzustandsgeometrie fiir E, 3 und 4 wurde mit Hilfe der AMI-Methode erzielt,
Charakteristika des angeregten Zustands (Ubergangsenergien AEq; und Energieunterschiede,
sowie Oszillator-stiarke f) wurden mit ZINDO/s basierend auf dem durch AM-I optimierten
Grundzustand berechnet. Fiir Verbindung 4 wurden zusitzlich DFT-Berechnungen
durchgefiihrt. Die Energien wurden dabei mittels B3LYP (Grundzustinde) und TDB3LYP
(angeregte Zustidnde) mit dem Basissatz 6-371+G(2df,2p) fiir die optimierte Gleichgewichts-

sowie die orthogonale Konformation berechnet.

7.6. Daten zur Kristallstruktur

7.6.1. Kiristallstruktur von 5-Ethyl-6-methyl-phenanthridiniumiodid (1)

5-Ethyl-6-methyl-phenanthridiniumiodid (1) kristallisierte aus einer MeCN-Et,O-Mischung
bei 0 °C in Form gelber Nadeln.
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Tabelle 7-25: Daten der Kristallstrukturuntersuchung von Verbindung 1.

Summenformel
Molekulargewicht [g/mol]
Kristalldimensionen [mm]
Messtemperatur [K]
Kristallsystem
Raumgruppe

Zelldimensionen

Zahl der Formeleinheiten pro Elementarzelle
Roéntgenographische Dichte [g/cm’]
w(CuK,) [mm]

Messbereich @ [°]

Gemessene Reflexe

Unabhéngige Reflexe

Unabhéngige Reflexe mit I > 2o(I)
Parameter

R/ wRy (I >20(I))

R,/ wR; (alle Reflexe)

Max. Restelektronendichte [e” A™]

CISHIQNZI

390,25

0,15 x 0,06 x 0,05
123

monoklin

P2i/n
a=6,95160(10) A
b=12,4139Q2) A
c=19,3764(3) A
B =94,1840(10)°
V = 1667,66(4) A’
4

1,554

15,033

4,23 -62,24

6935

2564

1941

190

0,0285 /70,0659
0,0416 / 0,0694
0,984 /-0,676
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Tabelle 7-26: Lageparameter und Schwingungstensoren U, bzw. Ui, in Verbindung 1.

Atom x/a [107] y/b [107] z/c [107] Ueq. bzw. Uy, [A*107]
N(1) 3157(5) 196(3) -1325(2) 19(1)
C(1) 3150(5) 1202(3) -977(2) 21(1)
C(2) 3419(6) 2163(3) -1343(2) 25(2)
C(3) 3436(6) 3125(4) -994(3) 32(2)
C(4) 3207(6) 3162(4) -282(3) 31(2)
C(5) 2921(6) 2229(3) 67(2) 23(1)
C(6) 2864(5) 1221(3) -267(2) 19(1)
C(7) 2525(5) 229(3) 87(2) 19(1)
C(8) 2470(5) “747(3) 291(2) 18(1)
C(9) 2811(5) -731(3) -1013(2) 20(1)
C(10) 2798(6) -1750(3) -1428(2) 25(1)
C(11) 3584(6) 214(4) -2074(2) 26(1)
C(12) 1768(7) 417(4) -2542(2) 31(2)
C(13) 2210(6) 188(3) 794(2) 23(1)
C(14) 1886(6) -765(4) 1115(2) 23(2)
C(15) 1827(6) -1726(4) 737(2) 25(1)
C(16) 2114(6) -1725(3) 55(2) 25(1)
N(2) -1414(8) 4294(3) 659(3) 47(2)
C(17) 1852(10) 5013(4) 1186(3) 53(2)
C(18) 20(10) 4611(4) 891(3) 41(2)

(1) -2340(1) 2281(1) 2314(1) 26(1)
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Tabelle 7-27:Koeffizienten Uj; der Schwingungstensoren in Verbindung 1.

Atom Ui [A2107] Uy, [A%107] Uy [A%107] Uy [A*107] Ui [A*107] Uy, [A%107]
N(1) 19(2) 26(2) 13(2) 2(2) 2(2) 0(2)
C(1) 13(2) 23(2) 26(3) 2(2) 2(2) 2(2)
C(2) 21(2) 31(3) 23(3) 8(2) 42) 3(2)
C(3) 33(3) 22(2) 41(3) 7Q2) 9(2) 1(2)
C(4) 37(3) 21(2) 35(3) -72) 7(2) 2(2)
C(5) 23(2) 24(2) 23(3) -12) 1(2) 52)
C(6) 11(2) 25(2) 19(3) 3(2) -12) 1(2)
C(7) 10(2) 25(2) 23(3) 02) -12) 02)
C(8) 14(2) 23(2) 18(3) 02) 02) 1(2)
C(9) 11(2) 25(2) 25(3) 1(2) 2(2) 2(2)
C(10) 32(2) 23(2) 21(3) -3(2) 5(2) -1(2)
C(11) 28(3) 31(2) 20(2) 02) 92) 3(2)
C(12) 38(3) 41(3) 13(3) 1(2) 1(2) 3(2)
C(13) 18(2) 30(2) 21(3) -5(2) 2(2) 3(2)
C(14) 16(2) 36(3) 18(3) 6(2) 1(2) 1(2)
C(15) 20(2) 26(2) 29(3) 9(2) 0(2) -1(2)
C(16) 17(2) 22(2) 35(3) 4(2) 1(2) 1(2)
N(Q2) 70(3) 26(2) 46(3) 32) 15(3) 02)
C(17) 91(5) 30(3) 37(3) -6(2) 2(3) -3(3)
C(18) 80(5) 17(3) 26(3) -3(2) 14(3) -1(3)
I(1) 29(1) 28(1) 22(1) -6(1) 3(1) 0(1)

