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1.Einleitung

,Just keep the molecules quiet and let only a few speak up”!"" Mit diesen Worten
beschrieb Stefan W. Hell im Dezember 2014 bei der Verleihung des Chemie-
Nobelpreises seine grundlegende Idee zur Entwicklung der STED-Mikroskopie (STED =
Stimulated Emission Depletion). Seine Forschungsergebnisse gemeinsam mit denen
von William E. Moerner und von Eric Betzig zur Einzelmolekilspektroskopie fihrten zu
den heutigen Methoden der superaufgeldsten Mikroskopie. Die erbrachte Leistung der

dret Forscher wurde 2014 mit dem Nobelpreis flir Chemie ausgezeichnet.

1873 beschrieb Abbe eine bet der Lichtmikroskopie maximal erreichbare Auflésung
von einer halben Wellenldnge des eingestrahlten Lichtes (A/2).%31 Diese
Auflosungsgrenze bedeutet zum einen, dass Objekte, die sich naher als A/2 zueinander
befinden, nicht mehr getrennt voneinander dargestellt werden kdnnen. Zum anderen
ist eine Fokussierung des Laserstrahls unterhalb von A/2 nicht realisierbar. Dies hatte
zur Folge, dass z. B. bet Aufnahmen des Zellinneren zwischen einzelnen Proteinen oder

Molekllen nicht unterschieden werden konnte.

Hellgelang erstmals die Unterschreitung der Abbe schen Auflésungsgrenze und damit
ein entscheidender Durchbruch im Gebiet der Fluoreszenzmikroskopie. Er etablierte
die STED-Technik, bet der parallel zwet Laserstrahlen das zu untersuchende Objekt
beleuchten.*-® Der erste Laserstrahl dient der Anregung der Fluorophore bei ihrer
gangigen Anregungswellenlange und definiert einen Bereich, der der Auflésung nach
Abbe folgt. Ein zweiter Laserstrahl, dessen Wellenldnge der Fluorophoremission
entspricht, sorgt daflir, dass angeregte Molekiile rasch in thren Grundzustand zurlick
fallen (stimulierte Emission) und folglich nicht mehr fluoreszieren. Dabei kann das
Belichtungsgebiet des zweiten Strahls derart gewahlt werden, dass nur ein Bruchteil
der angeregten Fluorophore zur Emittierung eines Photons fahig bleibt und somit eine

deutlich gesteigerte Fokussierung erreicht wird (Abbildung 1).

Die Beitrage von Moernerund Betzig zur superaufgeldosten Mikroskopie setzen an einer
anderen Stelle an. Dem Wissenschaftler Moerner war es 1989 gelungen, die
Fluoreszenz eines einzigen Molekils sichtbar zu machen.”? Damit legte er den
Grundstein fur die heutige Einzelmolekilspektroskopie. Weiterhin entdeckte Moerner

erstmalig eine spezielle Variante des grinfluoreszierenden Proteins (GFP), dessen



Einleitung

Fluoreszenz durch Bestrahlung mit Licht definierter Wellenldangen an- bzw.

ausgeschalten werden konnte.®?!

Betzig verwendete dieses photoaktivierbare GFP als Basis fur die Entwicklung der
sogenannten PALM-Mikroskopie (PALM = Photo Activated Localisation Microscopy).l'"!
Bet der PALM-Mikroskopie werden die zu beobachteten Strukturen mit
photoaktivierbaren Fluorophoren (blinkenden Farbstoffen oder photoaktivierbaren
Proteinen) markiert und mit einem Lichtblitz geringer Intensitat angeregt, sodass nur
wenige Molekiile zur Emission gebracht werden. Aufgrund der beliebigen Verteilung
der einzelnen Fluorophore werden diese deutlich hoher aufgeldst, als es die Vorgaben
der Abbeschen Grenze erlauben. Die ausgeldste Fluoreszenz wird mittels steter
Bildaufnahme solange verfolgt, bis das eintretende Photobleichen die Fluorophore
dauerhaft erléschen lasst. Eine mehrfache Wiederholung der zufalligen Anregung von
vereinzelten Fluorophoren und die Verfolgung ihrer Emission ergeben eine grofB3e
Anzahl an Einzelbildern, die in einem computerunterstiitzten finalen Schritt zu einem

einzigen superaufgelosten Bild vereinigt werden.

confocal _

Abbildung 1: Vergleich von Konfokaler- (links) und STED-Fluoreszenzmikroskopie (rechts). Gezeigt sind

Proteinuntereinheiten amphibischer Kernporenkomplexe.l'!12]

Die beschriebenen Innovationen auf dem Gebiet der Fluoreszenzmikroskopie
ermoglichen tiefere Einblicke in biochemische Prozesse, die innerhalb von Zellen

ablaufen und vergréBern das Verstandnis der chemisch-biologischen
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Zusammenhange. Die fluoreszente Bildgebung von Nukleinsauren stellt dabei eine
bedeutende Methodik im Bereich der Fluoreszenzbioanalytik sowie bei biochemischen

Anwendungen dar.['314

Folglich steigt die Nachfrage an neuen Fluoreszenzfarbstoffen flir Nukleinsauresonden
mit optimierten und anwendungsgerechten Eigenschaften stetig an. Besonders fir
Forschungen auf Basis der Einzelmolekiilspektroskopie werden Fluorophore mit grofer
Photostabilitdt und optimalen spektroskopischen Eigenschaften bendétigt.['>-231 An

diesem Punkt setzt die vorliegende Dissertation an.

Nukleinsauresonden, die bei fluoreszenter Bildgebung mit zellularer oder gar
molekularer  Aufldsung eingesetzt werden, sollten mit leistungsstarken
Fluoreszenzfarbstoffen ausgestattet sein. Die Fluorophore missen sich verschiedenen
Anforderungen stellen, um als geeignete Chromophore fur die gewilinschten Sonden
dienen zu kénnen.l'324311 |hre Emission sollte eine starke Helligkeit sowie eine groBe
Stokes-Verschiebung aufweisen, und moglichst bei Wellenldngen des sichtbaren
Bereichs (groBer 400 nm) angeregt werden konnen. Eine beachtlich hohe
Photostabilitat der Fluoreszenzfarbstoffe ist vor allem in Hinblick auf die
Einzelmolekulspektroskopie von enormer Bedeutung. Photolabile Fluorophore wiirden
die Anzahl der Fluoreszenzaufnahmen bzw. die Lange der mikroskopischen
Beobachtungszeit stark reduzieren und dadurch weniger aussagekraftige Resultate

liefern.

Bet der Nukleinsauredetektion gelten die sogenannten wellenlangenverschiebenden
Sonden als besonders elegante Reportermolekile. Sie zeigen die Bindung der
Zielsequenz durch Anderung der Fluoreszenzfarbe an. Dieser Fluoreszenzfarbwechsel
ist aufgrund eines Energietransfers zwischen einem Donor- und einem
Akzeptorfarbstoff maoglich. Der Einsatz derartiger Sonden minimiert fehlerhafte
Ergebnisse, die beim Auslesen einzelner Wellenldngen auftreten kénnen. Zeichnet sich
das verknupfte Energietransferpaar zusatzlich durch einen hohen Kontrast der beiden
Emissionen bei Bindung des Zielmolekils aus, so kann die resultierende
Fluoreszenzsonde einem breiten Feld chemisch-biologischer Anwendungen nitzlich
sein. Ein auf diese Weise doppelt modifiziertes Oligonukleotid wurde in der
Arbeitsgruppe Wagenknecht et al im Zuge des Konzeptes ,DNA Traffic Lights”

erfolgreich etabliert.3>-3°1 Bei diesem Konzept wurden die Fluoreszenzfarbstoffe
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Thiazolorange (TO) und Thiazolrot (TR) als Basensurrogate in DNA eingebaut. Durch
den effektiven Energietransfer des Donors (TO) auf den Akzeptor (TR) konnte die
sequenzspezifische Hybridisierung von Nukleinsduren in vitro als auch in vivo

visualisiert werden.

Darlber hinaus wurde das Konzept der ,ONA Traffic Lights” erfolgreich auf RNA
Ubertragen, wobei man die Aufnahme und Integritdt von siRNA in lebenden CHO-K1-
Zellen mit herausragendem Kontrast sichtbar machen konnte.?>3¢ Jedoch lieBen sich
Untersuchungen mit der Einzelmolekilspektroskopie und dem Energietransferpaar
TO/TR nicht verwirklichen, da beide Fluorophore eine sehr geringe Photostabilitat
aufweisen. Die Erhéhung der Photostabilitat und die Entwicklung verbesserter

Fluoreszenzfarbstoffe bilden die Basis der Forschungsaufgabe dieser Dissertation.



2.Themenstellung

Zu Beginn bestand das Forschungsziel darin, neue Cyaninfarbstoffe zu synthetisieren,
die im Vergleich zu TO/TR eine signifikant gesteigerte Photostabilitat zeigen. Dabel
sollten die spektroskopischen Eigenschaften der Fluoreszenzfarbstoffe erhalten oder,
wenn moglich durch gezielte synthetische Modifikationen verbessert werden. Eine
Variation der Emissionswellenldngen mit dem Ziel, neue Energietransferpaare zu
bilden, stellte eine zusatzliche synthetische Herausforderung in der Entwicklung der
Strukturen dar. Die synthetisierten Cyaninfarbstoffe sollten in Bezug auf thre
Photostabilitat und spektroskopischen Eigenschaften untersucht und untereinander
verglichen werden. Abbildung 2 zeigt exemplarisch dret Strukturen der 29 im Verlauf

der Arbeit diskutierten Fluorophore.

. G
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Abbildung 2: Strukturen einer Auswahl von drei Cyaninfarbstoffen, die im Zuge der Arbeit synthetisiert wurden.

Aus dieser Evaluation hervorstechende Fluorophore sollten im zweiten Teil der
Dissertation auf postsynthetischem Weg kovalent an DNA geknlpft und zu
Energietransferpaaren kombiniert werden. Im Anschluss galt es, geeignete Donor- und
Akzeptorfarbstoffe bzw. deren optimale Zusammenstellung anhand von
Energietransfer-Effizienzen  (ET-Effizienzen) und  spektroskopischen  Daten
herauszufinden. Bestimmungen der Fluoreszenzlebenszeiten und Quantenausbeuten

der Energietransferpaare sollte den Zugang zu den ET-Effizienzen liefern.

Der finale Teil der Forschungsarbeit sollte den Einsatz explizit ausgewahlter
Cyaninfarbstoffe als Energietransferpaare in fluoreszenten Nukleinsdauresonden
umfassen. Im Rahmen einer Kooperation mit dem Deutschen Krebsforschungszentrum
(DKFZ) galt es, doppelt modifizierte ,Molecular Beacons”zur Detektion von Mikro-RNA

(miRNA) herzustellen. Dafir sollten die Sonden derart mit Fluorophoren ausgestattet
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werden, dass eine parallele Detektion zwei verschiedener miRNA-Sequenzen mdglich
wird (Abbildung 3).

Die Zusammenarbeit mit einem weiteren Kooperationspartner, Prof. Dr. T. Vilaivan,
umschloss die Synthese und Postmodifikation von Pyrrolidinyl-PNA-Sonden, die im
Zuge eines von KHYS unterstltzten dreimonatigen Auslandsaufenthalts an der
Chulalongkorn Universitat in Bangkok hergestellt werden sollten (Abbildung 3). Diese
fluoreszenten PNA-Sonden sollten im Anschluss in Strangaustauschexperimenten
sowie auf ihre Fahigkeit zur Duplexinvasion in doppelstrangige DNA untersucht

werden.

Abbildung 3: Illustration der Anwendungen, in denen die neuen Cyaninfarbstoffe zum Einsatz gelangen sollten.
Links: Design und Synthese von ,Molecular Beacons”zur parallelen Detektion von miRNA-21 und miRNA-31.
Mitte: Struktur der Pyrrolidinyl-PNA, die mittels kupferkatalysierter ,Click~Reaktion mit einem griinen Emitter

modifiziert wurde. Rechts: Schematische Darstellung der Invasion zweier PNA-Sonden in doppelstrangige DNA.



3. Theoretische Grundlagen

3.1 Fluoreszenzspektroskopie und Energietransfer

Grundlagen der Fluoreszenzspektroskopie

1931 flhrte der polnische Physiker Alexander Jablonski das nach thm benannte
Jablonski-Diagramm ein.B”) Mithilfe dieser Darstellung lassen sich die bei der
Absorption bzw. Emission von Licht ablaufenden Prozesse verdeutlichen (Abbildung
4).

VR
IC ISC
S1 — P — e ———— P —
—— -
Absorption Fluoreszenz : -
—— r—,
hVabs. hVem. I
v L

Abbildung 4: Jablonski-Diagramm. VR = Schwingungsrelaxation, ISC = /ntersystem Crossing (Singulett-Triplett-
Ubergang), IC = /nternal Conversion; S = Singulett-Zustand, T = Triplett-Zustand. Elektronische Zusténde sind

durch dicke Linien und ihre vibronischen Zustande anhand diinner Linien dargestellt.

Ein Elektron, das sich im Grundzustand So eines Molekiils befindet, kann durch
Absorption von Licht in einen héheren Zustand (S1 oder héher) angeregt werden. Es
gelangt anschlieBend Uber strahlende und nicht-strahlende Prozesse wieder in den
Grundzustand zurlick. Beim Riickgang in den energetisch niedrigsten Zustand von S4
gibt das angeregte Elektron durch Schwingungsrelaxation (VR) einen Teil der Energie
innerhalb von einigen Pikosekunden an die Umgebung ab. Der darauffolgende

Ubergang in den Grundzustand So ist bei gleichbleibender Spinmultiplizitdt auf der
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einen Seite strahlend, in Form von Fluoreszenz (Nanosekunden), oder andererseits
durch strahlungslose Schwingungsrelaxation bet innerer Umwandlung (IC = /nternal
Conversion) moglich. Die Interkombination (ISC = /ntersystem Crossing) umfasst den
Ubergang in einen Triplettzustand, der einen quantenmechanisch verbotenen
Ubergang darstellt. Bei dem Ubergang von S1 nach T1 muss sich die Spinmuliplizitit
andern, was durch Spin-Bahn-Kopplung und Interaktion mit der Umgebung
ermoglicht wird. Die Relaxation des Elektrons vom Triplettzustand Ti in den
Grundzustand So, in Form einer Photon-Aussendung geschieht aufgrund der
Spinumkehr eher langsam, das heif3t im Mikrosekunden- bis Sekundenbereich. Dieser

Prozess wird als Phosphoreszenz bezeichnet.

Im Rahmen dieser Arbeit ist der strahlende Ubergang in Form von Fluoreszenz
besonders wichtig. Kasha beobachtete, dass die Wellenlange der Fluoreszenz
unabhangig von der Absorptionswellenldnge ist.3738 Diese Tatsache beruht auf einer
innerhalb von Pikosekunden ablaufenden Dissipation der tGberschissigen Energie des
schwingungs- und elektronisch angeregten Farbstoffmolekuls, sodass es in den
Schwingungsgrundzustand seines elektronischen Zustandes gelangt. Folglich sind

Fluoreszenzspektren unabhangig von der Anregungswellenlange.

Im Gegensatz dazu kann die Anregung von jedem besetzten Schwingungszustand des
Grundzustands stattfinden. Die Besetzung der verschiedenen Schwingungszustande ist
von der Temperatur abhangig und kann mithilfe der Boltzman-Verteilung beschrieben

werden.

Eine weitere wichtige spektroskopische Eigenschaft von Fluoreszenzfarbstoffen ist die
Stokes-Verschiebung. Die Basis der Stokes-Verschiebung ist, dass die Wellenlange
eines ausgestrahlten Photons stets groBer als die Anregungswellenldnge ist.3739
Dieser Sachverhalt lasst sich anhand der Energieerhaltung erklaren. Ein angeregtes
Molekil gibt Gber StoBprozesse einen Teil der Anregungsenergie an seine Umgebung
ab. Es sendet folglich ein Photon mit erniedrigter Energie E = hv und damit groBerer
Wellenldnge aus. Die Stokes-Verschiebung spielt besonders bei Fluorophoren fir
bioanalytische Zwecke eine tragende Rolle. Sie ermdglicht es, emittierte Strahlung
einer Probe vom Anregungslicht zu separieren. Dies hat zur Folge, dass bet sehr kleiner
Stokes-Verschiebung haufiger Fehler beim Auslesen der Fluoreszenzintensitat

auftreten konnen. Deshalb stellt eine groBe Stokes-Verschiebung eine der
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entscheidenden  Anforderungskriterien dar, die an anwendungsgerechte

Fluoreszenzfarbstoffe gestellt werden.

Zwel der bedeutendsten Parameter zur Charakterisierung von Fluorophoren sind die
Fluoreszenzlebenszeit 7 und die Fluoreszenz-Quantenausbeute ¢r. Dabei ist die
Quantenausbeute als die Zahl emittierter Photonen im Verhaltnis zur Zahl der
absorbierten Photonen definiert.B”! Die Anzahl der absorbierten Photonen lasst sich
auch als Summe der Geschwindigkeitskonstanten von strahlenden und nicht-

strahlenden Prozessen ausdricken:
k

¢ — 21m.
"okt k. (3.1)
P Fluoreszenz-Quantenausbeute
Kem.: Geschwindigkeitskonstante emittierter Photonen
Kns : Geschwindigkeitskonstante nicht-strahlender Relaxation nach So

Die Fluoreszenzlebenszeit r stellt den Zeitraum dar, den ein Elektron in einem
angeregten Zustand verbringt. Die groBe Bedeutung der Fluoreszenzlebenszeit liegt
darin, dass ein Fluorophor innerhalb dieser Zeit mit seiner Umgebung in
Wechselwirkung tritt. Demnach kdnnen aus den gemessenen Zeiten Informationen
dieser Wechselwirkungen gezogen werden. Auch die Fluoreszenzlebenszeit z kann

mithilfe der oben beschriebenen Geschwindigkeitskonstanten ausgedriickt werden:

1

T r kL (3.2)

Meistens wird zur Bewertung der Leuchtkraft eines Fluoreszenzfarbstoffes die
sogenannte Helligkeit B verwendet. Es handelt sich dabet um das Produkt aus dem

Extinktionskoeffizient ey und der Fluoreszenz-Quantenausbeute ¢r des Fluorophors.

B = IV S (3.3)

B:  Helligkeit
en: molarer dekadischer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlange A

[L/mol-cm]
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Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)

Der Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) beschreibt die Energielibertragung
von einem angeregten Fluorophor, dem Donor, auf ein Akzeptormolekil im
Grundzustand. Anders als der Name vermuten lasst, handelt es sich hierbet um einen
strahlungslosen Energietransfer. Bereits im Jahre 1948 berichtete 7heodor Forstervon
seinen theoretischen Uberlegungen.*? Die Vorginge wahrend des Fluoreszenz-
Resonanz-Energietransfers lassen sich am besten anhand eines vereinfachten

Jablonski-Diagramms erlautern (Abbildung 5).

S1 1

S1

= e
So Y Y Yy

Donor Akzeptor

So

Abbildung 5: Vereinfachtes Jablonski-Diagramm zur Verdeutlichung der Prozesse, die beim Fluoreszenz-

Resonanz-Energietransfer (FRET) stattfinden.

Der Donor wird mit Licht geeigneter Wellenlange in den ersten angeregten,
elektronischen Zustand Uberfiihrt. Befindet sich ein Akzeptor in raumlicher Nahe, kann
die Anregungsenergie strahlungslos Uiber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen vom Donor
auf den Akzeptor Ubertragen werden. Das Akzeptormolekil befindet sich nun
seinerseits in dem angeregten Zustand Si und relaxiert entweder strahlungslos
(Fluoreszenz-Loschung) oder durch Emission eines Photons in den elektronischen
Grundzustand. Forster vermutete eine starke Abstandsabhangigkeit (r®) dieses
Prozesses.*0 Seine theoretische Annahme wurde 1967 von Stryer und Haugland
bestatigt, die die Abhangigkeit der Transfergeschwindigkeit krrer vom Abstand r der

Fluorophore zueinander in fluoreszenzmarkierten Polyprolinen untersuchten.?"l
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Die Energietransfergeschwindigkeitskonstante kerer gibt an, wie viele Ubergénge vom
Donor auf den Akzeptor pro Zeiteinheit stattfinden und ist durch die folgende

Gleichung gegeben:

6
R
Keger = 1'(0) (3.4)
Tpo \ T
mit:
9000 -In(10) -K* -y *J,
RS = — Poo* (3.5)
128 17N - Ny,
TDo : Fluoreszenzlebenszeit des Donors in Abwesenheit des Akzeptors
Ro: Forster-Radius (Distanz bei 50% FRET-Effizienz)
r: Abstand zwischen Donor und Akzeptor
G Dipol-Dipol-Orientierungsfaktor
$oo: Quantenausbeute des Donors in Abwesenheit des Akzeptors
Joy : Spektrales Uberlappungsintegral
n: Brechungsindex des Mediums zwischen den Fluorophoren (hier 1.5)
Nav. : Avogadro Konstante (6.022:10%3 mol™")

Der Forster-Radius Ro wurde nach dem Entdecker dieses ET-Prozesses, Theodor
Forster;, benannt. Ro entspricht exakt der Distanz zwischen Donor- und
Akzeptormolekul, bet der die Energietransfer-Effizienz bet 50 % liegt. Das heiBt, dass
bet diesem Abstand der Fluoreszenzfarbstoffe genau die Halfte aller Anregungen des
Donors auf den Akzeptor Gbertragen werden.’421 Der Zusammenhang von Ro und der

ET-Effizienz wird in Kapitel 5 genauer gezeigt.

Uberdies hinaus gibt es weitere Faktoren, die auf die Transfergeschwindigkeit kerer
einen Einfluss austiben konnen und die im Folgenden kurz erlautert werden sollen.
Damit ein FRET stattfinden kann, darf das Uberlappungsintegral Jp) nicht gleich Null
sein. Genauer bedeutet dies, dass das Emissionsspektrum des Donors mit dem
Absorptionsspektrum  des  Akzeptors  Uberlappen  muss, damit  die
Ubergangsdipolmomente der beiden Fluoreszenzfarbstoffe miteinander in

Wechselwirkung treten kénnen. Diese Uberlappung ist in Abbildung 6 beispielhaft

11
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anhand eines Energietransferpaares der neu entworfenen Farbstoffe verdeutlicht. Die
grau eingefarbte Flache zeigt die spektrale Uberlappung, deren Betrag mittels beider

auf eins normierter Spektren berechnet werden kann.

Jw = Io lbo ()" Eak(n)” A* dA (3.6)
Jo Spektrales Uberlappungsintegral
Ipo () : Fluoreszenzintensitat des Donors bet der Wellenlange A
EAK (V) Extinktionskoeffizient des Akzeptors bet der Wellenlange A
A Wellenlange [nm]

1.04

norm.

norm.

| und A [normalisiert]
o
wu

0.0 e
400 500 600 700 800

A [nm]

v T 1

Abbildung 6: Fluoreszenzspektrum des Donors (blau) mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors (rosa). Beide

Spektren wurden auf eins normiert. Ihr Uberlappungsbereich ist grau eingefarbt.

Die FRET-Effizienz ist demnach von der GréBe des Uberlappungsintegrals abhangig.

Von immenser Bedeutung fiir die ET-Effizienz E() ist der sogenannte Dipol-Dipol-
Orientierungsfaktor 2. Dieser Faktor gibt das AusmaB der Wechselwirkung zwischen
zwei Ubergangsdipolmomenten in Abhangigkeit von deren Orientierung zueinander

wieder (Abbildung 7 und Gleichungen 3.7 und 3.8).14243!