7.6.2. Kristallstruktur von 3,8-Diamino-5-ethyl-6-(4-/V, N-diethylamino)-phenyl-

phenanthridiniumtrifluoracetat (4)

3,8-Diamino-5-ethyl-6-(4-N, N-diethylamino)-phenyl-phenanthridiniumtrifluoracetat (4)
kristallisierte aus einer THF-Heptan-Mischung bei 0 °C in Form dunkelroter Pléittchen.
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Tabelle 7-28: Daten der Kristallstrukturuntersuchung von Verbindung 4.

Summenformel
Molekulargewicht [g/mol]
Kristalldimensionen [mm]
Messtemperatur [K]
Kristallsystem
Raumgruppe

Zelldimensionen

Zahl der Formeleinheiten pro Elementarzelle
Roéntgenographische Dichte [g/cm’]
w(CuK,) [mm]

Messbereich @ [°]

Gemessene Reflexe

Unabhéngige Reflexe

Unabhéngige Reflexe mit I > 2o(I)
Parameter

R/ wRy (1> 20(I))

Ry / wR; (alle Reflexe)

Max. Restelektronendichte [e” A™]

Tabelle 7-29: Lageparameter und Schwingungstensoren Ugq bzw. Ui, in Verbindung 4.

C3sHysF3N4O4
642,75

0,17 x 0,14 x 0,05
123

monoklin

12/a
a=153780(3) A
b=16,6844(3) A
c=25,8802(4) A
B=94,133(2)°

V =6622,92) A®
8

1,289

0,795
3,15-54,29
11517

3967

2438

427
0,0614/0,1559
0,1055/0,1867
0,684 /-0,265

Atom x/a [107] y/b [107] z/c 107 Uq bzw. Uy, [A%107]
N(1) 8981(3) 838(3) 3003(2) 53(1)
N(Q2) 3465(3) 1017(3) 4698(2) 61(2)
N(Q3) 5066(2) 1120(2) 3164(1) 39(1)
N(4) 5526(3) 1412(2) 733(1) 66(2)
C(1) 6628(3) 996(2) 3214(2) 41(2)
C(2) 7419(3) 995(2) 2964(2) 42(2)
C(3) 8203(3) 872(3) 3231(2) 45(2)
C(4) 8207(3) 732(3) 3777(2) 48(2)
C(5) 7455(3) 731(3) 4023(2) 46(2)
C(6) 6638(3) 878(2) 3758(2) 39(1)
C(7) 5841(3) 911(2) 4001(2) 38(1)
C(8) 5784(3) 843(2) 4542(2) 42(2)
C(9) 5028(3) 904(2) 4772(2) 41(2)
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C(10) 4232(3) 1003(3) 4469(2) 47(2)
c(11) 4259(3) 1073(3) 3940(2) 44(1)
C(12) 5045(3) 1036(2) 3704(1) 37(1)
C(13) 5819(3) 1111(2) 2928(2) 39(1)
C(14) 4225(3) 1220(3) 2856(2) 49(2)
C(15) 3889(3) 2074(3) 2870(2) 58(2)
C(16) 5784(3) 1205(3) 2353(2) 39(2)
Cc(17) 5843(3) 542(3) 2041(2) 45(2)
C(18) 5787(3) 603(3) 1509(2) 51(2)
C(19) 5661(3) 1348(3) 1263(2) 45(2)
C(20) 5647(3) 2022(3) 1585(2) 452)
C21) 5709(3) 1946(3) 2119Q2) 45(2)
C(22) 5516(4) 710(3) 405(2) 75(2)
C(23) 6399(4) 408(4) 289(2) 88(3)
C(24) 5502(3) 2180(3) 476(2) 54(2)
C(25) 6389(4) 2523(4) 446(2) 93(3)
o(1l) 1704(3) 1208(2) 1234(2) 90(2)
C(26) 1974(6) 1760(4) 853(3) 107(3)
C(27) 2917(5) 1538(5) 766(3) 108(3)
C(28) 3210(5) 1037(5) 123003) 110(3)
C(29) 2449(4) 1046(4) 1562(3) 91(3)
0Q) 8945(2) 1638(2) 1923(1) 67(1)
C(30) 8173(4) 1770(3) 1588(2) 69(2)
C(31) 8478(4) 1832(4) 1053(2) 8202)
C(32) 9404(5) 1589(5) 1100(2) 108(3)
C(33) 9540(4) 1229(4) 1625(2) 79(2)
F(1) 907(2) 1115(2) 2911(1) 71(1)
FQ2) 2204(2) 954(2) 3230(1) 70(1)
F(3) 1618(2) 2104(2) 3241(1) 78(1)
003) 335(2) 1058(2) 3853(1) 52(1)
0(4) 1702(2) 1214Q2) 4201(1) 60(1)
C(34) 1456(3) 1326(3) 3308(2) 4702)
C(35) 1120(3) 1177(3) 3841(2) 43(2)
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Tabelle 7-30: Koeffizienten Uj; der Schwingungstensoren in Verbindung 4.