Der Wert des Orientierungsfaktors k?> kann, je nach Lage der beiden beteiligten
Ubergangsdipolmomente, zwischen 0 und 4 liegen (Abbildung 7, rechts). Der hochste

Wert von k? wird dann erreicht, wenn die beiden Dipolmomente kollinear angeordnet
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sind (k2 = 4). Stehen die Dipole der beiden Farbstoffe senkrecht zueinander (k2 = 0)

findet kein ET statt.

A
P 20
Do / ¢
0 s\
Do U A
)
; K2 =1

— K2 =4

Abbildung 7: Links: Schematische Darstellung der relativen Orientierung des Donor- und Akzeptor-
Ubergangsdipolmomentes zueinander sowie des resultierenden Abstandsvektors r. Definition der Winkel siehe
Gleichungen 3.7 und 3.8. Rechts: Der Wert von k2 in Abhédngigkeit der Dipolorientierung beider Fluorophore,

gezeigt sind drei Grenzfélle des Orientierungsfaktors.

13
k> = (cos®;—3 cosO,, cos0,,) (3.7)

cosO; = sinO,,-sin@,, -cos® + cosO,, - cosO,, (3.8)
K2 Orientierungsfaktor
Or: Winkel zwischen dem Dipolmoment des Donors und des Akzeptors
Opo : Winkel zwischen dem Dipolmoment des Donors und dem Vektor r
Oak : Winkel zwischen dem Dipolmoment des Akzeptors und dem Vektor r
O: Winkel zwischen den Dipolebenen

Generell geht man davon aus, dass sich die Fluorophormolekiile in Ldsung frei
bewegen und somit vor dem Energietransfer vollkommen neu orientieren kénnen. Fur
diesen Fall wird fir x? ein dynamischer Mittelwert von 2/3 angenommen.3! Bei der
Markierung von Nukleinsauren sind die Farbstoffe an mehr oder weniger flexible Linker

gebunden. Je nach Wahl der Verknipfungsmethode kdnnen sowohl die Flexibilitat als
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auch die Lange der Verbindungsstiicke einen sehr groBen Einfluss auf die Orientierung

der Chromophore austben.

Tragt der Fluorophor dartber hinaus eine z. B. positive Ladung, so kommen zusatzliche
elektrostatische Wechselwirkungen zum Tragen. Diese Interaktionen kdnnen nicht nur
die Position und Orientierung, sondern auch die photophysikalischen Eigenschaften
des Farbstoffes verandern. Um die Flexibilitat der Bindung zum Chromophor zu
unterdriicken, machte sich Asanuma einerseits die Interkalationsfahigkeit von Pyren
und Perylen und auf der anderen Seite die rigide Verknlpfung beider Substanzen in
Form von Basensurrogaten zunutze.*! Auf diese Weise erreichte er eine definierte
Orientierung beider Fluorophore. Zusatzlich sorgte die natirliche Struktur der DNA-
Helix fur einen exakt bestimmbaren Abstand von Pyren und Perylen. Asanuma variierte
diesen Abstand durch Insertion von 1 bis 21 Basenpaaren und konnte mit FRET-
Experimenten eindrucksvoll den entscheidenden Beitrag des Orientierungsfaktors zur

FRET-Effizienz nachweisen.

Ebenfalls  sehr  aussagekraftige  Untersuchungen  zur  Abstands-  und
Orientierungsabhangigkeit der FRET-Effizienz steuerten unter anderem auch die
Arbeitskreise von Wilhelmsson®! sowie Muiller und Seidel bei*®! In Kapitel 5 der
vorliegenden Dissertation wird das Zusammenspiel von Orientierungsfaktor und
Abstand kovalent gebundener Fluoreszenzmarker in Nukleinsduresonden im Detail

betrachtet und gemeinsam mit den erhaltenen Daten der neuen ET-Paare diskutiert.

Von experimenteller Seite ist die Energietransfer-Effizienz Uiber die Bestimmung der
Fluoreszenzlebenszeiten des Donorfarbstoffes in Anwesenheit (7po+ak) sowie in

Abwesenheit (7po) des Akzeptors zuganglich:

T o+
E, = 1-— 22 (3.9)
- TDo
Em: Energietransfer-Effizienz des FRET

Tpo+aAk . Fluoreszenzlebenszeit des Donors in Anwesenheit des Akzeptors

TDo Fluoreszenzlebenszeit des Donors in Abwesenheit des Akzeptors

Neben dem Forster-Radius Ro liefert die Kenntnis der ET-Effizienz den zweiten

entscheidenden Faktor zur Abstandsbestimmung zwischen zwei
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Fluoreszenzfarbstoffen. Mathematisch ist dieser Sachverhalt in Gleichung 3.10

wiedergegeben.

=R (3.10)

Im Bereich der Strukturaufklarung biologischer Systeme sind Abstandsmessungen in
Biomolekilen von groBem Wert. Mithilfe des FRET lassen sich inter- und
intramolekulare Distanzen von ungefahr 1 bis 10 nm ausmessen. Infolgedessen wird
der Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer haufig als ,spektroskopisches Lineal”
verwendet.1431 Auf Basis der erhaltenen Daten kénnen Aussagen lber konformelle
Anderungen in Nukleinsdure- und Proteinstrukturen getroffen werden. Aus dem
Blickwinkel der Nukleinsaureforschung gelten Abstandsmessungen zwischen 1 und
5 nm als besonders wiinschenswert. Zum Beispiel betragt der Durchmesser einer B-
DNA-Helix nur circa 2 nm. Derart kleine Distanzen lassen sich ausschlieBlich mit
Fluoreszenzfarbstoffen bestimmen, die optimale spektroskopische und strukturelle
Eigenschaften  besitzen. Ausschlaggebend bei FRET-abhangigen Distanz-
bestimmungen ist auBerdem eine hohe Empfindlichkeit der ET-Effizienz auf die
strukturellen Gegebenheiten der Umgebung. Als allgemeiner Anhaltspunkt fir
derartige Untersuchungen gilt, dass optimale Donor-Akzeptor-Abstande in einem
Bereich zwischen 0.5-Rp und 1.0-Ro liegen sollten. Innerhalb dieses Intervalls
verursachen bereits sehr geringfligige Variationen des Fluorophorabstandes eine
signifikante Anderung der ET-Effizienz, wodurch prazise Aussagen (ber die Struktur
des untersuchten Biomolekiils abgeleitet werden kénnen. Anwendung findet diese
Methode unter anderem bei der Beobachtung von Faltungsgleichgewichten®’48 sowie
bel der Erforschung von Wechselwirkungen, die innerhalb von Proteinenstrukturen

auftreten.49.30]
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Dexter Energie Transfer

Beim Dexter-ET geschieht der Energietransfer nach einem Elektronen-
Austauschmechanismus, weshalb er auch unter der Bezeichnung ,Dexter Elektronen-
Transfer” geldaufig ist. Im Gegensatz zum FRET konnen die auftretenden
Wechselwirkungen des Dexter-ET ausschlieBlich quantenmechanisch beschrieben
werden.#?>1 Deshalb wurde er fir lange Zeit als rein fundamentales Phanomen der
Photochemie beschrieben. Seit der Entwicklung von OLEDs (organic light-emitting
diodes)>?) bekam der Dexter-ET eine gréBere Aufmerksamkeit von den Forschern.

Einer der entscheidenden Unterschiede zum FRET ist, dass der Elektronen-Austausch
nach Dexter nur bet sehr kurzen Molekilabstanden, die kleiner als 1 nm sind,
stattfinden kann. Ein Austausch der Elektronen wird nur dann ablaufen, wenn neben
der spektralen Uberlappung von Donor und Akzeptor auch deren Orbitale tiberlappen.
Zusatzlich muss sich die Wellenfunktion des angeregten Donors energetisch ahnlich
der des Grundzustandsniveaus des Akzeptors sein, damit eine Uberlappung beider
Wellenfunktionen vorliegt. Die einzelnen Prozesse des Dexter-ETs sind in Abbildung 8

verdeutlicht.

S1

i S —17 S1
—_—
S .
Donor* Akzeptor Donor Akzeptor*

Abbildung 8: Darstellung der Prozesse des Dexter Energietransfers.

Ein Elektron des Donors absorbiert ein Photon und wird dadurch in den angeregten
Zustand gebracht. AnschlieBend findet ein Elektronentransfer zum Si-Niveau des
Akzeptors statt, der nun seinerseits ein Elektron aus So an den Donor zurlick

transferiert.
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Die helikale Struktur der DNA sorgt daflir, dass sich zwei kovalent gebundene
Farbstoffmolekiile in geringem Abstand zueinander befinden. Obwohl dieser Donor-
Akzeptor-Abstand groBer ist als es der Dexter-Elektronen-Austausch vorgibt, kann er

zu gewissen Anteilen zum Energietransfer zwischen den Farbstoffen beitragen.

17






3.2 Postsynthetische Modifikation von Nukleinsauren

Die kovalente Verkniipfung von Fluoreszenzfarbstoffen mit Oligonukleotiden ist im
Allgemeinen durch zwet unterschiedliche Strategien realisierbar. Auf der einen Seite ist
eine Markierung vor der DNA-Synthese mdglich, bei der ein farbstoffmodifizierter
Phosphoramidit-Baustein hergestellt und direkt bet der Nukleinsauresynthese
eingesetzt wird.®3>4 Die Phosphoramidit-Methode wurde unter anderem bei dem
Energietransferpaar TO/TR verwendet, um beide Farbstoffe als Basensurrogate Uber
einen (5)-3-Amino-1,2-propandiol-Linker mit dem Oligonukleotid zu verbinden.45>>6]
Obwohl diese Art der Markierung gut ausgearbeitet wurde und gute Resultate lieferte,
birgt sie einige Nachteile im Vergleich zur postsynthetischen Modifikation. Die
Notwendigkeit der Synthese eines phosphoramidithaltigen Bausteins fir jeden
einzelnen Fluorophor ist nicht nur zeit-, sondern auch kostenintensiv. Sie eignet sich
daher kaum fir die Untersuchung und den Vergleich einer groBen Anzahl neuer
Fluoreszenzfarbstoffe. Zusatzlich kann, je nach Grundstruktur des zu koppelnden
Fluoreszenzmarkers, ein Einbau als Basenersatz zu Stérungen der Basenpaarung und
damit zur Destabilisierung des Duplexes flihren. Diese destabilisierenden Effekte
wirden besonders deutlich bei kiirzeren Oligonukleotiden zum Tragen kommen und
den Anwendungsbereich der Sonden begrenzen. Die groBten Einschrankungen der
Phosphoramidit-Methode stellen die harschen chemischen Bedingungen im Zuge der
Nukleinsauresynthese dar. Speziell die finale ammoniakalische Entschiitzung der
Amine an den Basen bedeutet fir zahlreiche Fluoreszenzfarbstoffe eine
unumgangliche Zersetzung. Basenlabile Modifikationen sind also mittels der
Phosphoramidit-Methode nicht realisierbar, was die Fluorophorauswahl stark
einschrankt. Diese genannten Nachteile flihrten zur Etablierung neuartiger
postsynthetischer Kopplungsvarianten und zu deren Optimierung.’ In dieser
Dissertation besprochene Farbstoffe wurden ausschlieBlich mit der kupferkatalysierten
, Click™-Reaktion an Nukleinsduren gebunden.>8-60 Der folgende Abschnitt beleuchtet
die Grundlagen dieser innovativen Modifikationsmethodik, die innerhalb der letzten

Jahre intensiv erforscht und weiterentwickelt wurde.
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Postsynthetische Modifikation von Nukleinsauren

Kupferkatalysierte “Click"-Reaktion

Die Grundzige der vielseitig einsetzbaren ,Click-Chemie basieren auf der
Forschungsarbeit von Huisgenl!®'®2 Er beschrieb die unkatalysierte 1,3-dipolare
Cycloaddition zwischen einem Azid und eitnem terminalen Alkin zu 1,2,3-Triazolen.
Diese Reaktion verlauft jedoch nur bei sehr hohen Temperaturen und mit moderaten
Ausbeuten. Diese rauen Bedingungen waren allerdings fir die kovalente Bindung von

Fluoreszenzfarbstoffen an Biomolekiile kaum geeignet.

Sharpless und Meldal gelang es, mittels Kupfer(l)-Katalyse diesen Nachteil zu
umgehen.!®263! Dariiber hinaus erreichte ihre Variation der kupferkatalysierten , Click -
Reaktion (CuAAC) einen deutlich schnelleren Umsatz in wassriger Ldsung bel
gleichzeitiger Erhohung der Regioselektivitat. Die Kupfer(l)-Katalyse bewirkte zwar
einerseits eine Beschleunigung der Reaktion, fihrte jedoch gleichzeitig zu
Strangbriichen und starken Oxidationsschaden an den Oligonukleotiden. Diese
Nebenreaktionen lieBen sich durch Verwendung von kupfer(l)-chelatisierenden
Liganden, wie z. B. TBTA (Tris-[(1-Benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-methylJamin), fast
vollstandig unterbinden.[463 Infolgedessen ertffnete die kupferkatalysierte |, Click™
Reaktion eine Mdglichkeit, Nukleinsduren chemoselektiv, vielseitig und unter milden

Bedingungen mit Fluoreszenzfarbstoffen zu markieren (Abbildung 9).[66-6¢]

N;— < =N

Abbildung 9: Schematische Darstellung der kupferkatalysierten , Click -Reaktion zwischen einem

alkinmodifizierten Oligonukleotid und dem Azid eines Fluoreszenzfarbstoffes.

Bei der CuAAC werden ein Alkin und ein Azid zur Reaktion gebrachten. Die beiden
verwendeten funktionellen Gruppen Alkin und Azid sind bioorthogonal. Sie verhalten
sich also gegentuber allen naturlich vorkommenden chemischen Funktionalitaten in

Biomolekilen und ganzen lebenden Organismen nahezu inert.®® Diese positiven



Postsynthetische Modifikation von Nukleinsauren

Eigenschaften der CuAAC unterstlitzten die Entwicklung vielfaltig modifizierter
Nukleoside, deren wichtigste Vertreter im Folgenden kurz vorgestellt werden.
Besonders hervorzuheben sind dabei Nukleoside, die eine Alkinfunktion an der
2’-Position der Riboseeinheit tragen. Abbildung 10 zeigt beispielhalft das
2'-O-Propargyluridin 1.7071 Derartig synthetisch verdnderte Phosphoramidite aller
naturlich vorkommenden Basen sind inzwischen kommerziell erhaltlich und erleichtern
dementsprechend die Fluoreszenzmarkierung von Nukleinsduren enorm. Die
2’-alkinmodifizierten Bausteine dienten unter anderem auch der kovalenten Bindung

der Cyaninfarbstoffe, die im Rahmen dieser Arbeit entwickelt wurden.[>8-60]

Die Arbeitsgruppe von Carell fihrte die gewiinschte Alkinfunktionalitat anhand von
Propargyl- oder 1,7-Octadiinyl-Linker direkt an der 5-Position der Pyrimidinbasen
Uridin und Cytosin ein. Nach erfolgter Umsetzung zum Phosphoramidit, wurden diese
Bausteine in DNA inkorporiert.’?! In dhnlicher Weise beschéftigte sich Seela mit den
Purinbasen und deren Alkinausstattung an der Position 7.173-7%] Dazu musste jedoch der
Stickstoff, der sich in den natirlich vorkommenden Basen dG oder dA an der 7-Position
befindet, zu Position 8 verschoben und durch ein Kohlenstoff ersetzt werden.
Abbildung 10 zeigt ebenfalls die Strukturen von 5-modifiziertem 2’-Desoxycytidin 2
bzw. 7-modifiziertem 2°-Desoxy-7-deazaguanosin 3, die jeweils mit einem

1,7-Octadiinyl-Linker versehen wurden.

Abbildung 10: Struktur ausgewahlter Beispiele von alkinmodifizierten Basen: 2'- O-Propargyluridin-DNA 1; 5-Octa-
1,7-diinyl-2"-desoxycytosin 2 und 8-Aza-7-deaza-7-octa-1,7-diinyl-2"-desoxyguanosin 3.
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Postsynthetische Modifikation von Nukleinsauren

Die stetig neuen Herausforderungen im Bereich der Fluoreszenz-Bioanalytik verlangen
nach neuen Nukleinsaure-Fluoreszenzsonden mit optimierten photophysikalischen
und anwendungsgerechten Eigenschaften. Dazu gehéren vor allem die
wellenlangenverschiebenden Sonden, die mit zwei oder mehreren Fluorophoren

ausgestattet sind.[32-36.76-78]

Eines der Ziele dieser Dissertation beinhaltete die Herstellung doppelt modifizierter
~Molecular Beacon” (MB). Diese wellenlangenverschiebenden Sonden sollten
anschlieBend optimiert und im Rahmen eines gemeinsamen Projektes mit dem DKFZ
die parallele Detektion von miRNA-21 bzw. miRNA-31 in verschiedenen
Krebszellkulturen ermdoglichen. Die Realisierung dieser mehrfachen ,Click™
Modifikation von ,Molecular Beacon” wird in Kapitel 6.1 im Detail diskutiert und mit

den Markierungsmethoden von Carell"?! und Wengel"® verglichen.

Als Alternative zu den Nukleosidbausteinen wurden, analog der oben erwdhnten
acylclischen Linkereinheit von TO/TR, alkinmodifizierte (S)- bzw.
(R)-3-Amino-1,2-propandiol-Linker hergestellt und die Auswirkungen der gewahlten
Stereoselektivitaten evaluiert.B%8 Ferner konnten die Basen- bzw. Fluorophor-
Modifikationen der CuAAC auch entgegengesetzt funktionalisiert werden. Bei dieser
Variation tragt der Farbstoff die Alkinfunktion und wurde mit einem Nukleosidbaustein
zur Reaktion gebracht, der als reaktive Gruppe ein Azid aufweist.[®283 Zudem wurde
vor Kurzem berichtet, dass sich die beiden Funktionalitaten Azid und Phosphoramidit
in elnem einzigen Baustein vereinen lassen, ohne dass storende Nebenreaktionen
auftreten.®4

Gegenwartig reprasentiert die CUAAC eine der fundamentalen Strategien, die bei der
postsynthetischen Modifikation von Biomolekiilen angewandt werden. Sie ist sehr
vielseitig einsetzbar, stellt jedoch keine universelle Losung dar. Das stark zelltoxische
Kupfer(l)-Kation setzt diesem postsynthetischen Ansatz klare Grenzen. Bereits Spuren
an Kupferionen kénnen die Resultate von Untersuchungen am lebenden Gewebe
mafBgeblich beeinflussen. Zwar ist es moglich, durch geschickte Aufarbeitung das
Kupfer(l) restlos von den Fluoreszenzsonden abzutrennen, eine Markierung unter
Kupferkatalyse innerhalb lebender Zellen ist allerdings auf diesem Wege nicht moglich.

Losungen dieser Problematik liefern im Wesentlichen vier innovative Ansatze.
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In erster Linie ist ein Verzicht auf Kupfer(l)-Katalyse naheliegend. Die kupferfreie
Variante der ,Click”-Reaktion wurde erstmals von Blomquist und Liu beschrieben!®]
und hauptséchlich von Bertozzi weiterentwickelt.B59! Sie beruht auf der Entlastung
von Ringspannung in Cyclooctinen und nutzt diese, um die Umsetzung der Edukte

voran zu treiben.

Die Reversibilitat der Diels-Alder-Reaktion (mit normalem Elektronenbedarf) war der
entscheidende Faktor, der nach einer Uberarbeitung dieses Konzeptes verlangte. Durch
eine geschickte Wahl der Reaktionsteilnehmer konnte man den Nachteil sehr einfach
umgehen. Die Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronenbedarf umfasst die
Umsetzung von Tetrazinen mit gespannten Alkenen.®®-1011 Diese Reaktion lauft mit
gewahlter Kombination der Edukte unter Stickstoffentweichung ab und verhindert

entsprechend die Riickreaktion.

Eine auBerst vielversprechende Alternative bietet die sogenannte ,Photoclick™
Reaktion. Es handelt sich dabei um eine lichtinduzierte Cycloaddition zwischen
Tetrazolen und aktivierten Alkenen.l'%2112 Die , Photoclick ~Reaktion verkniipft einen
photochemischen Prozess mit der raschen und selektiven Umsetzung der CuAAC, was

thr eine gesonderte Stellung unter den postsynthetischen Methoden verschafft.

Die Basis der vierten Strategie beruht auf der biochemischen
Oligonukleotidgewinnung durch den Einsatz von Polymerasen und modifizierten
Triphosphaten, mit Hilfe der Methodik der PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion).[68113-115]
Der grol3e Vorteil dieses Verfahrens ist, dass sich damit auch sehr lange Sequenzen

synthetisieren lassen, die mittels der gangigen Festphasensynthese nicht gelingen.!'1®
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3.3 Die Fluoreszenzfarbstoffe TO, TR und CylQ

Das chemische Grundgertist der neuen Fluorophore basiert primar auf den Strukturen
der Cyaninfarbstoffe CylQ (Cyanine Indole Quinoline) und Thiazolrot (TR). Diese
beiden Fluorophore wurden zusammen mit Thiazolorange (TO) im Arbeitskreis
Wagenknecht et al erfolgreich in verschiedenen Bereichen der Nukleinsaure-
Bioanalytik eingesetzti®*®l (Abbildung 11). Einige dieser Ergebnisse werden im

Folgenden gezeigt.

TO cylQ TR

Abbildung 11: Strukturen der Fluoreszenzfarbstoffe TO, CylQ und TR.

Das Energietransferpaar TO/TRI3®

Die Bildgebung von Nukleinsauren anhand fluoreszenter Sonden stellt ein wichtiges
Werkzeug dar, mit dem sich zelluldre Funktionen und Prozesse erforschen lassen.
Klassische Fluoreszenzsonden sind neben einem Fluoreszenzldoscher mit lediglich
elnem einzigen Farbstoff ausgestattet. Derartige Sonden erhdhen die Risiken zur
Fehlinterpretation von Messergebnissen, da bei Bindung der Zielsequenz das Auslesen
auf eine Wellenldnge beschrankt ist. Zusatzlich lasst sich das Signal teilweise oder nur
schwer vom Hintergrundrauschen der Probe unterscheiden. Diese starken
Einschrankungen fihrten zur Entwicklung wellenldangenverschiebender Sonden. Diese
sind mit zwet Fluorophoren versehen und gestatten so eine Auswertung bei zwet weit

voneinander getrennten Emissionswellenldangen.
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Die Fluoreszenzfarbstoffe TO, TR und CylQ

Die Forschung der Arbeitsgruppe Wagenknecht et al umfasste ebenfalls die
Herstellung solch zweifach modifizierter Nukleinsauresonden. Die beiden
Cyaninfarbstoffe TO und TR wurden jeweils als fluoreszente Basensurrogate mit
einzelstrangiger DNA so verbunden, dass sie im Duplex in raumliche Nahe zueinander
kamen und ein Energietransfer erfolgen konnte.3¥ Dies gestattete, die
sequenzspezifische Hybridisierung durch den Wechsel der Emissionsfarben von Rot
nach Griin anzuzeigen. Diese charakteristische Anderung der Emissionsfarbe gab dem
Konzept den zutreffenden Namen ,DNA Traffic Lights”'3?1 Die Anordnung der
Fluorophore konnte weiter optimiert werden und fiihrte zu einem Farbkontrast bis
1:20. Der groBe Kontrast bestatigte den exzellenten Energietransfer zwischen TO und

TR.

In einer besonders eindrucksvollen Arbeit galt es, die gesuchte Zielsequenz mittels
wellenlangenverschiebendem ,Molecular Beacon” nachzuweisen.l’®! Die erhaltenen
Daten wurden mit einem kommerziell erhaltlichen ,Molecular Beacon” verglichen
(Abbildung 12). Eine Evaluation der Ergebnisse wurde auf Basis des Kontrastfaktors f
durchgefiihrt. Dieser Faktor gibt die Anderung der Fluoreszenzintensitatsverhaltnisse
von der Duplex- zur Haarnadelform an. Die kommerziell erworbene Sonde zeigte
hierbet nur einen maBigen Anstieg des Kontrastfaktors f auf einen finalen Wert von
ungefahr 4. Unterdessen fiel die Resonanz auf die Zielsequenz beim , Traffic Lights-MB”
um fast eine GroBenordnung starker aus (f = 34) und bestatigte eindeutig den groBen

Nutzen des Energietransferpaares TO/TR in der Fluoreszenz-Bioanalytik.

0.0 equiv
0.5 equiv f= 34
354 —
. /'
1.0 equiv 30 —e—DNA1
1.6 equiv 254 v~ DNAE
! ‘ 204
154
¢ 104
5 — et . 1/
Y = f=4
00 02 04 06 08 10 12 14 18

[counterstrand] / equiv. ——

Abbildung 12: Links: Fluoreszenzspektren der Titrationsschritte des TO/TR-modifizierten ,Molecular Beacon” mit
der Zielsequenz. Rechts: Anstieg des Kontrastfaktors f durch Zugabe der Zielsequenz. Gezeigt ist der Vergleich zu

einem kommerziell erhiltlichen ,Molecular Beacon 176



Die Fluoreszenzfarbstoffe TO, TR und CylQ

Uber dies hinaus konnten die ,DNA Traffic Lights” in biologisch relevanten
Strangaustausch-Experimenten(®3 sowie in einem Aptasensor®? fiir den Nachweis von
Adenosin beitragen. Nach Mikroinjektion TO/TR-markierter Fluoreszenzsonden in
CHO-K1-Zellen war es mdglich, mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie den

Fluoreszenzfarbwechsel des ET-Paares ebenfalls in vivo zu beobachten.34

Die vielversprechenden Resultate erweiterten den Einsatz der , Traffic Lights” auf das
Gebiet der RNA-Detektion.B> Der hohe Farbkontrast TO/TR-modifizierter Sonden
gestattete, die Aufnahme und Integritdt von siRNA in lebenden CHO-K1-Zellen
sichtbar zu machen. Der Transport in die Zellen erfolgte dabei mit Lipofectamin. Es
konnte zusatzlich nachgewiesen werden, dass der siRNA-Sensor trotz Modifikation mit
eilnem Fluoreszenzfarbstoff seine Fahigkeit zur Gen-Stilllegung weitestgehend
beibehielt.

Das Interesse an fluoreszenten Oligonukleotidsonden mit ausreichend photostabilen
Fluorophoren stieg in den Jahren seit Entwicklung der Einzelmolekulspektroskopie
rasant an. Die Untersuchungen bei langer anhaltender Belichtung der Cyaninfarbstoffe
TO und TR lieB deren Grenzen deutlich hervortreten.8 Im Gegensatz dazu zeigte der
Farbstoff CylQ nicht nur ausgezeichnete optische Eigenschaften sondern eine
Uberragend hohe Photostabilitat. Im folgenden Abschnitt werden die erhaltenen

Resultate genauer gezeigt.

Styryl-Farbstoffe

Die kombinatorische Chemie ist in den vergangen Jahren zu einem der
einflussreichsten Werkzeuge bei der Entdeckung neuer Wirkstoffe fir die
Pharmaindustrie oder anderen industriell nutzbaren Materialien herangewachsen.
Stets werden innovative Methoden entworfen, mit denen sich nicht nur auf schnellerem
Wege viele Substanzen gewinnen lassen, sondern diese ebenfalls mit hohem Durchsatz
analysiert und charakterisiert werden kénnen. Im Zuge eines derartigen GroBprojektes

wurde man auch erstmals auf den Farbstoff CylQ aufmerksam.['17-1221

27



28

Die Fluoreszenzfarbstoffe TO, TR und CylQ

Abbildung 13: 96-well-Platten aus der Styryl-Farbstoff-Bibliothek von Chang und Rosania.'1"!

Chang und Rosania erstellten eine Styryl-Farbstoff-Bibliothek unter Verwendung von
Uber 200 verschiedenen Aldehyden und 14 Pyridinium-Derivaten.l"7-1221 Dabei machte
man sich die unkomplizierte und unter chemisch milden Bedingungen ablaufende
Kupplung der beiden Bausteine zum fertigen Chromophor zunutze. In 96-Well-Platten
wurden die Edukte unter Einstrahlung von Mikrowellen zur Reaktion gebracht. Man
erstellte auf diese Art recht zligig eine Styryl-Bibliothek, die mehr als 1300 Farbstoffe
umfasste. Diese Substanzen wurden nach LC/MS-Charakterisierung ohne weitere
Aufarbeitung mit menschlichen Melanom-Zellen inkubiert und mikroskopisch
analysiert. Im darauffolgenden sekundaren Screening identifizierte man CylQ als
potentiellen Fluoreszenzfarbstoff zur Anfarbung von Nukleinsduren, wobei seine

Spezifitat fir RNA zum Vorschein trat.['18-122

Trotz der Geschwindigkeit und des hohen Durchsatzes konnen solche Methoden auch
so manchen ,Schatz” unentdeckt lassen, da synthesebedingte Verunreinigungen einen
starken Einfluss auf die Bildgebung von Zellen ausiiben kdnnen. Kleinere synthetische
Veranderungen, die optische und andere spezifische Merkmale der Fluorophore
verbessern kénnten, sind im Bulk-MaBstab nicht realisierbar. Hier ist das Feingefihl
eines Forschers gefragt, der angesichts aller Variationen und Richtungen genau

derjenigen Intuition folgt, die zum besten Resultat flihren wird.
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Wagenknecht et al. modifizierte CylQ mit einem 3-Hydroxypropyl-Linker und konnte
den Farbstoff nach weiteren Syntheseschritten kovalent mit DNA verknupfen. Bald
darauf wurde gezeigt, dass die hohe Photostabilitdt dieses Fluoreszenzfarbstoffes mit
seinen kommerziell erhaltlichen Gegenspielern nicht nur mithalten, sondern diese
groBtenteils auch Ubertreffen konnte.P®l Abbildung 15 zeigt den Vergleich der
Fluoreszenzintensitatsabnahmen bet Belichtung. Die Fluorophore BODIPY, TO, TR
sowie Fluorescein sind deutlich labiler als CylQ. Lediglich der Cyaninfarbstoff Cy3
zeigte eine, im Vergleich zu CylQ, hohere Stabilitat. Die verschiedenen Faktoren, die
einen Einfluss auf die Photostabilitdt von Cyaninfarbstoffen ausiiben kénnen, werden

in Kapitel 3.4 detaillierter herausgearbeitet.
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Abbildung 14: Vergleich der Photostabilitat von CylQ, TO, TR, BODIPY, Fluorescein und Cy3. Gezeigt sind die

Fluoreszenzintensitatsabnahmen in Relation zur Belichtungszeit.[58!

Styryl-Farbstoffe finden auch in unzahligen anderen Bereichen der modernen Industrie
eine Anwendung.['?3] Sie dienen z. B. als Sensibilisatoren, als optisches Medium fur
laser disks oder als Laser-Farbstoffe und werden zudem in OLEDs (organic light-

emitting diodes) eingesetzt.
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3.4 Photostabilitat von Cyaninfarbstoffen

Wenn ein Fluorophor aufgrund von Lichteinstrahlung dauerhaft erlischt, also seine
Fahigkeit zu fluoreszieren verliert, so spricht man von Photobleichen. Das Ausbleichen
von Farbstoffen unter anhaltender Belichtung stellt heutzutage einen der
gravierendsten Faktoren dar, die in der fluoreszenten Bildgebung sowie der
Einzelmolekilspektroskopie dafiir verantwortlich sind, dass nur eingeschrénkte Daten
erhalten oder zeitlich begrenzte Beobachtungen gemacht werden kdnnen. Die fatale
Auswirkung auf Untersuchungen, die mit rasch verblassenden Farbstoffen
vorgenommen werden, wird bet genauer Betrachtung der Einzelbilder in Abbildung 15

deutlich.l'24

(d) (e) f)

Abbildung 15: Photobleichen. Gezeigt sind Aufnahmen von Fibroblasten der Lederhaut des Muntjakhirsches in
Abstanden von jeweils 2 Minuten Belichtung. Die Zellen wurden mit mehreren Fluorophoren angefarbt. Zellkerne:
DAPI mit blauer Emissionsfarbe, Mitochondrien: MitoTracker Rot mit roter Fluoreszenz sowie Actinfilamente des

Cytoskeletts: Alexa Fluor 488 mit griiner Fluoreszenzfarbe.l'24

Abbildung 15 zeigt die Aufnahmen von angefarbten Fibroblasten der Lederhaut des
Muntjakhirsches in Abstanden von jeweils zwei Minuten Belichtung. Die Anfarbung der
Zellen erfolgte dabei mit drei verschiedenen Fluorophoren, die standardgemaB zur
Fluoreszenzmarkierung einzelner Zellbestandteile eingesetzt werden. Zellkerne

werden meist mit DAPI (blauer Emission), Mitochondrien mit MitoTracker Rot
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(rote Fluoreszenz) sowie die Actinfilamente des Cytoskeletts anhand von Alexa Fluor
488 (grine Fluoreszenzfarbe) visualisiert. Alle drei Fluoreszenzfarbstoffe wurden
gleichzeitig angeregt und in zweiminitigem Takt die digitalen Bilder (a) bis (f)
aufgezeichnet. Zu Beginn ist die Emission aller Marker mit hoher Intensitat zu
beobachten. Doch schon nach zwet Minuten ist eine starke Abnahme der blauen DAPI-
Fluoreszenz erkennbar, die nach Ablauf von sechs Minuten vollstandig erloschen ist.
Obwohl die beiden anderen Farbereagenzien eine ausgepragtere Stabilitat zeigen, ist

ihr zeitabhangiges Verblassen ebenfalls deutlich zu erkennen.

Das Ausmal, dem Fluoreszenzmarker dem Photobleichen unterliegen, hangt primar
von der strukturellen Herkunft der Molekiile ab. Derzeit werden verschiedene
Strategien verfolgt, die zur Stabilisierung von Fluorophoren beitragen kénnen. Einige

dieser Ansatze sollen im weiteren Verlauf dieses Kapitels vorgestellt werden.

Allgemeine Methoden zur Erhohung der Photostabilitit von

Fluorophoren

Die Hauptrolle bei bleichenden Photoprozessen und bei der Entstehung von
Phototoxizitat, also der photoinduzierten Toxizitat von Fluorophoren, spielt der
Singulett-Sauerstoff.[>>-129 Diese hochreaktive Sauerstoffspezies ist an zwei moglichen
Reaktionen mit einem angeregten Fluoreszenzfarbstoff beteiligt. Zum einen kann ein
Energietransfer vom im Triplett-Zustand befindlichen Fluorophor auf molekularen
Sauerstoff stattfinden, der infolgedessen zum energetisch angeregten Singulett-
Sauerstoff umgewandelt wird. Auf der anderen Seite besteht die Mdglichkeit eines
Elektronentransfers vom Triplett-Fluorophor auf molekularen Sauerstoff, wobei ein
Superoxid-Radikalanion gebildet wird, das wiederum Oxidationsreaktionen auslosen
kann. Das Superoxid-Radikalanion wird gemeinsam mit Singulett-Sauerstoff und
weiteren oxidierenden Intermediaten als reaktive Sauerstoffspezies (ROS (Reactive
Oxygen Species) O>”, 10, HO", HOz und H»0) zusammengefasst, die in vereinter
Wirkung (ber das ,Wohl oder Ubel" eines Fluorophors entscheiden.'?®13" Dabei

tragen diese ROS neben der Zersetzung von Fluoreszenzmarkern auch Uber
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verschiedene Wege zur Zerstérung von Biomolekilen bei.32-1341 Bis zum heutigen Tag
sind die Ablaufe beim Photobleichen durch die einzelnen ROS noch nicht vollstandig

verstanden.

Eine naheliegende Methodik zur Reduktion derart auftretender reaktiver
Sauerstoffintermediate beruht auf der Entfernung von Sauerstoff aus den
Untersuchungsldsungen. Dies lasst sich durch Entgasen der verwendeten Losungen
und anschlieBender Sattigung mit sauerstofffreien Gasen bewerkstelligen.?3! Dieser
Losungsansatz ist jedoch bei der Bildgebung von lebenden Zellen und Geweben nicht
anwendbar. In jlingster Zeit wurde vom Einsatz sauerstoffabfangender Enzyme, wie
z. B. der Glucose-Oxidase oder Glucose-Katalase berichtet.l’335] Derartige Systeme
sind derzeit noch unvollstandig charakterisiert und bedirfen weitaus tiefgehender

Erforschung, bevor man sie standardmalig verwenden kann.

Als besonders vielversprechend gilt die Verwendung von triplettléschenden Additiven,
den sogenannten , Triplett-state quencher" (TSQ).l'361371 Hierzu gehoren vor allem
Cycloocta-1,3,5,7-tetraen (COT), 4-Nitrobenzylalkohol (NBA) sowie Trolox (6-Hydroxy-
2,5,7,8-tertramethylchroman-2-carbonsaure). Diese schiitzenden Additive l6schen den
Triplettzustand des Fluoreszenzfarbstoffes, sodass dessen Grundzustand So sehr rasch
wiederhergestellt wird. Man fand heraus, dass TSQs Uber einen kollisionsbasierten
Mechanismus wirken, und eine Kombination mehrerer TSQs zu den besten Resultaten
fuhren kann. Trotz der bemerkenswerten Verbesserungen, die durch schiitzende
Additive erzielt wurden, ist thr Einsatz nur stark begrenzt moglich. Die stabilisierenden
Effekte der TSQ sind vorrangig von der Kollisionshaufigkeit mit den Fluorophoren und
somit von der TSQ-Konzentration abhangig. Aus diesem Grund sind gewohnlich TSQ-
Konzentrationen im millimolaren Bereich notwendig, um eine Stabilisierung des
Markers zu erreichen. Werden diese Substanzen in solch hohen Konzentrationen
zugesetzt, steigt die Wahrscheinlichkeit dafir, dass sie selbst eine biologische Aktivitat
hervorrufen. Beispielsweise wurde nachgewiesen, dass COT, NBA und Trolox mit
biologischen Membranen interagieren und zugleich die Funktion integraler

Membranproteine verandern kdnnen.

Die kovalente Verknipfung zwischen Fluoreszenzfarbstoff und Additiv Gberwindet den
negativen Aspekt der erforderlichen Konzentration auf besonders elegante Weise.

Dieses Vorgehen wird am Ende des Kapitels genauer erklart.[23127.128136]
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Stabilitatsunterschiede aufgrund der Fluorophorstruktur

Die Natur eines Heterocyclus, der in einem Fluoreszenzfarbstoff integriert ist, kann
signifikante Anderungen der Photostabilitit hervorrufen. Es konnte beobachtet
werden, dass sich aus Benzothiazol aufgebaute Fluorophore verstarkt photolabil
verhalten im direkten Vergleich zu indolhaltigen Farbstoffen.l'2%138] Diese Tatsache
konnte durch die, in Kapitel 3.3 gezeigten Ergebnisse der Photostabilitatsuntersuchung
von TO, TR und CylQ bzw. Cy3 bekraftigt werden.>® Sowohl TO als auch TR beinhalten
den Heterocyclus Benzothiazol, bet dem der enthaltene Schwefel die Hauptursache der
Instabilitat darstellt. Die Anwesenheit von Indol innerhalb des Farbstoffgerists von
CylQ macht sich durch eine erstaunlich groBere Stabilitat bet Belichtung bemerkbar.
Dieser Effekt tritt noch auffallender bei Cy3 zum Vorschein, das aus zwei 3,3-
Dimethylindolbausteinen zusammengesetzt ist (Abbildung 16). Generell zeigen Cy3
und seine strukturverwandten Cyaninfarbstoffe eine relativ hohe Photostabilitat,

weshalb sie sehr haufig in der Einzelmolekulspektroskopie eingesetzt werden.['3]
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Abbildung 16: Links: Struktur des Cyaninfarbstoffes Cy3. Rechts: Absorptions- und Emissionsspektren von Cy3
und den strukturell verwandten Fluorophoren Cy3.5, Cy5 und Cy5.5.['%4

Allerdings zeigen Cy3 und analog aufgebaute Cyanine entscheidende Defizite in thren
optischen Eigenschaften, weshalb sie den strengen Anforderungen an leistungsstarke
Fluoreszenzfarbstoffe nicht entsprechen. Sie weisen nur eine sehr kleine Stokes-
Verschiebung von lediglich 20 nm auf. Infolgedessen kann eine Stérung durch das

Anregungslicht deutlich starker ins Gewicht fallen und gestattet auBerdem nur die
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Aufzeichnung eines sehr kleinen, beschrankten Emissionsbereiches. In der Praxis findet
man zahlreiche Beispiele, bei denen die beiden Cyanine Cy3 und Cy5 als
Energietransferpaar kombiniert werden. Bei genauerer Betrachtung der
Absorptionsspektren’  von Cy3 bzw. Cy5 wird deutlich, dass sich die
Absorptionsbanden beider Farbstoffe sehr stark tberlagern. Eine gezielte Anregung
nur eines der beiden Fluorophore ist damit nahezu unmdglich. Folglich sind bet einem
Energietransfer  (ET)  zwischen den beiden Cyaninen nur  schlechte
Fluoreszenzverhaltnisse und damit maBige Farbkontraste detektierbar. Obendrein ist
eine saubere Separierung der mittels ET erzeugten Akzeptoremission und der Emission
durch ungewollte direkte Anregung des Akzeptors nicht vollstandig zu erreichen.
Prazise Resultate lassen sich unter diesen Gegebenheiten nur schwer erzielen. Aus
diesen Grunden steigt die Nachfrage nach neuen und besser geeigneten

Fluoreszenzfarbstoffen stetig an.[™!

Erhohung der Photostabilitit durch elektronenziehende

Substituenten

Bereits 1975 beschaftigte sich Byers et al mit der 1,2-Addition von Singulett-Sauerstoff
an das a-Kohlenstoffatom der Polymethinbriicke von Cyaninen. Er zeigte, dass diese
Photooxidationsreaktionen zur primaren Bildung von Carbonylkomponenten
fihren.'% Ca. 20 Jahre spéater erforschte Chen et al die Photooxidation von
benzothiazolhaltigen Cyaninen und die dabei zugrundeliegenden Mechanismen.['3"]
Chen konnte die photoinduzierte Entstehung aldehyd- und ketonfunktionalisierter

Abbauprodukte bestatigen.

Mit der Absicht, die Photostabilitat von Merocyaninen zu erhdhen, untersuchte Hahn
et al den durch photogenerierten Singulett-Sauerstoff ausgeldsten Abbauprozess
dieser Farbstoffe sowie entstehende Abbauprodukte im Detail.'38 Hahn et al konnten
die Bildung von Benzothiazolon 7 eindeutig anhand von LC-MS-Messungen

nachweisen. Der initiale Singulett-Sauerstoff-Angriff am nucleophilsten a-Kohlenstoff
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der Polymethinbriicke des Cyanins 4 flhrt zur Generierung des Carbonyls 7 (siehe

Abbildung 17).
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Abbildung 17: Postulierter Photoabbauweg nach Hahn et al.

Im Zuge eines Angriffs durch Singulett-Sauerstoff bildet sich zuerst das zwitterionische
Intermediat 5, welches anschlieBend zum Dioxetan 6 umgewandelt wird. Die
Zersetzung von 6 resultiert schlieBlich in der Bildung des stabilen Benzothiazolons 7.
Hahn et al. fanden zudem heraus, dass dieser Abbauprozess verhindert werden kann,
indem man den a-Kohlenstoff mit einer elektronenziehenden Gruppe modifiziert.
Infolgedessen wird Elektronendichte von diesem Atom abgezogen und somit der
Singulett-Sauerstoff-Angriff merklich reduziert. Eine elektronenziehende Modifikation
in Form eines Cyanid-Substituenten ist besonders glinstig. Die Cyanid-Funktion besitzt
nicht nur eine stark elektronenziehende Wirkung, sondern ist zudem auch sehr klein
und gewahrleistet dadurch die Erhaltung der Planaritat des Farbstoffmolekuls. Hahns
cyanidmodifizierter Merocyaninfarbstoff 8 wies eine enorm gesteigerte Stabilitat im

Vergleich zum unmodifizierten Derivat auf.

Analog der Beobachtungen von Hahn kann man gleiche Rickschlisse auf die
Photoabbauprozesse der hier besprochenen Farbstoffe ziehen. Aufgrund der
Erkenntnisse sind unter anderem dret der Fluorophore dieser Dissertation mit etner

Cyanid-Gruppe versehen worden.

Eine Strategie, die ebenfalls auf den Forschungsergebnissen von Hahn basiert, wurde

von Armitage et al. verfolgt. Armitage et al. synthetisierten Cyanine, die einfach- oder
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perfluorierte Aromaten fiir die Erzeugung des gewlinschten Elektronenzugs enthielten,
wie das in Abbildung 19 beispielhaft gezeigte TO-4F.['41 In weiteren Arbeiten stellten
Armitage et al auch Fluorophore mit Cyanid-Modifikation an a-Position der
Polymethinbriicke her. Darunter befand sich auch ein cyanidtragendes Thiazolorange-
Derivat TO-CN (Abbildung 19).'4? Das gleiche Molekil (mit 3-Hydroxypropyl-Linker
anstelle der Methylgruppe am Benzothiazol) wurde ebenfalls zu Beginn der
Dissertation synthetisiert und mit den anderen neuen Fluorophoren verglichen. Es
stellte sich bald heraus, dass, trotz geringer GroBe der Cyanid-Gruppe, tihre
Anwesenheit an der Monomethinbriicke von TO-CN einen massiv stérenden Effekt auf
die Planaritat des Molekuls ausubt. Folglich sanken die Quantenausbeute und damit
die Fluoreszenzintensitdt des TO-CN im Vergleich zum unmodifizierten Derivat

drastisch ab.
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Abbildung 18: Struktur von TO-4F (links) und TO-CN (rechts).[141.142]

In der Evaluation aller entworfenen Cyaninfarbstoffe wurde TO-CN schnell aufgrund
seiner mangelhaften spektroskopischen Eigenschaften als eine weniger
vielversprechende Verbindung aussortiert und deshalb nicht weitergehend erforscht.
Dennoch gelangen Armitage et al. einige Zeit spater die Publikation dieses Fluorophors

in einer hochrangigen Fachzeitschrift.[4?]
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Erhohung der Photostabilitat durch kovalent gebundene Triplett-

Loscher

Angesichts der schlechten Loslichkeit von TSQ in wassrigen Medien sowie deren
potentielle Toxizitat bei sehr hohen, aber notwendigen Konzentrationen, ist der Einsatz
dieser Additive nur bedingt in der Praxis realisierbar. Kurzlich entwickelte Scott C
Blanchard eine ausgesprochen effektive Strategie zur Erhdhung der Stabilitat
organischer Fluorophore. Durch kovalente Verknipfung von Triplett-Loschern mit
einem Cyaninfarbstoff erhielt er die héchste effektiv erreichbare TSQ-Konzentration im
finalen Konjugat.[?3127.128.136.143.1441  Blanchard et al konnten zeigen, dass die
verschiedenen TSQ-Modifikationen unterschiedlichen Mechanismen beim Loschen der
Cyanin-Triplettzustande folgen. Wahrend auf der einen Seite die Triplettzustande von
NBA- oder Trolox-modifizierten Fluorophorderivaten einem weniger kontrollierbaren
Elektronentransfer-Mechanismus unterliegen, findet auf der anderen Seite das Loschen
des angeregten Triplettzustandes eines Cyanins mit COT-Modifikation Uber einen
Energietransfer auf COT statt. Blanchard et al synthetisierten unter anderem ein Cy5-
Derivat, das Uber einen Propyl-Linker mit COT versehen wurde. Anhand dieses
Konjugates konnte die Lebenszeit des Triplettzustandes von Cy5 von ungefahr 63 ps
auf 1.1 us verkirzt werden. Verweilt ein Chromophor sehr kurz in seinem angeregten
Triplettzustand, werden ablaufende Nebenreaktionen mit den stark oxidierenden
Sauerstoffspezies signifikant vermindert. Die Messungen bewiesen ferner eine
Korrelation zwischen der Lebenszeitverkirzung des Triplettzustandes und der

Photostabilitatserhohung des Farbstoffes.