Atom Ui [A2107] Uy, [A2107] Uy [A%107]  Uxn [A*107] Ui [A%107] Uy, [A%107]
N(1) 37(2) 80(3) 42(2) 2(2) 9(2) 2(2)
NQ) 42(2) 109(4) 31(2) 3(2) 5(2) 02)
N@3) 35(2) 52(2) 29(2) -1(2) 02) -12)
N(4) 110(4) 58(3) 28(2) -3(2) 2(2) -8(2)
C(1) 41(3) 44(3) 38(2) -6(2) 1(2) -3(2)
C(2) 38(3) 55(3) 31(2) -12) -12) -4(2)
C(3) 42(3) 54(3) 39(3) -4(2) 52) -1(2)
C(4) 39(3) 60(3) 43(3) -12) 02) 1(2)
C(5) 45(3) 56(3) 36(2) -12) 02) 1(2)
C(6) 37(3) 47(2) 32(2) -12) 02) 1(2)
C(7) 38(3) 41(2) 33(2) 2(2) -12) 2(2)
C(8) 43(3) 50(3) 32(2) 02) -3(2) 1(2)
C(9) 42(3) 51(3) 30(2) -1(2) -1(2) 2(2)
C(10) 36(3) 62(3) 42(3) 1(2) 3(2) 1(2)
C(11) 36(2) 63(3) 32(2) 2(2) 0(2) 0(2)
C(12) 41(3) 43(2) 27(2) -3(2) -1(2) -3(2)
C(13) 42(3) 40(2) 34(2) -3(2) 52) -4(2)
C(14) 34(3) 77(3) 35(2) 4(2) -3(2) 1(2)
C(15) 48(3) 75(3) 50(3) 13(2) 5(2) 9(3)
C(16) 38(3) 48(3) 32(2) 32) 3(2) 0(2)
C(17) 58(3) 44(3) 34(2) 5(2) 4(2) 2(2)
C(18) 64(3) 48(3) 40(3) 9(2) 4(2) -7(2)
C(19) 50(3) 50(3) 34(2) 3(2) 0(2) -1(2)
C(20) 49(3) 50(3) 36(3) 72) 3(2) 3(2)
C(21) 44(3) 55(3) 35(2) -72) 7(2) -5(2)
C(22) 116(5) 72(4) 38(3) -4(3) 12(3) -3(3)
C(23) 126(6) 78(4) 61(3) 2(3) 19(4) 9(4)
C(24) 67(3) 64(3) 31(2) 3(2) 02) 22(3)
C(25) 104(5) 89(4) 86(4) 15(3) 2(4) 9(4)
o(1) 88(3) 83(3) 99(3) 4(2) 15(3) -4(2)
C(26) 152(7) 84(5) 88(5) 0(4) 25(5) 15(5)
C(27) 122(6) 118(6) 88(5) -25(4) 37(5) -7(5)
C(28) 87(5) 118(6) 128(6) -1(5) 22(5) 7(4)
C(29) 79(4) 103(5) 90(4) 6(4) -1(4) -14(4)
0Q2) 63(2) 96(3) 42(2) -9(2) 5(2) 10(2)
C(30) 59(3) 77(4) 69(4) -103) -5(3) 6(3)

C(31) 106(5) 85(4) 513) 8(3) -13(3) 2(4)
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C(32) 95(5) 171(7) 58(4) 2(4) 15(4) 20(5)
C(33) 64(4) 110(5) 62(3) -10(3) 6(3) 133)
F(1) 54(2) 1212) 39(2) -15(2) 2(1) -1102)
FQ2) 50(2) 108(2) 55(2) 7(2) 15(1) 132)
F(3) 114(3) 63(2) 57(2) 9(1) 102) -1202)
0(3) 37(2) 73(2) 45(2) 6(2) 3(1) -12)
0(4) 45(2) 96(3) 37(2) 12) -4(2) 0(2)
C(34) 36(3) 58(3) 45(3) 5(2) -6(2) 2(2)
C(35) 39(3) 52(3) 38(3) -12) 12) 42)
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