Auch in der Gruppe von Wagenknecht arbeitet man aktuell an der Synthese COT-
modifizierter Cyaninfarbstoffe mit dem Ziel, die bereits auBergewdhnlich groBen

Photostabilitaten der neuen Fluorophore noch weiter zu steigern.



3.5 Peptid-Nukleinsduren (PNA)

Seit Uber 20 Jahren stellt die von Nielsen et al eingefiihrte PNA (peptide nucleic acid)
eines der wichtigsten Nukleinsaure-Analoga dar. PNA findet man heutzutage sehr
haufig als Werkzeug in der chemisch-biologischen Forschung.l'%’! In der Nielsen-PNA
(aegPNA) wurde das Desoxyribose-Phosphat-Riickgrat der DNA durch das einfacher
zu synthetisierende achirale 2-Aminoethyl-Glycin (aeg) ersetzt. Diese strukturelle
Veranderung flhrte einerseits zu einer gréBeren konformationellen Flexibilitat der PNA
und andererseits zu einer gesteigerten Resistenz gegeniber Nukleasen und Proteasen
(Abbildung 19). Besonders diese Resistenzerhhung gegen abbauende Enzyme der
Zelle lieB die aegPNA zu einer attraktiven Alternative in diagnostischen Anwendungen
heranwachsen. Die aegPNA besitzt aufgrund ihrer Peptidstruktur ein ungeladenes
Ruckgrat. Dadurch erreichte man im Heteroduplex mit naturlichen Nukleinsauren eine
reduzierte AbstoBung zum negativ geladenen Phosphat-Rickgrat. Als direkte Folge
der verminderten repulsiven elektrostatischen Krafte durch aegPNA wird eine
gesteigerte Affinitat zu komplementarer DNA oder RNA im Vergleich zu dem
jeweiligen Homoduplex erlangt. Im Zuge einer Optimierung erganzte man den C-
Terminus der aegPNA mit einem oder mehreren Lysinresten und verringerte so nicht
nur die PNA-Selbstaggregation sondern erhielt gleichzeitig eine bessere Loslichkeit

der PNA in Wasser.[146.147]
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tcypPNA
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Abbildung 19: Strukturen der Nielsen-PNA (aegPNA) und ihre Derivate &cypPNA sowie yPNA, die durch eine

strukturelle Weiterentwicklung die Eigenschaften der PNA verbesserten.

Die aegPNA besitzt die Fahigkeit, mit sich selbst zu PNA/PNA-Homodimeren zu
hybridisieren. Eine weitere typische Eigenschaft der aegPNA ist die Ausbildung von
Watson-Crick-Hoogsteen-(PNA)/DNA-Triplexen. Die Triplex-Formierung sowie die
groBe Flexibilitat und die dadurch gegebene Moglichkeit zur parallelen und auch

antiparallelen Bindung an Nukleinsauren schranken die Anwendungsauswahl der
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aegPNA sehr stark ein.l"#8 In der letzten Zeit wurden verschiedene Strategien verfolgt,
welche die Unterdriickung der Selbstbindung zwischen den PNA-Einzelstrangen zum
erklarten Ziel hatten.'"” Darunter befand sich die Entwicklung einer pseudo-
komplementaren PNA, in der die Nukleobasen Adenin und Thymin der
konventionellen aegPNA durch die modifizierten Basen 2,6-Diaminopurin und 2-
Thiouracil ersetzt wurden.['*0751 Es konnte daraufhin nachgewiesen werden, dass der
Einbau von 2,6-Diaminopurin aufgrund der Ausbildung einer zusatzlichen
Wasserstoffbriickenbindung eine Stabilisierung im PNA-DNA-Heteroduplex bewirkt.
Andere synthetische Basensurrogate, wie ein bicyclisches Thymin-Analog oder das
tricyclische, zu Guanosin komplementdre ,G-clamp"-Derivat forderten die
Heteroduplex-Stabilitat durch verstarkte n-n-Wechselwirkungen in gebildeten
Basenpaarungen.l'>>-1>4  Allerdings  reichte die  Bindungsspezifitait  dieser
Basenvariationen zur exakten Differenzierung zwischen DNA und RNA bei weitem nicht
aus. Eine verbesserte Selektivitat fiir komplementdare DNA konnte man erstmals durch
etne Veranderung der Stereochemie im PNA-Grundgerist erzielen. In diesem Fall
wurde die y-Position im PNA-Ruckgrat mit einer Methylgruppe versehen (Abbildung
19).115>1561 Auf diese Weise erhielt die sogenannte yPNA eine Chiralitat und brachte sie
damit ithrem aus der Natur abstammendem DNA-Vorbild ein groBes Stlick naher. Als
direkte Folge der eingefiihrten Chiralitat verringerte sich die Flexibilitat der PNA

dermaBen, dass eine Selektivitatssteigerung fir DNA moglich wurde.

Mehrere Ansdtze zur Affinitats- und Selektivitatserhohung beruhten auf der
Integrierung cyclischer Modifikationen in das PNA-RUlckgrat.['>"] Der Gberwiegende Teil
dieser cyclischen PNA-Variationen verschlechterte jedoch zugleich die
Hybridisierungseigenschaften der PNA oder flhrte zu schwer abschatzbaren
Sequenzabhangigkeiten.>8 Unter allen cyclischen Derivaten verdienten sich die trans-
Cyclopentan-PNA (&ypPNA) sowie die Pyrrolidinyl-PNA (acpcPNA) besondere
Aufmerksamkeit. Die Pyrrolidinyl-PNA, als vielversprechende Innovation im Bereich der
PNA-Strukturoptimierung, wird im folgenden Abschnitt im Detail erortert. Bei der
anderen konformationell stark eingeschrankten PNA-Variante, der &cypPNA, wurde
der Ethylendiamin-Baustein aus der aegPNA durch eine oder mehrere (5,5)-trans-
Cyclopentandiamin-Einheiten ersetzt (Abbildung 19).'>% Dieser Austausch bewirkte

eine deutliche Verringerung der konformellen Flexibilitat von aegPNA. Damit erreichte
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die 'rypPNA einen signifikanten Affinitatsanstieg fiir DNA sowohl im Heteroduplex als

auch in tripelhelikalen Strukturen.[160.161]

Pyrrolidinyl-PNA (acpcPNA)

Die gravierenden Nachteile der NVielsen-PNA in Bezug auf Flexibilitat, Selektivitat sowie
Spezifitat konnte T7irayut Vilaivan durch Entwicklung der Pyrrolidinyl-PNA (acpcPNA)
beseitigen. In der acpcPNA wurden zwei verschiedene cyclische Bausteine in das PNA-
Ruckgrat eingegliedert. Dabet wurde alternierend ein D-Prolin mit einer (75,25)-2-
Amino-1-cyclopentancarbonsaure-Einheit (acpc), die als Abstandhalter dienen sollte,
verbunden. Diese gut durchdachte Modifikation verlieh der resultierenden acpcPNA-
Struktur eine Chiralitat und eine cyclische, der DNA weitaus ahnlichere Form
(Abbildung 20). Infolge der strukturellen Veranderung erniedrigte sich die Flexibilitat
des PNA-Gerusts auBerordentlich und ermdglichte zugleich eine ausschlieBlich
antiparallel orientierte Bindung an DNA. Uberdies hinaus gelang mit dem einzigartigen
Design der acpcPNA eine signifikant bevorzugte Heteroduplex-Ausbildung mit DNA
im Gegensatz zur Formierung eines acpcPNA-RNA-Hybrids. Diese dulerst geringe
Affinitat zu RNA unterscheidet die acpcPNA maBgeblich von allen anderen
PNA-Modifikationen.[162-165]
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Abbildung 20: Strukturvergleich von DNA, acpcPNA und dem APC-modifizierten acpcPNA-Baustein, der die

Fluoreszenzmarkierung der Pyrrolidinyl-PNA ermdglicht.

Weiterhin zeigte die Pyrrolidinyl-PNA keinerlei nachweisbare Bildung von PNA/PNA-

Doppelstrangen oder tripelhelikalen Strukturen, was die acpcPNA bis zum heutigen
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Tag von konkurrierenden PNA-Gerusten differenziert. Alle anderen entwickelten PNA-
Varianten binden mit sich selbst in gleichem MaBe oder sogar besser als mit den
naturlichen Nukleinsauren.['# Weitere Vorteile der acpcPNA im Vergleich zur Nielsen-
PNA sind die exzellente Sequenzspezifitat und Hybridisierungseffizienz sowie eine
optimale Diskriminierung von Einzelbasenfehlpaarungen und der damit verknlpften
auBerordentlich hohen Schmelzpunktdifferenzen.['66-1681 Kiirzlich gelang es, eine
(3R,45)-3-Aminopyrrolidin-4-carbonsaure-Einheit  (APC) in die acpcPNA-Struktur
einzubauen. Diese chemische Variation erlaubt die postsynthetische Verkniipfung der
acpcPNA  mit Fluoreszenzfarbstoffen, und demzufolge kann die hohe
Sequenzselektivitat spektroskopisch beobachtbar gemacht werden (Abbildung 20).
Mittels reduktiver Alkylierung verknlpfte man die APC-Einheit mit verschiedenen azid-
oder alkinfunktionalisierten Linkern und konnte anschlieBend anhand der
kupferkatalysierten ,Click™-Reaktion verschiedene Fluorophore an die PNA-Sonde
binden.l'8-1721 Ein Charakteristikum, das die Pyrrolidinyl-PNA ebenfalls deutlich von
allen bisherigen PNA-Variationen unterscheidet, ist eine starkere Heteroduplex-
Stabilisierung durch A-T-Basenpaare anstelle der gewohnlich auftretenden
Stabilitatserhohung durch die Paarung von Guanin mit Cytosin. Erganzend konnte man
in einer aktuellen Arbeit erneut die auBBergewohnlich feste Bindung innerhalb von
acpcPNA-DNA-Hybriden nachweisen. Als Folge sehr starker Wechselwirkungen
zwischen den Basen und einiger Chromophore kann in den gebildeten Hybriden eine
signifikante Minderung der Fluoreszenzintensitat des Chromophors auftreten. Durch
die Insertion einer Uberschissigen Base in die PNA-Sequenz wurde die Fluorophor-
Basen-Wechselwirkung gemindert. Folglich konnte man die Emissionsintensitat der

Fluoreszenzfarbstoffe vollstandig wiederherstellen.['7?!

Die genannten positiven Eigenschaften der acpcPNA wurden auch im Rahmen dieser
Dissertation zur hochempfindlichen DNA-Detektion bei Strangaustauschexperimenten
(Kapitel 6.2) ausgenutzt. In Kapitel 6.3 werden weitere Vorteile der Pyrrolidinyl-PNA
anhand der durchgefihrten Untersuchungen zur PNA-Invasion in doppelstrangige
DNA herausgearbeitet. Die besonderen Eigenschaften der acpcPNA machen ihren
auBerordentlichen Wert bei antigenen Forschungsvorhaben deutlich. Auch bei solchen
Antigen-Strategien ist die herkdmmliche Nielsen-PNA aufgrund mangelnder Spezifitat

keine ernstzunehmende Konkurrenz fur die einzigartige acpcPNA.



4. Entwicklung und Evaluation photostabiler

Cyaninfarbstoffe

Dieses Kapitel ist dem ersten Teil der Dissertationsthematik gewidmet und in vier
Teilbereiche gegliedert. Zu Beginn werden die verwendeten Synthesestrategien naher
vorgestellt, die bei der Entwicklung der neuen Fluoreszenzfarbstoffe zielfiihrend waren.
Die Charakterisierung der synthetisierten Farbstoffe wird im Anschluss innerhalb der
dret verbleibenden Bereiche des Kapitels vorgenommen. Dabet werden die
Teilbereiche jeweils einer spezifischen Untersuchung zugeordnet, die einen
maBgebenden Parameter leistungsstarker Fluorophore reprasentiert. Der Vergleich
erhaltener Daten aus Fluoreszenztitration, Halbwertszeit- sowie Quantenausbeute-
Bestimmung gewahrt schlieBlich die Bewertung der gewtinschten Eigenschaften der

verschiedenen Cyaninfarbstoffe.

Zur einfacheren Unterscheidung der 29 diskutierten Fluorophore der vorliegenden
Arbeit wurden die vollstandig synthetisierten Farbstoffe nach ihrer Emissionsfarbe
benannt. Ausnahmen hierbei bilden die Cyanine, deren Abklirzungen bereits seit
geraumer Zeit durch diverse Publikationen ,etabliert” wurden. Hierzu zahlen: CylQ, TR,

TO sowie deren cyanidmodifizierte Derivate TR-CN und TO-CN.

Im Experimentalteil (Kapitel 8.3, Tabelle 11) ist eine Ubersicht zu finden, die eine
Aufstellung aller Farbstoffe und ihrer entsprechenden Edukte zeigt. Weiterhin sind dort

die Gesamtausbeuten Uber alle Synthesestufen aufgelistet.

4.1 Synthesestrategien

Mit der Absicht, durch gezielte synthetische Variationen die Photostabilitat von
Fluorophoren zu erhéhen, wurden primar zwet Vorgehensweisen bei der Synthese der
Cyaninfarbstoffe beriicksichtigt. Im Folgenden werden diese beiden Syntheserouten

zur Farbstoffherstellung vorgestellt.
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Einfiihrung elektronenziehender Substituenten

Hahn et al konnten aufgrund der Untersuchungen von Merocyaninen eindeutige
Rickschlisse auf thren primaren Abbauprozess ziehen, der bei langerer Belichtung
stattfindet.['3® Das Hauptprodukt photolytisch degradierter Cyanine entsteht als Folge
einer Oxidation des nukleophilsten Kohlenstoffatoms der Methinbriicke. Hahn et al.
konnten weiterhin zeigen, dass sich dieser photoinduzierte Abbauweg durch

Einfihrung einer Cyanidfunktion am a-Kohlenstoff unterbinden l&sst.

Der Trimethin-Cyaninfarbstoff Thiazolrot (TR) wurde im Arbeitskreis Wagenknecht
erfolgreich zur Markierung von Oligonukleotiden eingesetzt.2® TR zeichnet sich zwar
durch eine hohe Emissionsintensitat aus, jedoch weist es eine niedrige Stabilitat bet
intensiver Belichtung auf.*® Deshalb galt es, in Anlehnung an die Erkenntnisse Hahns,
TR mit einer Cyanid-Gruppe am nukleophilen a-Kohlenstoff zu versehen (Abbildung
21). Im Anschluss sollte die Bestimmung der Halbwertszeiten von TR sowie des
modifizierten Derivates TR-CN den stabilisierenden Effekt der Cyanid-Modifikation

widerspiegeln.
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Abbildung 21: Strukturen der Cyaninfarbstoffe TR und TR-CN.

Die Grundstruktur von TR-CN lasst sich in die jeweils alkylierten Heterocyclen von
Chinolin und Benzothiazol-2-acetonitril einteilen. Der initiale Schritt bei der Synthese
des Vorgangers TR, basierte auf der Alkylierung von 2-Methylbenzothiazol mit
3-lodpropanol. Analog zur TR-Darstellung wurden mehrere Versuche zur Alkylierung
von Benzothiazol-2-acetonitril 9 mit 3-lodpropanol vorgenommen. Allerdings fand
unter diesen Bedingungen keine Umsetzung zum gewlinschten Produkt 9a statt

(Abbildung 22).
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Abbildung 22: Umsetzung von Benzothiazol-2-acetonitril 9 mit 3-lodpropanol zum Produkt 9a.

Variationen der Reaktionstemperatur, des eingesetzten Losungsmittels, eine vorherige
Schitzung der Hydroxyfunktion des 3-lodpropanols sowie der Austausch des
Nukleophils gegen 1,3-Diiodpropan fiihrten ebenfalls nicht zum Alkylierungsprodukt.
Die Ursache daflr, dass sich die nukleophile Substitution mit 9 nicht bewerkstelligen
lasst, ist im starken Elektronenzug der Cyanid-Gruppe zu finden. Als Folge dieses
wirksamen -M-Effektes sind die nukleophilen Eigenschaften von 9 duBerst gering

(Abbildung 22).

Im Allgemeinen lassen sich Alkylierungsreaktionen anhand zwei prinzipiell denkbarer
Wege beeinflussen. Einerseits besteht die Option, das Elektrophil in der
Substitutionsreaktion durch ein elektrophileres Molekil zu ersetzen, womit die
Umsetzung zum Alkylierungsprodukt geférdert werden kann. Die Propyl-Einheit sollte
als Linker-Einheit zur Verknlipfung des Farbstoffes mit der DNA dienen. Eine Erh6hung
der Elektrophilie mittels verklrztem Linker ist theoretisch mdglich. Beispielsweise
alkylierte Hahn Verbindung 9 mit lodethan.!’3® Die Elektrophiliesteigerung durch
Veranderung der verknipfenden Einheit ist im vorliegenden Fall jedoch nicht ratsam.
Anhand dieser Propyl-Gruppe kann ein definierter Anstand zum Oligonukleotid
eingehalten werden. Zu kurze Verbindungsstiicke koénnen zu groBen
n-n-Wechselwirkungen zwischen dem Cyanin und der Nukleobasen fiihren und

dementsprechend eine ungewollte Fluoreszenzléschung verursachen.!’?]

Die zweite Option zur Verbesserung der Alkylierungsreaktion ist die Generierung eines

reaktiveren Nukleophils. Genauer gesagt soll eine geschickte chemische Veranderung
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die Elektronendichte in Molekil 9 erhdhen. Dies lasst sich beispielsweise durch eine
konjugierte Bindung aromatischer Reste an das Edukt 9 verwirklichen. Das
heteroaromatische Chinolin sowie das konjugierte Riickgrat von TR-CN sind fiir diesen
Zweck optimal geeignet und konnen die Elektronendichte signifikant erhdhen

(Abbildung 23).

1. Assemblierung des Riickgrats

46 2. Alkylierung am Ende der Synthese

Abbildung 23: Entscheidender Gedankengang zur erfolgreichen Synthesestrategie von TR-CN. Ausgleich des
Elektronenzugs der Cyanid-Gruppe an 9 durch den +M-Effekt des konjugierten Methylchinolins.

Im Hinblick auf diese Strategie wurde die Alkylierung abweichend von der
TR-Syntheseroute nicht zu Beginn, sondern erst am Ende der TR-CN-Darstellung
durchgefihrt. Diese Vorgehensweise flihrte letztendlich erfolgreich zum gewlinschten

Produkt.>? Abbildung 24 zeigt die Einzelschritte der Synthese von TR-CN.



Synthesestrategien

0]

P PN

NC i: i:
NS
J\ N/\N f
_ Ac,0

H
NS ———» N7
Triethylorthoformiat Reflux; 19 h
EtOH; Reflux; 3 h 87 %
84 %
9 10 11
@6? Mel; 1,4-Dioxan AN
- ©)
N 101°C; 1.5 h N”
quant. l@ |
12 13
93 %
SN SN
NC.__~ NC.__~
17N ®
N7 s R S
©
90 °C; 4 d '
53 %

14 TR-CN

Abbildung 24: Syntheseschritte zur Darstellung von TR-CN.

Im ersten Schritt wird Benzothiazol-2-acetonitril (9) mit der Polyen-Vorstufe (,polyene-
chain precursor” '"31) N,N-Diphenylformamidin in Anwesenheit von Triethylortho-
formiat in siedendem Ethanol zum Hemicyanin 10 umgesetzt. Das Hemicyanin-Derivat
10 ist bet Raumtemperatur eher reaktionstrage und muss, damit die folgenden
Reaktionen ablaufen konnen, aktiviert werden. Die Aktivierung erfolgt Uber
elektronenziehende Substituenten am Anilin-Stickstoff. Aus diesem Grund wurde
Verbindung 10 mittels Acetylierung in das Hemicyanin 11 umgewandelt, womit
gleichzeitig eine bessere Abgangsgruppe geschaffen wurde. Wahlweise kann man
auch 9 direkt mit M,V -Diphenylformamidin und Essigsaureanhydrid bei 139 °C zur

Reaktion bringen und folglich das Intermediat 10 umgehen. Allerdings zeigte sich bei
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der Ansatzaufarbeitung, dass diese direkte Reaktion zu schwer separierbaren
Nebenprodukten fihrte, die nur sdulenchromatographisch abzutrennen waren. Im
Gegensatz dazu zeigte der zweistufige Syntheseweg lber die intermedidre Verbindung
10 zum Hemicyanin 11 einige Vorteile. Beide Stufen konnten sehr sauber mittels
Kristallisation erhalten werden. Zudem verlief die zweistufige Route mit hoherer

Gesamtausbeute.

Der Zugang zum zweiten heteroaromatischen Teil des Farbstoffes, dem quartaren
1,4-Dimethylquinolin-1-tumiodid (13), wurde durch nukleophile Substitution zwischen
4-Methylchinolin (12) und lodmethan erreicht. AnschlieBend erfolgte die Kupplung der
beiden Bausteine 11 und 13 unter Basenkatalyse zum Cyanin 14. Die geplante
abschlieBende Alkylierung von 14 gelang ausschlieBlich unter Gsungsmittelfreien
Bedingungen in reinem 1,3-Diiodpropan. Selbst nach einer Reaktionszeit von 4 Tagen
unter den harschen Bedingungen wurden lediglich moderate Ausbeuten um 53 % an
TR-CN erhalten. Diese Tatsache zeigt, dass trotz der gesteigerten Nukleophilie das
resultierende Molekil 14 nur Uber maBige nukleophile Eigenschaften verfligt. Dies
konnte anhand analoger Reaktionen mit elektronisch variierenden Systemen, wie z. B.

dem Intermediat 20 von Rot-1 (Abbildung 25) bestatigt werden.

Der initiale Aufbau des Farbstoffriickgrates erwies sich als eine gut funktionierende
Strategie und wurde infolgedessen bei weiteren cyanidtragenden Fluoreszenz-
farbstoffen erfolgreich angewandt. Die Darstellung des Cyanin-Derivates Rot-1 fand
ebenfalls anhand der oben beschriebenen Syntheseroute statt. In Rot-1 wurde der
Chinolinrest des TR-CN durch einen Benzochinolinrest (19) ausgetauscht, wodurch
eine VergroBerung des n-Systems bewirkt wurde. Folglich stieg auch die Nukleophilie
des Intermediates 20 von Rot-1 im Vergleich zu der von Verbindung 14 aus TR-CN.
Der groBere nukleophile Charakter von 20 bestatigte sich in einer signifikant
verminderten Reaktionszeit der finalen Alkylierungsreaktion bei gleichzeitiger
Erhdhung der Ausbeute. Abbildung 25 zeigt das Reaktionsschema sowie den

cyanidmodifizierten Farbstoff Rot-1.
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Abbildung 25: Syntheseschritte zur Darstellung von Rot-1.

Die Fluorophore TR-CN und Rot-1 reprasentieren die beiden einzigen Trimethin-
Farbstoffe, die innerhalb der Arbeit genauer besprochen werden. Wie sich im Verlauf
des Kapitels 4.3 zeigen wird, fallen die durchschnittlichen Halbwertszeiten der Cyanin-
Styryl-Fluorophore im Vergleich zu den Trimethin-Farbstoffen um mindestens eine
GroBenordnung hoher aus. In Anbetracht dieses enormen Stabilitdatsunterschiedes
wurde bei der Synthesearbeit das Hauptaugenmerk auf Farbstoffderivate mit Styryl-

Grundstruktur gelenkt.



50

Synthesestrategien

Cyanin-Styryl-Farbstoffe

In Kapitel 3.3 wurde das strukturelle Vorbild des GrofBteils aller hier vorgestellten
Fluorophore gezeigt. Es handelt sich dabei um den Styryl-Fluoreszenzfarbstoff CylQ
(Cyanine Indole Quinoline). Die Bezeichnung von CylQ als ,Styryl-Farbstoff” ist streng
genommen nicht korrekt. Urspriinglich wurden lediglich Chromophore unter diesem
Begriff zusammengefasst, die eine Styrol-Einheit in ihrem Grundgerist vorweisen
konnten.'?3] Heutzutage ist das gemeinsame Charakteristikum der Styryl-Farbstoffe
die Anwesenheit eines Arylvinyl- bzw. Hetarylvinyl-Fragmentes innerhalb des

konjugierten Systems.

Aufgrund der hervorragenden Photostabilitat distanziert sich CylQ deutlich von den
klassischen Cyaninfarbstoffen.’® Vor allem diese gewiinschte photophysikalische
Eigenschaft gab die primare synthetische Richtung vor, die bei den neuen

Fluorophoren angestrebt wurde.

CylQ ist aus den beiden Heterocyclen 2-Methylchinolin bzw. Indol aufgebaut
(Abbildung 26). Der Indol-Komponente verdankt CylQ seine auBerordentliche
Bestandigkeit bei Belichtung.[129.138]

C
21% N N
Qﬁ%ﬁ@@oﬂ@

22 cylQ 16

OH OH

Abbildung 26: Struktur von CylQ. Synthetisch wird CylQ aus 2-Methylchinolin (21) und Indol-3-arbaldehyd (16)
hergestellt.

Zur Darstellung von CylQ werden die beiden Fragmente Indol-3-carbaldehyd (16) und
1-(3-Hydroxypropyl)-2-methylchinolin-1-iumiodid (22) in Gegenwart von Piperidin

kondensiert. 22 kann zuvor durch nukleophile Substitution von 2-Methylchinolin (21)
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mit 3-lodpropanol gewonnen werden. Die gute Zuganglichkeit der Styryl-Cyanine
nutzten unter anderem Chang und Rosania bet der Erstellung ihrer umfangreichen
Styryl-Farbstoff-Bibliothek aus (Abschnitt 3.3).'"7-122l Um eine groBe Farbstoff-Vielfalt
zu erhalten, kombinierten sie 14 Pyridinium- und Chinolinium-Derivate mit 208
verschiedenen Aldehyden zu insgesamt 1336 Styryl-Derivaten. Im darauffolgenden
Fluoreszenz-Screening in lebenden Zellen identifizierte man offenkundige Favoriten

und untersuchte diese anschlieBend genauer.

Im Gegensatz zu solch kombinatorischen Ansdtzen steht eine sukzessive Farbstoff-
Synthese mit anschlieBender Charakterisierung des neuen Fluorophors. Auf diesem
Weg erfasste Daten werden beim schrittweisen Vorgehen erneut als
Gedankengrundlage fiir weitere synthetische Ideen genutzt, und der angedeutete
Kreislauf beginnt von vorn. Dies mag leicht Uberspitzt dargestellt sein, soll jedoch
lediglich  dazu dienen, diese beiden verschiedenen wissenschaftlichen

Herangehensweisen deutlich zu machen.

Mit groBer Wahrscheinlichkeit haben beide Forschungsmethoden thre Vorteile und
mehr oder weniger gravierende Nachteile. Der Nutzen kombinatorischer Chemie liegt
klar auf der Hand. Ein breites Spektrum an Substanzen kann in kiirzester Zeit untersucht
und miteinander verglichen werden, sodass ziigig die besten Farbstoff-Modifikationen
identifiziert werden kdnnen. Solch umfassende Strategien lassen jedoch keine prazisen
synthetischen Verdanderungen zu, die die gewinschten Eigenschaften einzelner

MolekUlle verbessern kénnen.

Mit Berlcksichtigung beider gezeigter Verfahren wurden 23 auf CylQ basierende
Cyanine entwickelt. Hierbei wurde die Balance zwischen zielorientierter struktureller
Variation und optimaler Ausarbeitung von Synthesemethoden gehalten. Die
Darstellung der Fluorophore beruht ebenfalls auf der Kondensation eines Indol-
Aldehyds mit einem Derivat eines Chinolinium- oder Pyridinium-Heteroaromaten. Es
kamen insgesamt 9 verschiedene Aldehyde und 7 unterschiedliche Chinolintum-/
Pyridinium-Bausteine zum Einsatz. Die Strukturen der einzelnen Edukte kann man dem
Kapitel 8.3 Abbildung 132 und Abbildung 133 entnehmen. Eine reprasentative
Farbstoffsynthese wird am Beispiel von Rot-4m gezeigt (Abbildung 27). Der initiale
Schritt ist die Alkylierung von 4-Methylchinolin (12) mit 3-lodpropanol zum

Chinolinium 15, das den Propyl-Linker mit terminaler Hydroxy-Funktion flr die spatere
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Oligonukleotid-Bindung bereitstellt. 15 unterscheidet sich von CylQ in der Position
der Methyl-Gruppe und damit gleichzeitig in der Verknlpfungsposition der
Dimethinbriicke des entstehenden Styryl-Farbstoffes. Im Zuge der Anderung von 2- auf
4-Verknipfung des Chinolinium-Bausteins ging ebenfalls ein Wechsel der
Emissionsfarbe von gelb (CylQ) nach rot (Rot-4m) des entstandenen Fluorophors
einher. Der zweite strukturelle Unterschied zu CylQ ist durch eine Methylgruppe am
Indol-Stickstoff gegeben, die mittels Dimethylcarbonat angefligt werden konnte.
Anhand der hier gewahlten Fluorophor-Benennung erhalten alle Derivate mit einem
methylierten Indol-Stickstoff den Zusatz ,m". Wie sich spater noch zeigen wird, haben
diese beiden minimalen Variationen, N-Methylindol und die Briicken-Anbindung an
der 4-Position des Chinolinium-Bestandteils, enorme Auswirkungen auf die Stabilitat

des Cyanins bei Belichtung und zugleich auf die Helligkeit seiner Fluoreszenz.
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Abbildung 27:Syntheseschritte zur Darstellung des Styryl-Farbstoffes Rot-4m.

Ahnlich der Generierung beider Bausteine lauft auch deren Kupplung zum fertigen
Styryl-Farbstoff mit einer sehr hohen Produktausbeute ab. Das Fluorophor-Derivat
Rot-4m weist eine weitaus polarere Natur im Vergleich zu Edukt 17 auf, wohingegen
das quartdre 4-Methylchinolinium-Kation 15 zu dem Farbstoff analoge hoch polare
Eigenschaften besitzt. Es sollte aus diesem Grund darauf geachtet werden, dass
Aldehyd 17 im Uberschuss zu 15 eingesetzt wird. Bei der Produktisolierung durch

Kristallisation / Ausfallung wirde sich andernfalls verbliebenes Chinoliniumiodid 15
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nur sehr schwer vom Farbstoff Rot-4m abtrennen lassen. Einem entsprechenden
Reaktionsweg folgten auch die anderen Styryl-Farbstoffe. Als direkte Folge der
strukturellen Unterschiede zeigten sich auch Auswirkungen auf die Polaritat und
Kristallisierbarkeit der Substanzen. Dementsprechend lag die chemische
Herausforderung bei der Cyanin-Styryl-Herstellung besonders in der sorgfaltigen

Optimierung ihrer Kristallisations- und Fallungsbedingungen.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass trotz groBer Anzahl an Cyaninfarbstoffen
und damit bedingter Mehrzahl synthetischer Ansdtze bei der Aufarbeitung der
Reaktionen stets zur Kristallisation (bet lodiden und Aziden bzw. Fallung bei Bausteinen
und der OH-Stufe) des Produktes gegriffen wurde. Auf saulenchromatographische

Reinigung wurde bet geladenen sowie ungeladenen Produkten vollkommen verzichtet.

Blau-1m Griin-1m Griin-2m

Abbildung 28: Gezeigt sind exemplarisch 9 synthetisierte Styryl-Farbstoffe. Die entscheidenden
Strukturvariationen in Bezug auf CylQ sind markiert. Dargestellte Farbstoffe und deren Modifikationen: Rot-3e —
Ethylcarbazol und 15, Rot-4m — 17 und 15, Rot-6m — Phenylindol (methyliert) und 15, Gelb-1m -17, Gelb-2 -

Benzochinolin, Gelb-4m — Methoxychinolin und 15, Blau-1m — Cyanomethylpyrrol und 4-Methylpyridin,
Griin-1m - 17 und 2-Methylpyridin, Griin-2m — 17 und 4-Methylpyridin.
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In Abbildung 28 sind 9 Vertreter der charakterisierten Cyanin-Styryl-Derivate
dargestellt. Entscheidende Strukturmerkmale, die den jeweiligen Fluorophor von CylQ
unterscheiden, sind an den aufgefiihrten Beispielen gekennzeichnet. Samtliche

Strukturen der neuen Cyanine sind in Kapitel 8.3 zusammengetragen.

Anhand der oben gezeigten Farbstoffe lasst sich bereits die groBe Farbvielfalt der
Emissionen erahnen, welche sich Uber alle Farben des sichtbaren Lichtspektrums
erstreckt. Mit der Absicht die neuen Fluoreszenzfarbstoffe zu Energietransfer-Paaren
zu kombinieren, sind weit voneinander getrennte Absorptionsmaxima des Donor- und
des Akzeptor-Chromophors von essentieller Bedeutung. Nur auf diese Weise ist eine
gezielte Anregung nur eines der beiden Fluorophore zu bewerkstelligen. An diesem
Punkt stellt sich die Frage, welche Moglichkeiten einem organischen Chemiker zur

Verfligung stehen, um die gewtinschten Farbvariationen zu verwirklichen.

Grundsatzlich bewirkt die Umgestaltung der Ausdehnung eines konjugierten
n-Systems eine Anderung der Emissionsfarbe. Bei Cyaninen greift man gewéhnlich von
synthetischer Seite zu einer Langenvariation der Polymethinbriicke, wie sie von TO
nach CylQ zu TR zu vorhanden ist (Abbildung 11, Kapitel 3.3).[129.174-176] Sehr haufig
findet man bei Cyaninen eine starke Korrelation zwischen steigender Briickenlange und
sinkender Photostabilitat. Bet dem Paar TO und TR konnte dieser Verlauf ebenfalls
nachgewiesen werden.’® Wie zuvor unter Punkt 3.4 veranschaulicht wurde, gibt es
durchaus noch andere Aspekte, die sich negativ auf die Stabilitat von Farbstoffen bei
langanhaltender Belichtung auswirken konnen.[23127-129136-133,141,143177-1791 Fazit st
jedoch, dass CylQ aufgrund seiner strukturellen Gegebenheiten deutlich stabilisiert
wird. Da eine Verlangerung der Dimethinbriicke um nur eine einzige Methineinheit
fatale Auswirkungen auf die photophysikalischen Eigenschaften des Styryl-Farbstoffes
haben kénnte, wurde vollstandig von Modulationen dieser Art abgesehen. Stattdessen
wurde die Ausdehnung des n-Systems variiert, indem beispielsweise der bicyclische

Heteroaromat Chinolin durch das kleinere Pyridin ersetzt wurde.

Diese Herangehensweise hat noch einen weiteren Vorteil, der auf den ersten Blick nicht
sofort ersichtlich ist. Alle Farbstoffderivate gleicher Briickenverknipfung stimmen
obgleich elektronischer Umgestaltung thres n-Systems in thren Abmessungen von
elnem zum anderen Ende der Polymethinkette, genauer gesagt von einem

heteroaromatischen Stickstoff zum anderen, Uberein. Farbstoffe ahnlicher Ausmale
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tendieren bei kovalenter Verkniipfung mit einem Biomolekil wahrscheinlich dazu, sich
in identischen Bereichen des Makromolekils anzulagern. Solch bevorzugte
Anlagerungsbereiche werden beispielsweise durch Taschen oder Furchen
reprasentiert. In einem hochsymmetrischen biomolekularen Konstrukt, wie z. B. einer
DNA-Doppelhelix, ware aufgrund identischer Anlagerungsareale ein duBerst
definierter Abstand zweier Farbstoffe zueinander mdglich und wirde folglich
hervorragende ET-Effizienzen neben exzellenten Emissions-Farbkontrasten mit sich
bringen. Diese Thematik wird in spateren Kapiteln der Arbeit noch intensiver diskutiert.
Vor ab zeigt die folgende Abbildung drei Cyanine, die sich in ihrer m-System-
Ausdehnung stark voneinander unterscheiden, jedoch in dem Abstand vom Chinolin-
oder Pyridinstickstoff zum Indolstickstoff durchweg vergleichbar sind. Die zugehorigen
Distanzen wurden gerechneter, geometrisch optimierter Strukturen entnommen (hier
nicht gezeigt). Die Modelle wurden mit der Software Hyperchem 8 anhand molekular-

mechanischer Kraftfeldkalkulationen auf Basis der Parameter von MM* berechnet.

Blau-1m Griin-2m Rot-6m

Abbildung 29: Berechneter Abstand zwischen den heteroaromatischen Stickstoffen der Styryl-Farbstoffe Blau-1m
(0.882 nm), Griin-2m (0.884 nm) und Rot-6m (0.885 nm).

Mit Beginn des folgenden Abschnittes werden die spektroskopischen Untersuchungen
naher gezeigt, deren Resultate letztendlich zur Fluorophor-Auswahl flihrte, die im

Anschluss zur postsynthetischen Markierung von Oligonukleotiden verwendet wurden.
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4.2 Untersuchung der Photostabilitat

Parallel zur Synthese der Cyaninfarbstoffe wurde mit der Bestimmung ihrer Stabilitat
bet Belichtung begonnen. Ziel der Bestimmung war es, durch spektroskopische
Verfolgung des Photozerfalls der Fluorophore einen Zugang zu thren entsprechenden
Halbwertszeiten zu erméglichen. Zu diesem Zweck wurde die Anderung der
Fluoreszenzintensitat einer Farbstofflosung aufgezeichnet, die Uber einen langeren
Zeitraum belichtet wurde. Die Proben enthielten neben dem Fluorophor auch
doppelstrangige DNA (10 uM Farbstoff, 2.5 uM DNAO (Kapitel 8.4, Abbildung 135),
10 mM NaP; (pH = 7), 250 mM NaCl und 5 % Ethanol). Der Zusatz von Ethanol ist durch
die Herstellung der Farbstoffstammlésung bedingt. Die Cyanine sind in reinem Wasser
eher schlecht Gslich. Deshalb wurde der abgewogene Farbstoff in einem 50 mL
Messkolben mit 10 mL Ethanol versetzt und bis zur vollstdandigen Losung im
Ultraschallbad behandelt. AbschlieBend wurde mit Wasser bis zu der 50 mL-Marke
verdunnt. Die Anwesenheit von DNA ist bei dieser Untersuchung sehr wichtig. Zum
elnen gestattet sie, den Photoabbau anhand der Fluoreszenzintensitat eines
Farbstoffes zu verfolgen (Kapitel 4.3). Zugleich kann die Gegenwart von
Oligonukleotiden einen signifikanten Einfluss auf den Photozerfallsprozess eines
Fluorophors haben und ithn katalysieren oder vermindern. Die tatsachlichen
Auswirkungen der Gegenwart von DNA mussen empirisch erfasst werden und hangen
von verschiedenen Faktoren wie beispielsweise der Nukleinsauresequenz ab. Da die
untersuchten Farbstoffe als kovalent gebundene Chromophore fiir Oligonukleotide
dienen sollen, ist eine groBe Stabilitat in Anwesenheit von DNA ausschlaggebend. Die
Losungen wurden mit einer 75 W Xenon-Lampe belichtet. Ein 305 nm Vorfilter
gewabhrleistete, dass DNA-Bestandteile nicht angeregt wurden und verhinderte
dadurch Photoschaden am Oligonukleotid. Die prozentuale Abnahme der
Emissionsintensitat in Relation zur Belichtungszeit wurde exponentiell auf Basis von

Gleichung (4.1) ausgewertet. Anhand der Steigung lieB sich die Halbwertszeit t1,2

berechnen.
ly = 1, - e (4.1)
Iy Fluoreszenzintensitat zu der Zeit t
lo: Fluoreszenzintensitat vor Belichtung (t = 0)

k: Geschwindigkeitskonstante
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In Abbildung 30 ist exemplarisch die Photodegradation des cyanidmodifizierten
Fluorophors TR-CN gezeigt. Die Probe wurde so lang belichtet bis lediglich 10 - 20 %
der anfanglichen Fluoreszenzintensitat verblieben waren. Rechts in Abbildung 30 sind
der exponentielle Zerfall von TR-CN und TR in Abhangigkeit von der Belichtungszeit
dargestellt. Es ist sofort ersichtlich, dass der elektronenziehende Cyanidsubstituent
deutlich zur Stabilisierung von TR-CN beitrdgt. Die Modifikation bewirkt eine
Erhéhung der Halbwertszeit um Faktor 10 (TR = 7 Minuten vs. TR-CN = 66 Minuten)

und bestatigt somit die Beobachtungen von Hahn.

Die Fluoreszenzspektren sowie die Zerfallskurven aller untersuchten Cyaninfarbstoffe
sind im Kapitel 8.4 abgebildet. Die jeweiligen Halbwertszeiten sind in der Tabelle 12
zusammengefasst und anhand der entsprechenden Abbildungen graphisch

veranschaulicht.

100

% von |

600 650 700 750 800 0 60 120 180 240
A [nm] Belichtungszeit [min]

Abbildung 30: Photostabilitatsuntersuchung von TR-CN. Links: Fluoreszenzspektren der Degradation von TR-CN
(Aexc. = 545 nm, Aemmax. = 614 nm, Spalt = 4 nm) in Abhangigkeit von der Belichtungszeit. Rechts: Abnahme der
Fluoreszenzintensitat im Verlauf der Photostabilitatsbestimmung von TR-CN (t12 = 66 min). Die graue Linie stellt

den Photozerfall von TR (t1/2 = 7 min) dar und dient dem Vergleich.

Im Folgenden soll an wenigen Farbstoffen beispielhaft die enorm gesteigerte
Photostabilitat der neuen Styryl-Derivate gezeigt und mit den vergleichsweise labilen
Vorgangern TO, TR und CylQ verglichen werden. Jeweils drei neue Farbstoffe wurden
reprasentativ. mit dem Modellfluorophor gleicher Emissionsfarbe verglichen. Die
Gegenulberstellung der Photozerfallskurven sowie der ermittelten Halbwertszeiten
spiegeln die auBerordentlich verbesserte Belichtungsstabilitat der entwickelten Emitter

wider.
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Halbwertszeiten - griine Emitter
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Abbildung 31: Gegenlberstellung der Photostabilitdtsuntersuchung exemplarischer griin-fluoreszierender
Cyaninfarbstoffe. Links: Fluoreszenzintensitdtsabnahmen in Abhédngigkeit von der Belichtungszeit. Rechts:

Vergleich der entsprechenden Halbwertszeiten.

Die Photostabilitaten der abgebildeten griin-fluoreszierenden Styryl-Farbstoffe
Ubertreffen TO um das 5- bis 20-fache, wobei Griin-1m (t1,2 = 636 Minuten) die groBte

Haltbarkeit bei Belichtung aller untersuchten Cyanine aufweist.
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Abbildung 32: Gegenlberstellung der Photostabilitdtsuntersuchung exemplarischer gelb-fluoreszierender
Cyaninfarbstoffe. Links: Fluoreszenzintensitatsabnahmen in Abhédngigkeit von der Belichtungszeit. Rechts:

Vergleich der entsprechenden Halbwertszeiten.

Obwohl CylQ seine Uberlegene Stabilitat im Vergleich zu TR und TO deutlich unter

Beweis stellte, wird es von seinen strukturellen Verwandten und deren erheblich

gesteigerten Halbwertszeiten bet Weitem ,Ubertrumpft”.
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Halbwertszeiten - rote Emitter
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Abbildung 33: Gegenlberstellung der Photostabilitdtsuntersuchung exemplarischer rot-fluoreszierender
Cyaninfarbstoffe. Links: Fluoreszenzintensitdtsabnahmen in Abhédngigkeit von der Belichtungszeit. Rechts:

Vergleich der entsprechenden Halbwertszeiten.

Besonders beeindruckend ist jedoch der Stabilitatsunterschied der Cyanine mit roter
Emissionsfarbe. TR-CN zeigte bereits im direkten Vergleich der Halbwertszeiten mit
TR eine Steigerung um eine ganze GroBenordnung. Nichtsdestotrotz kann das Styryl-
Derivat Rot-6m diesen Wert um Faktor 5 Uberragen und zeigt eine rund 50-fach

groBere Halbwertszeit als der rote Emitter TR.

Welche exakten strukturellen Variationen den auBerordentlich stabilisierten
Fluoreszenzfarbstoffen zugrunde liegen, wird anschaulich in Abbildung 34
beschrieben. Das Styryl-Derivat Gelb-1m zeigt aufgrund der Methylgruppe am
Indolstickstoff eine mehr als doppelt so groBe Haltbarkeit bei Belichtung als sein
direkter Vorlaufer CylQ. Interessanterweise wird durch den elektronenschiebenden
Methoxysubstituent am Chinolinteil von Gelb-4m die Halbwertszeit nochmals um den
Faktor 2 im Vergleich zu Gelb-1m gesteigert. Die Stabilisierung des Styryl-Farbstoffes
Rot-4m wird einerseits infolge des methylierten Indolstickstoffes positiv beeinflusst.
Zuzuglich wird eine Photostabilitatserhohung um 50 % durch die 4-Verntpfung mit
der Dimethinbricke erzielt. Mit der Absicht, diesen Struktur-Stabilitats-Korrelationen
genauer auf den Grund zu gehen, wurden die Photoabbauprodukte gewahlter
Fluorophore intensiver erforscht. Die erhaltenen Ergebnisse werden im nachsten

Abschnitt im Detail erlautert.

Lediglich die drei Cyanine Gelb-2, Gelb-3 sowie Rot-1 wiesen kleinere bzw.

vergleichbare Halbwertszeiten zum entsprechenden Referenzfluorophor auf. Bei
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Gelb-2 und Rot-1 verursacht der Benzochinolinrest eine deutliche Destabilisierung.

Erstaunlicherweise reduziert die elektronenziehende Fluorgruppe am Chinolin die

Halbwertszeit von Gelb-3.

OH

Gelb-1m Gelb-4m Rot-4m

Stabilitdatsanstieg und Strukturmerkmale
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360 1 331
g
E
=240 0

120 - 90
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CylQ Gelb-1m Gelb-4m Rot-4m

Abbildung 34: Korrelation der Photostabilitdt mit der Fluorophorstruktur. Strukturelle Merkmale, die von dem

Styryl-Vorbild CylQ abweichen sind gekennzeichnet.

Die Herausforderung, neue Fluoreszenzfarbstoffe mit erhdohter Photostabilitat zu
entwickeln, wurde mit herausragendem Erfolg ,gemeistert”. Die zweite essentielle
Eigenschaft leistungsstarker Fluorophore bildet die sogenannte Fluoreszenz-
Quantenausbeute. Im Abschnitt 4.3 und 4.4 wird neben weiteren spektroskopischen

Parametern auch die Quantenausbeute bestimmt.

61



62

Untersuchung der Photostabilitat

Bestimmung der Photo-Abbauprodukte

Mit dem Ziel, Hinweise auf die Struktur der primaren Photo-Abbauprodukte von Styryl-
Farbstoffen zu erhalten, wurden die Proben analog der Photostabilitatsbestimmung
belichtet. Im Anschluss wurden die belichteten Proben mittels HPLC in thre
Hauptbestandteile aufgetrennt und zugleich das Absorptionsspektrum eines jeden
Bestandteils aufgezeichnet. Die gesammelten Fraktionen dieser HPLC-Trennungen
wurden daraufhin mittels Nano-ESI-MS-Messungen analysiert. Im weiteren Verlauf
dieses Abschnittes wird hauptsachlich auf die Abbauprodukte von CylQ, Rot-4 und
Gelb-4 eingegangen.

Vom photochemischen Standpunkt aus gesehen gibt es zwet mdgliche Mechanismen,
nach denen eine Wechselwirkung des angeregten Farbstoffes mit molekularen

Sauerstoff stattfinden kann.['37!

1) Durch einen Energietransfer (ET), der zur Bildung von energetisch angeregtem
Singulett-Sauerstoff fuhrt.

2) Durch einen Elektronentransfer vom energetisch angeregten Farbstoff auf
molekularen Sauerstoff, was die Bildung des Superoxid-Radikalanions O™ und

eines Farbstoff-Radikalkations zur Folge hat.

Im Zuge der Belichtung entstehen aus O>" und 'O, weitere nachgeordnete
Sauerstoffradikale, die das Farbstoffmolekil angreifen, oxidieren und letztendlich seine

fluoreszente Eigenschaft zerstdren kdnnen.

Analyse des primdren Photo-Abbauproduktes von CylQ

Im DAD-Spektrum (Abbildung 35) der belichteten CylQ-Probeldsung ist deutlich ein
Hauptabbauprodukt (CylQ®) zu erkennen. CylQ®* weist mit 519 nm eindeutig ein zu
hoheren Wellenldangen verschobenes Absorptionsmaximum als CylQ (468 nm) auf. Es
lasst sich dadurch auf eine Struktur schlieBen, bei der die Konjugation zwar noch
erhalten ist, die aber thre Fahigkeit zur Fluoreszenz verloren hat. Vergleichbare

spektroskopische Anderungen konnten im Rahmen der Deprotonierung von CylQ mit
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Natronlauge nachgewiesen werden. Bei diesem Versuch zeigte das entstehende
deprotonierte Molekil (43) ebenfalls ein deutlich rotverschobenes
Absorptionsmaximum (535 nm) im Vergleich zu CylQ (468 nm) und gleichermalen

keine fluoreszente Eigenschaft mehr (Abbildung 36).

=8 min | 32

miri

Abbildung 35: DAD-Spektrum der HPLC-Trennung der belichteten CylQ-Probeldsung.

Die entsprechende Intensitatsabnahme der Fluoreszenz im Verlauf der Deprotonierung
ist im Kapitel 8.4 zu sehen. Dort sind auch die Chromatogramme der HPLC-Trennung
von der belichteten CylQ-Probelésung bei dem erfassten Maximum des primar
gebildeten Zersetzungsproduktes und dem von CylQ gezeigt. Zudem ist das ESI-MS-
Spektrum des Abbauproduktes CylQ®* aufgefihrt.
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Abbildung 36: Links: Absorptionsspektren der Deprotonierung von CylQ mit NaOH. Die ausgepragte
Verschiebung des Maximums ist ebenfalls anhand der Probeldsung deutlich sichtbar. Rechts: Im Zuge der

64 Deprotonierung generierte ungeladene und nicht-fluoreszente Verbindung 43.

Die anhand der Absorptionsspektren und der erhaltenen ESI-Masse hergeleitete
Struktur des Hauptabbauproduktes von CylQ®* ist in Abbildung 37 (links)

dargestellt.['’?!

CylQ°* Rot-4°%

Abbildung 37: Strukturen der priméaren Photo-Abbauprodukte CylQ®* und Rot-4°x,

Eine vermutlich initiale Oxidation von Indol in 2-Position war die primare Annahme,
die letztendlich auf die genaue Struktur des Photooxidationsproduktes von CylQ
hinwies. Allgemein wird davon ausgegangen, dass Photooxidationen an Position 2 des

Indols dann bevorzugt ablaufen, wenn die 3-Position verknlpft vorliegt, wie es bei
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allen hier besprochenen Styryl-Farbstoffen der Fall ist.'8 Der daraufhin postulierte
Mechanismus zur Photooxidation des unmethylierten Indolrestes der Styryl-Farbstoffe
ist in der Abbildung 38 wiedergegeben. An dieser Stelle sollte erwahnt werden, dass
analoge Oxidationen am Indol ausschlieBlich bet Styryl-Derivaten beobachtet werden
konnte, deren Amingruppe am Indol nicht methyliert vorlag.'"”?! Bei den
N-methylierten Farbstoffvariationen fiihrte Photooxidation zu Hauptabbauprodukten
mit gedffneter Ringstruktur. Dies ereignete sich allerdings erst nach erheblich langeren
Belichtungszeiten. Offensichtlich wird die Hydroxylierung des Indols als primar
ablaufende Photodegradation durch die A-Methyl-Gruppe verhindert und erklart

damit die gesteigerte Photostabilitat dieser Fluorophorderivate.

Rz 10, R__~ — R
2, +0, — =
| |+ | .
NH NH N
44 45 46a

X .
= RS
Hoy N N
3 47 46b
+ H,0
- Hy0,
N X
+=N HO =N
48 49

Abbildung 38: Postulierter Mechanismus der Photooxidation des unmethylierten Indolrestes der Styryl-Cyanine.

Des Weiteren sind Oxidationsreaktionen an Position 2 und 4 des Chinolinteils durch
das Radikal Oz moglich.'"81 O, greift bevorzugt an Stellen mit geringer
Elektronendichte an. Im vorliegenden Fall bedeutet das, dass anhand von O
stattfindende Radikalangriffe weitaus favorisierter an dem Pyridiniumring der Styryl-

Farbstoffe auftreten, da diese Stelle einen Bereich kleinerer Elektronendichte

65



66

Untersuchung der Photostabilitat

reprasentiert. Zudem konnte bewiesen werden, dass die 4-Position der Chinolinreste

bei O,"-Oxidationen wesentlich starker im Vergleich zur 2-Position attackiert wird.!'8"]

Hingegen besitzt der benzolartige Teil der aromatischen Bicyclen eine vergleichsweise
hohe Elektronendichte. Deshalb werden diese Bereiche primar von OH'-Radikalen
angegriffen, welche sich relativ elektrophil verhalten. Allerdings treten solche
OH-Radikal-Angriffe nachweislich viel seltener auf, als die oben beschriebenen
photooxidativen Angriffe des O, -Radikals.l"”®"! Die genannten Tatsachen veranlassten
in der postulierten Struktur des CylQ®* von einer Hydroxylierung an der Position 4 des
Chinolinrestes auszugehen. Zusatzlich flhrten die gemachten Erkenntnisse zu einer
schlussigen Erklarung der hohen Haltbarkeit von 4-verknipften Styryl-Derivaten im

Vergleich zu thren 2-verknipften Analoga.

Analyse des primdren Photo-Abbauproduktes von Rot-4

Die erfolgten Untersuchungen zur Photodegradation von Cyanin Rot-4 zeigten
ebenfalls eine ungeladene konjugierte Form des primdren Zersetzungsproduktes.
Dieser Sachverhalt erlaubte eine mit CylQ vergleichbare Annahme des
Oxidationsprozesses des Indolteils in Rot-4. Der wesentliche Unterschied von
Abbauprodukt Rot-4°* zum oben beschriebenen CylQ®* ist in der hydroxylierten
Position des Chinolins zu finden (Abbildung 37). Wie bereits erwahnt wurde, findet
bevorzugt die Photooxidation an der 4-Position des Chinolins statt. Diese ist jedoch
bet Rot-4 durch eine Verbindung mit der Polymethinbriicke geschutzt. Zwar wurde im
Photoprodukt Rot-4°%% ein 2-oxidiertes Chinolin erhalten, allerdings erst nach erheblich

langerer Lichteinstrahlung auf die entsprechende Farbstofflosung.

In Kapitel 84 befinden sich ebenfalls samtliche Spektren und das HPLC-
Chromatogramm des Abbauproduktes Rot-4°%
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Analyse des primdren Photo-Abbauproduktes von Gelb-4

Die bisher vorgestellten Aspekte, die zu einer gesteigerten Photostabilitat der Styryl-
Farbstoffe fiihren, genligen dagegen nicht zur Erklarung der bemerkenswert hohen
Stabilisierung bet methoxysubstituierten Fluorophoren. Indes lieBen die bis dahin
erfolgten Beobachtungen von Armitage et al ein gegenteiliges Resultat
erwarten [141.142182] Er bewies anhand verschiedener Cyaninderivate, deren aromatische
Systeme ein- oder mehrfach fluoriert sowie cyanidmodifiziert waren, den
stabilisierenden Effekt von elektronenziehenden Substituenten. Interessanterweise ist
bet den beiden CylQ-Abkdmmlingen Gelb-3 und Gelb-4 ein entgegengesetztes
Verhalten zu beobachten.['’?l Das mit Fluor substituierte Derivat Gelb-3 zeigte bei
Belichtung eine ausgepragte Labilitat verglichen mit dem Referenzmolekdil. Dagegen
bewirkt die elektronenschiebende Modifikation in Form einer Methoxy-Gruppe eine
signifikante Verbesserung der Haltbarkeit und wird durch eine um Faktor 3 groBere
Halbwertszeit im Vergleich zu CylQ deutlich. Die bekannte photochemisch ausgeléste
Hydroxylierung von Chinolin wurde im Verlauf des Kapitels schon intensiv
diskutiert."8! Ein derartig oxidiertes Zersetzungsprodukt konnte in der Probelésung
von Gelb-4 nicht detektiert werden. Stattdessen wurde in der belichteten
Fluorophorldsung ein Gelb-4-Intermediat nachgewiesen, das anstelle der Methoxy-

Gruppe eine Hydroxyfunktion trug (Abbildung 39).

Abbildung 39: Struktur des primdren Photo-Abbauproduktes Gelb-4°x.

Die Bildung von Gelb-49% lasst zwei Vermutungen zu. Einmal sorgt eine
belichtungsbedingte Demethylierung fiir eine Stabilisierung des Cyanins, wie an dem

in Abbildung 40 ausgearbeiteten Mechanismus illustriert wird.
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Abbildung 40: Postulierter Mechanismus der Demethylierung in Gelb-4 als Folge der Oxidationsreaktion mit

photoinduziertem Oz~-Radikal.

Eine weitere Begriindung fur die erhdhte Photostabilitat von Gelb-4 und zugleich eine
Erklarung der in Gelb-3 auftretenden Destabilisierung ist in dem bevorzugten
O2"-Angriff an Stellen mit geringer Elektronendichte gegeben. Der Methoxy-
Substituent erhoht die vorherrschende Elektronendichte im Chinoliniumteil des
Farbstoffes und reduziert somit gleichzeitig die Wahrscheinlichkeit der O>-Oxidation.
Die Fluor-Modifikation in Gelb-3 hingegen reprasentiert den gegenteiligen Effekt auf

den Chinoliniumteil und damit auf die Wahrscheinlichkeit eines O>"-Radikalangriffes.

Die Daten zum Photo-Abbauprodukt Gelb-4°% sind ebenfalls in Kapitel 8.4 aufgefihrt.

Photostabilitit der Styryl-Farbstoffe mit anderen synthetischen Verianderungen

Tendenziell ist beti allen Styryl-Fluorophoren die stabilisierende Wirkung durch den
N-Methyl-Substituenten am Indol nachweisbar. Weniger ausgepragt ist dieser Effekt
allerdings bei den Derivaten, die anstelle des Chinolins einen Pyridinring tragen oder
deren Indol zusatzlich mit einem Phenylsubstituent ausgestattet ist. Vor allem die
letztgenannte Modifikation in Form des 2-Phenylindols bewirkt eher eine
Destabilisierung der Farbstoffe bei Belichtungsexperimenten.l'®3! Mit der Absicht, diese
Tatsache genauer zu ergrinden, wurde die Verteilung der Elektronendichte im

jeweiligen LUMO (LUMO = [lowest wunoccupied molecular orbital) der
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Fluoreszenzfarbstoffe Griin-1m und dem phenylsubstituierten Griin-3m berechnet
(stehe Abbildung 41).

Abbildung 41: Berechnete Verteilung der Elektronendichte im LUMO des Styryl-Derivates Griin-1m (links) und

Griin-3m (rechts).

Die Kalkulation der Elektronendichteverteilung fand mittels semi-empirischer AM1-
Methode (AM1 = Austin Model 1) nach vollstandiger Geometrieoptimierung (AMBER
Kraftfeld) statt. Im Fall von Griin-1m ist das LUMO Ulber das ganze Molekil
delokalisiert. Die N-Methylgruppe am Indol bewirkt hier eine Erniedrigung der
Elektronendichte und somit eine verminderte Oxidationsanfalligkeit im Vergleich zu
Griin-1, dem diese Methylgruppe fehlt. Die Elektronendichte in den LUMOs der beiden
phenylsubstituierten Cyanine Griin-3 und Griin-3m zeigte eine eindeutig andere
Verteilung. Aufgrund der helikalen Verdrehung des 2-Phenylindolteils zu dem
Pyridinring ergibt sich eine ungleiche Verteilung der Elektronendichte in den beiden
Bereichen. Wie anhand der Berechnungen zur Abbildung 41 deutlich zu erkennen ist,
ist die Elektronendichte fast vollstandig im Indolteil lokalisiert und konzentriert sich
primar in dem Bereich des Phenylsubstituenten. Infolgedessen erzeugt die N-
Methylierung des Indols bei dem Fluorophor Griin-3m lediglich eine geringe

Photostabilitatserhohung.

Kontrares Verhalten im Vergleich zu den oben beschriebenen Photostabilitaten kann
man an den grin-emittierenden Fluorophoren feststellen, deren gemeinsamer
Unterschied zu CylQ in dem Austausch von Chinolin zu Pyridin zu finden ist.['83] Bei
den Pyridin-Indol-Variationen fiihrt die 4-Verknipfung mit der Dimethinbriicke der
Farbstoffe zu kleineren Halbwertszeiten als ihre 2-verbriickten Analoga vorweisen

kénnen.
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4.3 Fluoreszenztitration mit dsDNA

Alle Cyaninfarbstoffe, bei denen die Mdoglichkeit einer Drehbarkeit um eine
Sigmabindung innerhalb ihrer Polymethinbriicke vorhanden ist, zeigen in Ldsung
kaum eine nennenswerte Fluoreszenzintensitat (Abbildung 42). Die Verhaltnisse
andern sich schlagartig, wenn der Farbstofflosung DNA zugesetzt wird.[129.174184-186]
Allgemein weisen Cyanine eine hohe Bindungsaffinitat zu Nukleinsduren auf und
lagern sich folglich bevorzugt in den Furchen der DNA-Doppelhelix an oder
interkalieren zwischen ihre Basenpaarstapel. Als direkte Konsequenz der Anlagerung
oder Interkalation wird die Rotationsfreiheit um die Einfachbindungen stark
eingeschrankt. Zugleich bewirkt diese Einschrankung der Rotation einen signifikanten
Anstieg der Emissionsintensitat des Fluorophors, wobet der Grad an verringerter

Drehbarkeit mit der Intensitatszunahme korreliert.

| X
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Abbildung 42: Illustration der freien Drehbarkeit um die Sigmabindungen der Polymethinbriicke. Hervorgehoben
sind strukturelle Aspekte, die das Ausmal der Rotationseinschrankung beeinflussen kénnen. Dargestellt sind die
Styryl-Derivate Griin-1m, Gelb-4m und Rot-6m, deren Titrationsergebnisse vertretend fur alle neuen Cyanine

diskutiert werden.

Prinzipiell liegen Cyaninfarbstoffe im Grundzustand in threr thermodynamisch
stabileren all-trans-Konformation vor. Befinden sich die Farbstoffe hingegen in dem
ersten elektronisch angeregten Zustand kann dieser strahlungslos anhand einer
cis/trans-lsomerisierung desaktiviert werden (dark state)!'>187-191  Die oben
beschriebene  Einschrankung der freien Drehbarkeit unterbindet diese
Photoisomerisierung des Fluorophors, und es kommt zum Anstieg der
Fluoreszenzintensitat. Anhand des Cyanins Cy5 wurden erstmals grundlegende

Erkenntnisse dieser photoinduzierten Isomerisiterung und Rick-Isomerisierung
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gewonnen.[188189] Spater konnte bewiesen werden, dass diese
Isomerisierungsreaktionen  verstarkter  bei  Cyaninfarbstoffen  mit  kurzen
Polymethinbriicken auftreten, verglichen mit der Wahrscheinlichkeit einer cis/trans-
Isomerisierung ihrer langerkettigen Analoga.l'? Infolgedessen reagieren Cyanine mit
kleinerer Anzahl an Methingruppen wesentlich empfindlicher auf Anderungen, die in
threr unmittelbaren Umgebung stattfinden. Aufgrund dieser Sensibilitdt kdnnen
kiirzere Cyanine bereits minimal variierende Konformationen in Biomolekiilen
preisgeben, an denen sie kovalent gebundenen sind. Die innerhalb der
Polymethinbriicke auftretende cis/trans-Isomerisierung erfolgt aus dem ersten
angeregten elektronischen Zustand. Daher konkurriert sie direkt mit der Fluoreszenz-
Eigenschaft des angeregten Molekiils und wird demnach in den Werten seiner
Fluoreszenz-Quantenausbeute sowie Fluoreszenz-Lebenszeit wiedergespiegelt.['87]
Den ausgepragten Anstieg der Emissionsintensitat im Zuge einer Farbstoffanlagerung
an doppelstrangige DNA nutzt man in der fluoreszenten Nukleinsduredetektion
etlicher bioanalytischer Studien aus. Auch dem Titrationsexperiment, das in diesem

Abschnitt beschrieben wird, kommt diese Intensitatssteigerung zugute.

Die Absorptions- und Fluoreszenzspektren, Anderungen der Absorbanz sowie der
Fluoreszenzintensitat im Verlauf der Titration eines jeden Cyaninfarbstoffes sind in
Kapitel 8.4 abgebildet. Zusatzlich fungiert Tabelle 13 (ebenfalls in Kapitel 8.4) der

Aufstellung von ermittelten Titrationsparametern.

Mit dem Bestreben, diese Ergebnisse Ubersichtlich zu halten, werden im vorliegenden
Abschnitt exemplarische Titrationen der dret in Abbildung 42 prasentierten Styryl-

Derivate einander gegenibergestellt und fundamentale Unterschiede besprochen.

Zunachst wird eine kurze Einfiihrung die zwet wichtigsten Parameter vorstellen, die aus
den Fluoreszenztitrationen gewonnen werden kénnen. In Anlehnung an die evaluierten
Titrationsdaten werden im Anschluss allgemeine Tendenzen und vergleichbare
Ergebnisse prasentiert. Zugleich werden signifikante Abweichungen individueller

Resultate kurz diskutiert.
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Bedeutende Parameter der Fluoreszenztitration

Gewiss konnen aus der Fluoreszenztitration eines Cyanins wesentlich mehr als zwel
KenngroBen gewonnen werden. Im Folgenden wird zu Gunsten der Anschaulichkeit
einzig auf die beiden charakteristischen Faktoren eingegangen, die im weiteren Verlauf
der Evaluation im Hinblick auf das Forschungsziel optimale Fluorophore herausdeuten

kénnen.

Diese beiden essentiellen Parameter sind die Stokes-Verschiebung und der
Intensitatsanstieg Al der Fluoreszenz, der durch die Anwesenheit von Nukleinsduren
bewirkt werden kann. Um die letztgenannte Intensitatszunahme zu ermitteln, wird der
Differenzbetrag (Al) aus der Fluoreszenzintensitat am Titrationsende (l) und dem

Startwert der Emissionsintensitat (lo) berechnet.

Die Stokes-Verschiebung beschreibt die spektrale Distanz zwischen dem Absorptions-
und dem Emissionsmaximum eines Fluoreszenzfarbstoffes. Die groBe Bedeutung der
Stokes-Verschiebung liegt in der Separierung emittierter Strahlung einer
Fluoreszenzsonde von ihrem Anregungslicht. Um den Anforderungen der heutigen
Fluoreszenz-Bioanalytik zu genligen, sollte die Sfokes-Verschiebung mindestens
50 nm betragen. Dass die neuen Cyaninfarbstoffe ausnahmslos dieser Anforderung

gerecht werden, gibt der folgende Abschnitt eindrucksvoll wieder.

Allgemeine Tendenzen und Resultate der Fluoreszenztitrationen

Eine anschauliche Gegenliberstellung der erhaltenen Stokes-Verschiebungen der
Chromophore ist anhand der folgenden zwei Diagramme gegeben. Der Wertebereich,
in dem sich die charakterisierten Cyaninfarbstoffe in Abhangigkeit threr Emissionsfarbe
bewegen, wird in Abbildung 43 gezeigt. Die ermittelten Stokes-Verschiebungen aller
Cyanine Ubertrafen bet weitem die Werte der Referenz-Fluorophore TR und TO. Diese
haben vergleichsweise kleine Stokes-Verschiebungen von lediglich 22 bzw. 20 nm und
liegen damit eindeutig weit auBerhalb der spektroskopisch wiinschenswerten Distanz

leistungsstarker Fluorophore.
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Stokes-Verschiebung - allgemeine Tendenz
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Abbildung 43: Stokes-Verschiebungen von Fluorophoren aller Emissionsfarben mit allgemeiner Tendenz.

Die Stokes-Verschiebungen der Cyanine mit gelber und roter Fluoreszenzfarbe lagen
in elnem Bereich von 70 bis 80 nm, wohingegen die griin-fluoreszierenden Derivate
etwas groBere Werte von ungefahr 100 nm aufwiesen. Zugleich zeichnete sich bei den
grun-fluoreszierenden Styryl-Chromophoren eine Differenz von ca. 10 nm zwischen
den Indol- und N-Methyl-Indol-tragenden Farbstoffen ab. Bei den Strukturen anderer

Emissionsfarben konnte dieser Trend nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 44: Stokes-Verschiebungen von Ausnahme-Fallen aller Fluorophore.

Die Graphik der Abbildung 44 prasentiert die Fluorophore, deren Stokes-
Verschiebungen deutlich von dem allgemeinen Trend abweichen. Der niedrigste

Stokes-Wert von 35 nm wurde beim cyanidmodifizierten TO-Derivat TO-CN
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gemessen, wobet zu erwahnen ist, dass die Erforschung dieses Derivates nach der
Titration eingestellt wurde. Ebenfalls etwas niedrigere Stokes-Verschiebungen im
Vergleich mit den Styryl-Derivaten zeigten die beiden roten cyanidmodifizierten
Trimethincyanine TR-CN und Rot-1 mit 61 nm bzw. 50 nm. Diese beiden Stokes-Werte
sind zwar kletner als die aller Dimethincyanine, liegen jedoch durchaus in dem
optimalen Bereich und sind deutlich groBer als die Stokes-Werte des
Modellfluorophors TR. Auffallend war zudem die auBerordentlich groBe Stokes-
Verschiebung der beiden carbazolmodifizierten Styryl-Derivate Rot-2e und Rot-3e.
lhre Stokes-Verschiebung belduft sich auf bemerkenswerte 152 nm bzw. 131 nm. In
den letzten Jahren wurde fir Fluorophore mit Stokes-Werten groBer als 150 nm der
Begriff des ,Mega-Stokes-Dyes” eingefuihrt.['931%4 Die beiden Carbazol-Derivate

entgehen nur sehr knapp dieser innovativen Worterfindung.

Bevor die Diskussion zu dem zweiten wichtigen Parameter, dem
Fluoreszenzintensitatsanstieg Al Ubergeht, sollen die Spektren der exemplarischen
Titrationen gezeigt und im Verlauf von Titrationsexperimenten gangige

Beobachtungen beschrieben werden.

In Abbildung 45 sind die Absorptions- und Fluoreszenzspektren der Titration von
Gelb-4m als Beispiel eines Styryl-Farbstoffes mit gelber Fluoreszenzfarbe gezeigt.
Abbildung 46 (links) gibt die Anderung der Absorbanz im Verlauf der Titration beim
Absorptionsmaximum des ungebundenen (Aabsmaxohne) Sowie betm Maximum des

angelagerten Farbstoffes (Aabsmaxmit) wieder.

_ 4 _
0.4 = 3.9 eq DNA = 3.9 eq DNA
0.3 3
< = = =
0.0 eq DNA - 0.0 eq DNA
0.11 1
0.0 T T r 0= T — )
400 500 600 500 600 700 800
A [nm] A [nm]

Abbildung 45: links: Absorptionsspektren (Aaps.max. =457 nm — 481 nm, AA = 24 nm) und rechts: Fluoreszenzspektren
(Aexc. = 468 NM, Aemmax. = 556 nm) der Titration von Gelb-4m mit DNAO.
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Abbildung 46: Titrationsverlauf von Gelb-4m mit DNAO; links: Absorbanz (Asps.max.ohne =457 Nm bzw.

Aabs.maxmit = 481 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 556 nm).

In dieser Abbildung ist auf der rechten Seite die Zunahme der Fluoreszenzintensitat in
Abhangigkeit des Titrationsfortschrittes an (Al = I-lp) dargestellt. Analoge Graphiken
sind nachfolgend fir die Styryl-Farbstoffe Rot-6m und Griin-1m aufgefihrt.
Gewohnlich  bewirkt die DNA-Zugabe eine bathochrome Verschiebung des
Absorptionsmaximums ~ eines  Cyanins.  Eine derartige  Anderung  des
Absorptionsmaximums ist ein charakteristisches Merkmal, das bei Anlagerung von
Fluorophoren an DNA beobachtet werden kann. Zusatzlich lasst sich die typische
Abnahme der Extinktion (Hypochromie) in den Absorptionsspektren erkennen.
Allgemein werden Hypochromie und bathochrome Verschiebung folgenden

Wechselwirkungen zwischen dem Farbstoff und dem Oligonukleotid zugesprochen:

- Auflosung von Farbstoffaggregaten durch Farbstoff-Anlagerung an DNA
- Geometrische Anderung der Farbstoffstruktur (z. B. Planarisierung des Molekiils)
- Dipol-Dipol-Wechselwirkungen der DNA-Basen mit dem Fluoreszenzfarbstoff

-  Wechsel der unmittelbaren Farbstoffumgebung bei DNA-Bindung (z. B.
Polaritat in DNA-Bindungstaschen)

Infolge der DNA-Zugabe sinkt laut dem letztgenannten Punkt die Polaritdt in der
Umgebung des Fluorophors merklich ab. Die lokal geminderte Polaritat wirkt sich

wiederum auf die Stabilisierung der verschiedenen Energieniveaus des Farbstoffes aus,



Fluoreszenztitration mit dsDNA

und zwar in derart, dass der sich energetische Abstand zwischen dem HOMO und dem
LUMO verringert.%! Aus diesem Grund kann man die bathochrome Verschiebung des
Absorptionsmaximums im Zuge der steigenden DNA-Konzentration beobachten
(Abbildung 47).

Energie A

LUMO R —

bathochrome
Verschiebung der
Absorption
’ -
-
-
HOMO ~
ungebundener Farbstoff gebundener Farbstoff

Abbildung 47: Das Energieniveaudiagramm erklart das rotverschobene Absorptionsmaximum eines Cyanins bei

zunehmender DNA-Konzentration.

Das Fehlen eines isosbestischen Punktes in den aufgezeichneten Absorptionsspektren
weist auf zwei Gegebenheiten hin. Einmal deutet es auf mehr als einen auftretenden
Bindungsmechanismus zwischen dem Chromophor und dem Oligonukleotid hin.
Zusatzlich wird ein Hinweis darauf gegeben, dass sich der Cyaninfarbstoff bevorzugt
in den Furchen der DNA anlagert. Interkalationen in die Doppelhelix werden meist von
solch starken Chromophor-DNA-Wechselwirkungen hervorgerufen, dass man neben
einer weitaus ausgepragteren Bathochromie einen isosbestischen Punkt vorfinden

kann.

Die Anderung der Fluoreszenzintensitat im Verlauf der Fluoreszenztitration wurde
beim entsprechenden Emissionsmaximum der Fluorophore aufgenommen. Bei einer
Zugabe von rund 4.0 Aquivalenten DNA wird ein Plateau erreicht, das eine Sattigung

gebundener Fluorophore am Oligonukleotid anzeigt.
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Abbildung 48: links: Absorptionsspektren (Aaps.max. =492 nm — 548 nm, AA = 56 nm) und rechts: Fluoreszenzspektren
(Aexc. = 507 nM, Aem.max. = 614 nm) der Titration von Rot-6m mit DNAO.
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Abbildung 49: Titrationsverlauf von Rot-6m mit DNAGO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne =492 nm bzw.

Aabs.max.mit = 548 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 614 nm).
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Abbildung 50: links: Absorptionsspektren (Asps.max. =418 nm — 426 nm, Ak =8 nm) und rechts: Fluoreszenzspektren
(Aexc. = 419 nM, Aem.max. = 518 nm) der Titration von Griin-1m mit DNAO.
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Abbildung 51: Titrationsverlauf von Griin-1m mit DNAO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne =418 nm bzw.

Aabs.maxmit = 426 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitatsanderung (Aem.max. = 518 nm).

Bet dem Vergleich der Halbwertszeiten in Kapitel 4.2 konnte die eindeutige Korrelation
zwischen der Struktur des Fluorophors und seiner Photostabilitdt nachgewiesen
werden. Dabel sorgten jeweils ein A-methylierter Indolrest, der Methoxysubstituent
und die Brickenverknipfung mit der 4-Position des Chinolins fir eine

auBerordentliche Verbesserung der Photostabilitat.

Interessanterweise lassen sich zwischen dem Anstieg der Emissionsintensitat und der
Fluorophorstruktur ebenfalls Parallelen ziehen. Der Zusammenhang zwischen dem
Fluorophorgertist und dem Grad an Intensitatssteigerung beruht auf zwei strukturellen
Variationen, die zugleich zwei chemischen Modifikationen entsprechen, die ebenso fiir

eine Erhéhung der Photostabilitat verantwortlich waren.

Tendenziell bewirkte ein A-methyliertes Indol in der Fluorophorstruktur eine
Verdoppelung der Intensitat des jeweiligen Fluorophors, wie am Beispiel von CylQ und
Gelb-1m in Abbildung 52 illustriert ist. Uberdies hinaus konnte eine zuziigliche
Intensitatssteigerung um Faktor 2 durch die 4-Verknipfung der Dimethinbriicke mit
dem Chinolinrest erzielt werden (Gelb-1m und Rot-4). Die simultane Steigerung der
Emissionskraft und der Haltbarkeit bei Belichtung als Folge ein und derselben
Strukturvariation ist ein hervorragendes Resultat im Hinblick auf die
Fluorophoroptimierung. Mit zwei minimalen synthetischen Eingriffen in das
Farbstoffgrundgerust lassen sich nachweislich beide angestrebten Eigenschaften des

Farbstoffes signifikant verbessern.
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Gelb-1m Gelb-4m Rot-4m
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Abbildung 52: Korrelation des Fluoreszenzintensitatsanstiegs mit der Fluorophorstruktur. Strukturelle Merkmale,

die vom Referenzfarbstoff CylQ abweichen sind gekennzeichnet.

Die Ausstattung des Chinolins mit einer Methoxy-Gruppe zeigte hingegen keine
Erhohung der Fluoreszenzintensitat. Vielmehr stellen die beiden methoxymodifizierten
Derivate Gelb-4 und Gelb-4m eine Ausnahme im Verhalten der Paare mit und ohne
N-Methyl-Indol dar. Trotz Einfiihrung eines A-methylierten Indolrestes in Gelb-4m
wurde keine Steigerung der Intensitdt zum unmodifizierten Gegenstiick Gelb-4
verzeichnet. Bei samtlichen analogen Kombinationen sorgt die Methylfunktion am
Indolstickstoff flr die besagte Verdopplung der Intensitdt ungeachtet ihrer
Emissionsfarbe. Unter den Gelb-Varianten hatte einzig der fluormodifizierte
Fluoreszenzfarbstoff Gelb-3 eine kleinere Emissionsintensitat als CylQ, vermutlich
aufgrund der elektronenziehenden Eigenschaften des Fluorsubstituenten. Die hochste
erreichte Fluoreszenzintensitdt wurde bet dem Benzochinolin-Derivat Gelb-2
beobachtet, wobei héchstwahrscheinlich das ausgedehntere n-System die Steigerung

der Intensitat hervorrief.

Besonders beeindruckende Titrationsergebnisse wurden bei den rot-fluoreszierenden

Styryl-Derivaten erreicht (Abbildung 49 und Abbildung 50). lhre intensive



Fluoreszenztitration mit dsDNA

Wechselwirkung mit  dem  Oligonukleotid flihrte zu  herausragenden
Fluoreszenzanstiegen neben den optimalen Stokes-Verschiebungen. Der Farbstoff
Rot-6m dient als reprasentativer roter Emitter. Die besonders intensive Interaktion der
rot-emittierenden Cyanine mit dem Oligonukleotid wird durch die ausgepragten
hypochromen sowie bathochromen Verschiebungen der Absorption des Beispiels Rot-
6m optimal vertreten. Die hohe Intensitatszunahme der Fluoreszenz bestatigt die
starken Wechselwirkungen zwischen den Fluorophoren und der Nukleinsdure. Darliber
hinaus sind bis auf Rot-2e alle Rot-Modifikationen mit der 4-Position an der
Dimethinbriicke verankert, was wie oben schon bewiesen, zu enorm gesteigerten
Intensitaten der Fluoreszenz beitragt. Der intensivste Fluoreszenzanstieg wird durch
den rot-fluoreszierenden Trimethinfarbstoff Rot-1 reprasentiert und st
héchstwahrscheinlich der n-SystemvergroBerung in der Farbstoffstruktur durch sein
integriertes Benzochinolin zuzuschreiben. Die folgende Graphik veranschaulicht die
Intensitatszunahmen in Abhangigkeit des Titrationsfortschrittes der besten roten

Emitter (Abbildung 53).
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e e TR
o 61 /
<4
3
0 T T T T
0 1 2 3 4

Aquiv. DNA

Abbildung 53: Darstellung der Intensitatszunahmen Al in Abhangigkeit des Titrationsfortschrittes einiger rot-

fluoreszierender Fluorophore.

Die Emissionsintensitaten der Cyanine Rot-1, TR-CN und Rot-4m bewegen sich in der
GroBenordnung der Intensitat des Modellfluorophors TR. Rot-5m und Rot-6m liegen
nur knapp darunter. Es sei hier nochmals festzuhalten, dass die Intensitatssteigerung

enorm von den Wechselwirkungen des Fluorophors mit dem Oligonukleotid abhangig
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ist. Das bedeutet, dass die genaue Reihenfolge von der intensivsten bis zur geringsten
Fluoreszenzintensitdit nach kovalenter Verknipfung von Chromophor und
Nukleinsdure von den Titrationsergebnissen abweichen kann. Die erfassten
Intensitaten als Folge einer Fluorophor-Anlagerung kénnen jedoch wichtige Hinweise

geben.

Der groBe Einfluss der Fluorophor-DNA-Interaktion ldsst sich am besten bei Vergleich
der Messungen von rot- oder gelb-fluoreszenten mit den griin emittierenden
Farbstoffen erkennen. An den Absorptionsspektren (Abbildung 50) sowie dem Verlauf
der Absorbanzanderung (Abbildung 51) des reprasentativ gezeigten griinen Emitters
Griin-1m sind erhebliche Unterschiede zum Verhalten der andersfarbigen Fluorophore
feststellbar. AusschlieBlich die griin-emittierenden Styryl-Farbstoffe verfligen nur Gber
minimale bathochrome Absortionsanderungen (rund 10 nm). Dies zeugt entweder von
sehr schwachen Interaktionen mit der DNA oder rihrt von dem geringeren
Ubergangsdipolmoment der kleineren Chromophore her. Dieser Sachverhalt kann
elnerseits durch ihr geringeres Molekulvolumen erklart werden. Lagern sich diese
kleinen Fluorophore an das Oligonukleotid an, wird threr Rotationsfretheit in weitaus
geringerem Umfang Einhalt geboten als thren strukturell ausladender gestalteten
Verwandten anderer Emissionsfarbe, da sie deutlich besser in die Furchen der DNA-
Helix ,reinpassen”. Unterstitzt wird diese Annahme unter anderem auch bei
Betrachtung der phenylsubstituierten Grin-Variationen Griin-3(m) und Griin-4(m) in

dem folgenden Intensitatsvergleich (Abbildung 54).

12 - e Grun-2m

7 Grin-3
Grin-3m
Griin-4

e Grin-4m

e TO
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Abbildung 54: Vergleich der Intensitdtszunahmen Al mit Titrationsfortschritt einiger griiner Fluorophore.
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Einzig die strukturellen Gegebenheiten von Griin-4m zeigen eine auffillig groBe
Emissionsintensitat verglichen mit allen weiteren griin-fluoreszierenden Cyaninen. Die
beiden Farbstoffe Griin-3 und Griin-4 sind mit einem Phenylsubstituent am
Indolbaustein  ausgestattet und  unterscheiden sich lediglich in  der
Verknlpfungsposition der Dimethinbriicke. Der geraumige Substituent am Indol und
die 4-Verknlpfung allein reichen jedoch nicht aus, um dem Fluorophor eine optimale
Wechselwirkung mit dem Oligonukleotid zu ermoglichen. Dieser Sachverhalt andert
sich deutlich bet dem Chromophor Griin-4m, dessen zusatzliche Methylgruppe am
Indolstickstoff genau die Strukturdnderung reprasentiert, die eine enorm intensivere
Wechselwirkung von Cyanin und DNA mit sich bringt. Die Methylierung des ebenfalls
phenylmodifizierten Griin-3m bewirkt im Vergleich zu der unmethylierten Struktur
Griin-3 nur die allgemein beobachtbare Verdopplung der Intensitat. Daraus kann man
schlieBen, dass eine Inkorporation des kleineren Pyridinrings die konformelle
Flexibilitat des Fluorophors so stark erhoht, dass seine gro3e Rotationsfreiheit erst bei
gleichzeitiger Anwesenheit aller dret Strukturvariationen kompensiert. Das AusmaB der
Wechselwirkungen zwischen den Pyridin-Farbstoffen und der doppelstrangigen DNA
erreicht ausschlieBlich durch die vereinte Wirkung der drei Modifikationen
N-Methylindol, 4-Anbindung der Polymethinbriicke sowie der Anwesenheit von
2-Phenylindol ungefahr die GroBenordnung gelb- oder rotfluoreszierender

Chromophore.

Zuzilglich kénnen die strukturellen Verdanderungen der pyridinhaltigen Cyanine eine
stark  variierende  cis/trans-Isomerisierungswahrscheinlichkeit  innerhalb  der
Farbstoffbriicke hervorrufen. Dementsprechend lasst sich ein gewisser Einfluss der

Isomerisierung auf die gemessene Fluoreszenzintensitat nicht auszuschliefen.

Erganzend wurde in einer Arbeit von Chakravorti et al nachgewiesen, dass
Anlagerungen von Styryl-Farbstoffen an DNA sehr stark mit der vorherrschenden
lonenkonzentration der Probelésung korrelieren.'9>1%61 Chakravorti et al konnten
zeigen, dass der Styryl-Farbstoff DASPMI, der ebenfalls einen Pyridinrest tragt, durch
eine steigende NaCl-Konzentrationen zunehmend von dem DNA-Doppelstrang
abgelést werden kann. Bet den hier dargestellten Titrationen wurden den
Probel6sungen 250 mM NaCl zugesetzt, was laut Chakravortis Studien lediglich 35 %

der Farbstoffmolekile gestattet am Oligonukleotid gebunden zu verbleiben.
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Ein Zusatz von Natriumchlorid ist hingegen fir die stabile Ausbildung einer
Doppelhelix von groBer Bedeutung. Dementsprechend ist eine vollstandig salzfreie
Titrationsldsung nicht zu empfehlen, wenn man beabsichtigt, Bindungsgleichgewichte
von Chromophoren an doppelstrangige DNA zu untersuchen. Die charakteristische
Konzentrationsabhangigkeit der Farbstoffanlagerung im Hinblick auf die enthaltenen
lonen sollte jedoch bei der Interpretation der Titrationsdaten stets im Hinterkopf

behalten werden.

Zusammengefasst zeigen die pyridinhaltigen Systeme nichtdestotrotz optimale
Eigenschaften in Bezug auf die entscheidenden Parameter des Titrationsexperimentes.
Die absolute Fluoreszenzintensitat griiner Fluorophore reicht im Durchschnitt zu rund
70 % an diejenige der voluminoseren Styryl-Derivate heran. Zudem zeigt sich bet den
grinen Emittern ebenfalls eine Verdopplung der Fluoreszenzintensitat als direkte

Folge der N-Methyl-Substitution des Indols im Farbstoffgerust.

Ein direkter Vergleich zum griin-fluoreszierenden Referenzmolekil TO sollte jedoch
nicht vorgenommen werden. Bel genauer Betrachtung der Fluoreszenzintensitat im
Titrationsverlauf wird deutlich, dass TO einem offensichtlich vollkommen anderen
Bindungsmechanismus folgt als alle anderen 28 Fluorophore (Abbildung 54). Die
Bestatigung der stark andersartigen Wechselwirkung von TO mit dem Oligonukleotid
wird spater beim Vergleich der Quantenausbeuten erneut deutlich, der die Messwerte

angelagerter und kovalent gebundener Fluorophore wiedergibt.

AbschieBend zeigt die folgende Tabelle eine Ubersicht der Daten von den drei hier im
Detail gezeigten Titrationen sowie den Vergleich zu ihren entsprechenden

Modellfluorophoren.
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ohne mit 4 eq .
DNAO DNAO A Asior Probelosupg
Farbstoff A A . em.max. okes Al ohne / mit
abs.max.ohne abs.max.mit [nm] [nm] 4 eq DNAO
[nm] [nm]
Grin-1m 418 426 518 92 2.2
Gelb-4m 457 481 556 75 3.7
Rot-6m 492 548 614 66 6.4
TO 502 510 530 20 11.7 -
CylQ 455 489 556 67 2.7 -
TR 621 633 655 22 9.9 -

Tabelle 1: Vergleich spektroskopischer Daten aus den aus den Fluoreszenz-Titrationen exemplarischer Cyanin-

Farbstoffe. Die angegebenen Werte beziehen sich auf eine Lésung mit 10 uM Farbstoff, 40 uM DNAO, 10 mM NaPi

(pH = 7), 250 mM NaCl und 2 % Ethanol.
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4.4 Fluoreszenz-Quantenausbeute in Gegenwart von
dsDNA

Fur die spektroskopische Charakterisierung der Cyanine wurde unter anderem auch
deren Quantenausbeute in Anwesenheit von 4.0 Aquivalenten DNAO bestimmt. Zu
diesem Zweck wurde die Anregungswellenlange mit Bezug auf die Fluoreszenztitration
an das Absorptionsmaximum des jeweiligen Farbstoffes bet DNA-Sattigung angepasst.
Die nachfolgende graphische Darstellung gibt die allgemeine Tendenz bzw.
GroBenordnung der gemessenen Quantenausbeuten wieder. Die erhaltenen Werte

aller Farbstoffe sind in der Tabelle 14, Kapitel 8.4 zusammengetragen.

Quantenausbeute ¢; der Fluorophore bei Anlagerung an DNA1

35 - 329

30 A

25
X
= ] 18.8
& 170 165 17.6

] 137
15 116
10 4
6.6 58
44 . 4.6
5 1 24
0 [ I

CylQ Gelb-Tm Gelb-2 Gelb-4m  TO  Grin-1m Grin-2m Grin-4m TR TR-CN  Rot-4m Rot-6m

Abbildung 55: Beispiele der Fluoreszenz-Quantenausbeuten von Fluorophoren aller Emissionsfarben die bei

Anlagerung an DNA bestimmt wurden.

Der generelle Trend bei den Fluoreszenz-Quantenausbeuten, die von den Farbstoffen
bet Anlagerung an DNA bestimmt wurden, entspricht weitestgehend den Tendenzen
des Fluoreszenzintensitatsanstiegs bei den Fluoreszenztitrationen. D. h., dass die
hochsten Werte der Fluoreszenz-Quantenausbeute bei 4-Chinolin-Anbindung der
Farbstoffbriicke und A-methyliertem Indol zu finden sind. Eine gehobenere
Quantenausbeute zeigten ebenso Griin-4m, das einen phenylsubstituierten Indolrest
enthdlt sowie die Benzochinolin-Derivate Gelb-2 und Rot-1 aufgrund ihres
ausgeweiteten  m-Systems.  Analog zu den Intensitatsanstiegen  der
Titrationsexperimente ist zu beachten, dass die erhaltenen Quantenausbeuten

lediglich als Richtwerte gelten und zum Vergleich der Fluorophore untereinander
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dienen sollen. Wie sich im Verlauf der Arbeit noch zeigen wird, konnte bei allen
Farbstoffen, die kovalent an Nukleinsduren geknlpft wurden, ein Anstieg der
Fluoreszenz-Quantenausbeute um das 2- bis 8-fache der hier gezeigten Werte
verzeichnet werden. Der Ursprung einer derart signifikanten Quantenausbeuten-
Erhéhung beruht einerseits auf der bereits beschriebenen deutlich eingeschrankteren
Rotationsfreiheit eines Farbstoffmolekiils bei kovalenter Anbindung an ein
Oligonukleotid, und zusatzlich auf dem immensen Einfluss der NaCl-Konzentration in
den Untersuchungslésungen. Die konformelle Flexibilitat, die bet
Anlagerungsgleichgewichten zugegen ist, wirkt sich ebenfalls auf die
Wahrscheinlichkeit einer cis/trans-Isomerisierung und damit auf die gemessenen

Werte der Fluoreszenz-Quantenausbeute aus.



4.5 Evaluation aller Daten und Auswahl der Cyanine fiir die

postsynthetische Modifikation von Nukleinsauren

Im Verlauf der vorangegangenen Abschnitte dieses Kapitels wurden die neuen
Cyaninfarbstoffe verschiedenen Untersuchungen unterworfen, die einen finalen
Vergleich der wichtigsten photophysikalischen Eigenschaften gewahren. Auf der
nachsten Seite sind in Tabelle 2 alle entscheidenden Parameter zusammengefasst. Aus
der Fluoreszenz-Quantenausbeute und dem Extinktionskoeffizient wurde die Helligkeit
B der Chromophore berechnet. Dabei ist fir die Referenzfluorophore TR und TO ein
mittlerer Wert des Extinktionskoeffizienten angegeben, der anhand von ermittelten
Werten aus kovalent verknlipften DNA-Strangen unterschiedlicher Sequenzen
vorhergehender  Forschungen abgeschatzt wurde.’”!  Der Betrag eines
Extinktionskoeffizienten ist auch stark von den enthaltenen chemischen Gruppen eines
Fluoreszenzfarbstoffes abhangig. Allgemein ist bekannt, dass Substituenten in Form
schwerer Atome eine mindernde Wirkung auf den Extinktionskoeffizient ausiiben.
Prinzipiell tragen alle diskutierten Farbstoffe an threm Propyl-Linker eine endstandige
Hydroxyfunktion. Die beiden Trimethincyanine TR-CN und Rot-1 bilden dabei eine
Ausnahme. Bet thnen wurde synthesebedingt eine lodgruppe anstelle der
Hydroxyfunktion an der Propyl-Einheit angebracht. Als unmittelbare Folge zeigt sich
besonders bet TR-CN ein vergleichsweise niedriger Extinktionskoeffizient von
13000 M"-cm. Der immense Einfluss der lodgruppe wird besonders deutlich, wenn

man den Vergleich von TR-CN mit Verbindung 55 betrachtet (Abbildung 56).

= N/ = N/
= =
NC. __~ NC =~
@ ®
I N7 s SN7s
Q| i f CJ ? f
TR-CN 55

Abbildung 56: Gegenlberstellung der Strukturen von TR-CN und Molekdil 55.
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Farbstoff t1 /2 Astokes EN) &F.angel. B Evaluations-
[min] [nm] |[L/mol*cm] [%] [L/mol*cm] faktor
TO 32 20 27000 16.5 4455 143
Grin-1 187 108 19400 1.2 233 44
Grin-Tm 225 92 28400 2.4 682 153
Griin-2 636 109 24800 1.9 471 300
Grin-2m 293 102 30000 4.6 1380 404
Grin-3 146 100 16400 2.3 377 55
Grin-3m 78 93 28600 4.1 1173 91
Grin-4 162 98 16600 5.8 963 156
Grin-4m 49 91 30100 13.7 4124 202
Blau-1m 658 97 19200 1.0 192 126
CylQ 90 67 42400 4.4 1866 168
Gelb-1m 205 67 42700 6.6 2818 578
Gelb-2 13 68 37700 17.0 6409 83
Gelb-3 50 82 38000 1.5 570 29
Gelb-4 264 78 39400 5.7 2246 593
Gelb-4m 425 75 39300 5.8 2279 969
TR 7 22 15000 11.6 1740 12
TR-CN 66 61 13000 32.9 4277 282
Rot-1 11 50 38400 355 13632 150
Rot-2e 130 152 35700 6.1 2178 283
Rot-3e 134 131 26100 12.5 3263 437
Rot-4 186 81 30800 12.8 3942 733
Rot-4m 331 75 30800 17.6 5421 1794
Rot-5 67 83 27500 12.7 3493 234
Rot-5m 241 80 35700 15.3 5462 1316
Rot-6 101 81 27600 5.2 1435 145
Rot-6m 317 66 31100 18.8 5847 1853
Rot-7m 269 87 32300 3.6 1163 313

Tabelle 2: Ubersicht der wichtigsten photophysikalischen Eigenschaften der neu entwickelten Cyaninfarbstoffe.




Evaluation der Cyaninfarbstoffe

55 reprasentiert ein analog zu TR-CN aufgebautes Trimethincyanin. Der
entscheidende Unterschied ist in dem Austausch des lodpropylrestes bei TR-CN gegen
den Methylrest im Molekil 55 gegeben. Stellt man die jeweiligen
Extinktionskoeffizienten beider Verbindungen einander gegentiber, so stellt man fest,
dass 55 einen rund dreifach hoheren Extinktionskoeffizient von 36600 M-1.cm’
aufweist, was den groBen Einfluss des schweren lodatomes in TR-CN wiederspiegelt.
Dieser Effekt sollte deshalb bet der folgenden Evaluation von TR-CN und allen anderen

Cyaninen berlcksichtigt werden.

Fur die Auswahl der besten Fluorophore sollte neben der Helligkeit natirlich auch die
Photostabilitat berlcksichtigt werden. Zu diesem Zweck wurde ein Evaluationsfaktor
berechnet, der sich aus dem Produkt der Helligkeit und der Halbwertszeit sowie der
Konstante 0,001 zusammensetzt. Dieser Evaluationsfaktor deutet dementsprechend
jene Fluoreszenzfarbstoffe heraus, die eine optimale Helligkeit neben einer hohen
Photostabilitat aufweisen. In den nachkommenden dret Abbildungen wurden
Evaluationsfaktoren von Fluorophoren je einer Emissionsfarbe graphisch dargestellt

und erleichtern somit die Identifizierung herausstechender Farbstoffe.

1000 - 969
800 -
578 593

600 -

400 -

Evaluationsfaktor

200 | 168

83
29

CylQ Gelb-Tm Gelb-2 Gelb-3 Gelb-4 Gelb-4m

Abbildung 57: Gegenlberstellung des Evaluationsfaktors der Fluorophore mit gelber Emissionsfarbe.

Unter allen gelben Emittern wurden Gelb-1m und Gelb-4m anhand threr guten
photophysikalischen Eigenschaften fiir die spatere kovalente Verknipfung mit

Oligonukleotiden ausgewahlt. Die Variation Gelb-4 besticht ebenfalls angesichts ihres
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Evaluationsfaktors, wird jedoch durch das methylierte Gegenstiick Gelb-4m

Ubertrumpft und deshalb nicht tiefgriindiger erforscht.

Evaluationsfaktor
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400
300
200

100 1

Evaluationsfaktor - griine Emitter

404

143

TO Grin-1 Gran-Tm Grin-2 Grdn-2m  Grin-3 Grin-3m Grin-4 Grin-4m Blau-1m

Abbildung 58: Gegenlberstellung des Evaluationsfaktors der Fluorophore mit griiner (und blauer) Emissionsfarbe.

Bei den grin-fluoreszierenden Cyaninderivaten fiel die Entscheidung zu Gunsten von

Griin-1m, Griin-2m, Griin-3m und Blau-1m aus. Obwohl der Farbstoff Blau-1m eine

sehr geringe Helligkeit besitzt, wurde einer Intuition folgend seine Erforschung als

kovalent gebundenes Chromophor beschlossen. Trotz der enorm groBen Helligkeit

von Griin-4m kam dieser Styryl-Farbstoff wegen mangelnder Photostabilitat nicht in

die engere Auswahl der besten griinen Emitter.
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Abbildung 59: Gegenlberstellung des Evaluationsfaktors der Fluorophore mit roter Emissionsfarbe.



Evaluation der Cyaninfarbstoffe

Zur postsynthetischen Modifikation unter den Cyaninfarbstoffen mit roter

Emissionsfarbe wurden TR-CN, Rot-3e, Rot-4m, Rot-5m und Rot-6m gewahlt.

Bei genauer Betrachtung aller Ergebnisse kann man feststellen, dass der groB
angelegten kombinatorischen Forschung von Chang und Rosania die gesteigerte
Fluoreszenzintensitdt phenylindoltragender Fluorophore entgangen ist. Ebenfalls
zeigte ihre Evaluation der Haltbarkeiten bei langerer Belichtung nicht die eindeutige
Uberlegenheit der 4-verbriickten Styryl-Derivate oder Farbstoffe mit Methoxychinolin-
Substituent an. Die Styryl-Bibliothek der Forscher Chang und Rosania sortierte
letztendlich lediglich 8 von 1336 Fluorophoren als besonders qualifiziert zur
Nukleinsauredetektion aus. Fehlerhafte Charakterisierung einzelner Farbstoffe, und im
schlimmsten Fall diese zu ,Ubersehen”, ist ein Preis, den man beim Substanz-Screening

mit groBem Durchsatz gegebenenfalls bezahlen muss.
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5., Click-modifizierte DNA

Die photophysikalischen Eigenschaften der ausgewahlten neu entwickelten
Fluorophore sollten nun in kovalenter Bindung an Oligonukleotide intensiver
untersucht werden. Die Ausstattung des DNA-Einzelstranges mit einem Farbstoff sollte
anhand der kupfer(l)katalysierten ,Click-Reaktion (CuAAC) auf postsynthetischem
Wege erfolgen. Fiir diesen Zweck wurde eine Azidfunktion an den Propyl-Linker der
Cyaninfarbstoffe angebracht. Der kommende Abschnitt erldutert die Darstellung der

Farbstoffazide und die anschlieBende CUAAC im methodischen Detalil.

5.1 Azid-Synthese und , Click”-Modifikation von DNA

Bet dem Trimethincyanin TR-CN erfolgte die Herstellung des korrespondierenden
Azides TR-CN-N3 anhand einer lod-Azid-Austauschreaktion (Abbildung 60) mit sehr
guten Ausbeuten. Die hierbei verwendeten Reaktionsbedingungen entsprechen
denen, die im Zuge der Methodenoptimierung fiir die iodierten Spezies der Styryl-

Farbstoffe sorgfaltig ausgearbeitet wurden.

SN SN
= =
NC. _~ NaN; NC. _~
l/\/@\ﬁ/ . DMF; RT; 20 h Ng/\/@\ﬁ)/ .
o " O
TR-CN TR-CN-N;

Abbildung 60: Darstellung des korrespondierenden Azides vom Trimethincyanin TR-CN.

Die Struktur der Styryl-Cyanine weist am quartaren Chinolin-Stickstoff einen
3-Hydroxypropylrest auf. Zu Beginn wurden verschiedene Methoden angestrebt,

welche die Hydroxyfunktion mithilfe einer einstufigen Reaktion in eine Azidgruppe
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umsetzen sollten. Primar wurde dabei die Mitsunobu-Reaktion verwendet. Trotz
groBzligiger Variation der Reaktionsbedingungen war diese Strategie erfolglos und

fuhrte lediglich zu einer hohen Zahl an Nebenprodukten.

Im Gegensatz dazu zeichnete sich eine zweistufige Azid-Synthese als optimale
Methode fir alle Styryl-Strukturen gleichermaBen bei sehr hohen Umsatzen aus. Bei
dieser Synthesestrategie wurde Uber eine initiale Appel-Reaktion mit direkt
angeschlossener Finkelstein-Reaktion die iodierte Spezies des jeweiligen Farbstoffes
gewonnen. AnschieBend erfolgte ein lod-Azid-Austausch zur gewlnschten
azidfunktionalisierten Verbindung. Abbildung 61 veranschaulicht die verwendeten

Reaktionsbedingungen dieser Reaktionsfolge.

1) Pphg, CBr4

2) Nal; Aceton /
MeOH; 50 °C; 3 d
90 %

Rot-4m Rot-4m-I

NaNs; Nal
DMF; RT; 19 h

70 %

Rot-4m-N; \

Abbildung 61: Zweistufige Azid-Synthese der Styryl-Farbstoffe am Beispiel von Rot-4m.

Auch bei diesen Syntheseschritten fokussierte sich die primare Entwicklungsarbeit auf
die Entschlisselung optimaler Kristallisationsbedingungen der Farbstoffstufen.
Beispielsweise war es mdglich bet den roten und gelben Emittern auf eine Finkelstein-
Reaktion zu verzichten, welche die bromierte Spezies der Appel-Reaktion in das

korrespondierende lodid Uberfiihrt. Die vergleichsweise unpolaren bromierten



Azid-Synthese und ,Click”-Modifikation von DNA

Farbstoffe kristallisierten sauber aus methanolischen Losungen aus und gestatteten so
eine vollstandige Abtrennung des Triphenylphosphinoxids, das im Zuge der Appel-
Reaktion gebildet wird. Anders verhielten sich die ,kleineren” griin-fluoreszierenden
Styryl-Derivate. Das bromierte Produkt der Pyridin-Styryle wies eine deutlich héhere
Polaritat auf als die Farbstoffe, die mit einem Chinolin ausgestattet waren.
Infolgedessen lieBen sich die grin emittierenden Bromidintermediate nicht aus
Methanol kristallisteren. Losungsmittelmischungen ergaben meist einen Einschluss von
Triphenylphosphinoxid im Cyaninkristallisat und konnten nur unter erheblichen
AusbeuteeinbuBlen sauber gewonnen werden. Der Austausch der Bromidgruppe zu
dem entsprechenden lodid unter Verwendung einer Finkelstein-Reaktion loste diese
Problematik auf geschickte Art und Weise. Die iodierte Spezies der griinen Emitter
zeigte im Vergleich zur bromierten Form einen signifikant unpolareren Charakter und

lieB sich problemlos in reinem Methanol kristallisieren.

Bei den Styryl-Farbstoffen mit Chinolinrest konnten bromierte als auch iodierte
Substanzen bet vergleichbaren Ausbeuten isoliert werden. Das in Abbildung 61

gezeigte Beispiel Rot-4m lieferte rund 90 % iodidiertes oder 96 % bromiertes Produkt.

Gewohnlich wird eine lod-Azid-Austauschreaktion unter leichter Erwdarmung bel
ungefahr 60 °C vorgenommen. Jegliches Erwarmen fihrte bei den Styryl-Farbstoffen
zur Bildung verschiedener Nebenprodukte. Die Reaktionsflihrung bet Raumtemperatur
wurde nur noch von einer diinnschichtchromatographisch sichtbaren Nebenreaktion
begleitet, die sich durch einen Zusatz von Nal vollkommen unterbinden lieB3. Folglich

konnte das Azid ebenfalls bequem mittels Kristallisation erhalten werden.
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Postsynthetische Modifikation von DNA mit der
kupfer(l)katalysierten , Click“-Reaktion

Die geplante kupfer(l)katalysierte ,Click”-Reaktion sollte zwischen dem jeweiligen
azidmodifizierten Cyaninfarbstoff und dem kommerziell erhaltlichen Baustein , click U”,
der die Alkinfunktionalitdit an der 2'-Position bereitstellt, stattfinden. Das
Phosphoramidit der modifizierten Base ,click U" kann unter den identischen
Konditionen wie die naturlichen Basen bet der DNA-Synthese in das wachsende
Oligonukleotid inkorporiert werden. Die Alkingruppe erlaubt die postsynthetische
Verknipfung mit einem azidfunktionalisierten Fluorophor unter den milden

Reaktionsbedingungen der kupfer(l)katalysierten , Click-Reaktion (Abbildung 62).

S
DNA

"click U"

Cu(l); TBTA; Na-Ascorbat
DMSO; t-BuOH; H,0O
60°C;1.5h

Rot-4m an “click U"

Abbildung 62: Exemplarische , Click-Konjugation von Rot-4m-Ns an einzelstrangige DNA, die mit einem

alkinfunktionalisierten , click U" ausgestattet ist.
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Nach einer konventionell verwendeten Methodenvorschrift der Arbeitsgruppe
Wagenknecht et al. wurde anfangs die ,Click”-Modifikation am Oligonukleotid bei
Raumtemperatur Uber einen Zeitraum von ca. 15 Stunden durchgefiihrt.>8 Obwohl
diese ,Click”-Konditionen zu der gewiinschten Fluorophormarkierung fiihrten, konnte
bet sorgfaltiger Betrachtung von MALDI-Massenspektren modifizierter, mittels HPLC-
aufgereinigter DNA-Strange die geringe Bildung eines oxidierten Produktstranges
festgestellt werden. Obwohl der kupfer(l)katalysierten ,Click-Reaktion der kupfer(l)-
chelatisierende Ligand TBTA (Tris-[(1-Benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-methyl]amin) in
ausreichenden Mengen zugesetzt wurde, schien sich ein Oxidationsschaden in Form
von 7,8-Dihydro-8-oxoguanosin am Oligonukleotid jedoch nicht vollstandig

unterbinden zu lassen (Abbildung 63).

o)
Hj\)k
NH
o= ]
N N/)\NHZ

7,8-Dihydro-8-oxoguanosin

Abbildung 63: Struktur des Oxidationsproduktes der Base Guanin.

Wie an den entsprechenden MALDI-Massenspektren in Kapitel 8.5 zu sehen ist, gelang
die saubere Abtrennung des oxidierten Produktstranges durch HPLC-Trennung mit
einem flacheren Gradienten (mit einem Anstieg auf 9 % statt 20 % Acetonitril in 45
Minuten). Nichtsdestotrotz wurde die Vorschrift der kupfer(l)katalysierten ,Click™
Reaktion einer Methodenoptimierung unterworfen, deren Resultat eine Methode
hervorbrachte, die eine Bildung von oxidiertem Oligonukleotid vollstandig verhinderte.
Diese Verbesserung lieB sich durch Variation der Reaktionstemperatur erreichen. Die
optimierte CUAAC wird bei 60 °C durchgeflihrt wobei eine Reaktionszeit von 1.5
Stunden flr einen kompletten Umsatz gentigt (Abbildung 62). Aufgrund der zeitlich
verklrzten Gegenwart des hochreaktiven Kupfer(l)salzes wurden folglich keine
Oxidationsschaden mehr detektiert. Die zur Modifikation verwendeten DNA-

Sequenzen werden im folgenden Abschnitt gezeigt.
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5.2 Spektroskopische Untersuchung und Charakterisierung

der einfach modifizierten DNA

Die ausgewahlten Cyanine lassen sich anhand der Emissionsfarben in zwel
unterschiedliche Kategorien einteilen, den Donor- (Grin und Blau) und den
Akzeptorfarbstoffen (Gelb und Rot). Demzufolge wurden sie an zwei verschiedene
DNA-Einzelstrange gebunden, die ein spateres diagonales Arrangement zweier
Farbstoffe zum Energietransferpaar erlauben. Abbildung 64 veranschaulicht die
entsprechenden Nukleinsaure-Sequenzen der zueinander komplementaren DNA-
Einzelstrange DNA1 und DNA2 sowie der einfach modifizierten doppelstrangigen
DNA3 und DNA4.

DNA-Einzelstriange:

DNA1 3'- GCG-CTC-AAX-ATA-ATT-ATC-GG - 5’ ( —7

DNA2 5— CGC-GAG-TTA-YAT-TAA-TAG-CC - 3°
101

DNA-Doppelstringe:

— /
DNA 3~ GCG-CTC-AA- LTA-ATT-ATC-GG - 5 %

5'- CGC-GAG-TT- “AT-TAA-TAG-CC - 3’ 7’
~—/) \

//
DNA3 -X-A- DNA4 —T-A- =1
/]
-A-T— —A-Y— /
\

(0]
fl\NH
DNA
AR
X, Y = \l 0 ;R
N
o o _M.N
DNA \/EN SN
74
MN@\ NC __~
- N F R =
Q,XR_ o | )N NP 19

Abbildung 64: Sequenzen von DNA1 bis DNA4. X reprasentiert Donor- und Y Akzeptorfarbstoffe. Exemplarisch ist
die Verknlipfung des Donors Blau-1m bzw. des Akzeptors TR-CN gezeigt.
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Neben den 11 neu entwickelten Cyaninfarbstoffen wurde auch CylQ kovalent an DNA

gebunden und parallel zu Vergleichszwecken ebenfalls untersucht.

Der Einzelstrang DNA1 wurde ausschlieBlich kovalent mit Donorfarbstoffen
modifiziert, dementsprechend wurden die Akzeptorfarbstoffe postsynthetisch an
DNA2 gebunden. Bei der im Folgenden verwendeten Notation werden die
verbundenen Cyanine anhand ihrer tiefgestellten Bezeichnung dem jeweiligen
Oligonukleotid zugeordnet. Beispielsweise entspricht DNA1Blu-1m dem DNA-
Einzelstrang DNA1 mit der Modifikation des Donorfarbstoffes Blau-1m.

Absorptions- und Fluoreszenzspektren

In diesem Teilabschnitt werden vergleichbare photophysikalische Eigenschaften der
Fluorophore anhand der entsprechenden Absorptions- sowie Emissionsspektren
einzelstrangiger (ssDNA) als auch doppelstrangiger DNA (dsDNA) herausgearbeitet.
Bel dieser Gegenuberstellung wird die gesonderte Position von TR-CN als einzigem
kovalent verknipften Trimethincyanin tGberaus deutlich. Im Hinblick auf eine pragnante
Darstellung spektroskopischer Fakten wird die Diskussion auf einige Beispiele

beschrankt. Samtliche Spektren sind selbstverstandlich Kapitel 8.5 entnehmbar.

0.20+ DNA3 G 1m 2.0, DNA3G et
DNAgGrﬂn—Zm DNASGrUn—Zm
0.154 T DNASB'a“'Wm 15 - DNA3Blau—1m

DNA4Cle DNA4Cle
~ DNAT . DNAT 1 1
< 0.104 DNATG, o0 3 1.0 DNAT 5 om
""" DNAT Blau-Tm = “ooo- DNAT Blau-1m

0.05 /\ DNA2_ . 0.54 DNAZ_

0.00 S S W~ R 004 ; -
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Abbildung 65: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der einfach modifizierten DNA-Einzelstrange
(DNA1) und DNA-Doppelstrange (DNA3) der Donorfarbstoffe Griin-1m, Griin-2m und Blau-1m sowie der
Vergleich zum Referenzfluorophor CylQ (DNA2 und DNA4).
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Die Spektren in Abbildung 65 wurden von den Oligonukleotiden DNA1 und DNA3
aufgezeichnet, die eine Fluorophorausstattung mit einem der Donorfarbstoffe
Griin-1m, Griin-2m und Blau-1m besitzen. Uberdies hinaus ist das Spektrum des
kovalent an DNA2 bzw. DNA4 gebundenen Referenzfluorophors CylQ gezeigt und
dient in den Darstellungen als das Bezugschromophor. Allgemein zeigen alle Styryl-
Farbstoffe eine Abnahme ihrer Extinktion und auch der Emissionsintensitat von der
entsprechenden ssDNA zum einfach modifizierten Duplex. Dieser l6schende Effekt ist
bet Styrylcyaninen sehr haufig zu beobachten und basiert auf der verstarkten
Interaktion zwischen dem Fluorophor und den Nukleobasen der doppelstrangigen
DNA. Der Farbstoff vermag in der ssDNA diesen Wechselwirkungen effektiver zu
entgehen gehen, da ein DNA-Einzelstrang keiner definierten libergeordneten Struktur
folgt. Diese flexible Konformation ist im helikalen Konstrukt der dsDNA nicht gegeben
und bewirkt folglich eine Steigerung intermolekularer Wechselwirkungen, die
letztendlich in geminderten Werten der Extinktion sowie der Fluoreszenzintensitat
munden. Aus photophysikalischer Sicht lasst sich dieser Sachverhalt bei genauerer
Betrachtung eventuell stattfindender Ablaufe erlautern. In der DNA-Doppelhelix ist es
moglich, dass aufgrund der konformellen Einschrankungen ein gebundenes
Chromophor weitaus haufiger den auftretenden intermolekularen Kollisionen
ausgesetzt ist als in der beliebigen Anordnung eines Einzelstranges. Eventuell kdnnten
derartige Konfrontationen mit benachbarten Molekileinheiten bei einem Fluorophor
im angeregten Zustand dafiir sorgen, dass es seine Energie abgibt, und es damit auf
diesem Wege rasch =zurick in seinen Grundzustand gelangt. Da solch
fluoreszenzldschende MolekiilstoBe in ssDNA deutlich seltener auftreten, resultiert die
gemessene Fluoreszenzintensitat in einem signifikant hoheren Wert. Eine Mdglichkeit,
diese verstarkten molekularen Konfrontationen zu mindern, besteht aus synthetischem
Blickwinkel in der Variation der verknipfenden Linkereinheit sowie in der Natur des
verbundenen Zuckerrestes. Derart unterschiedliche Auswirkungen der strukturellen
Fluorophorumgebung gestatten beispielsweise eine RNA- oder DNA-Spezifitat
mancher Chromophore. Wenn man zugleich die Spektren der folgenden beiden
Abbildungen hinzuzieht, fallen zwet Tatsachen ins Auge. Einmal tritt der lGschende
Effekt einzig im strukturell stark abweichenden TR-CN nicht auf. Zweitens ist die
Intensitatsminderung bei den gelben Styryl-Farbstoffen, also den Cyaninstrukturen mit

2-verknupfter Briicke, besonders ausgepragt. In der Literatur wird fir CylQ eine
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Intensitatsverringerung um den Faktor 2.4 beschrieben.['?3] Interessanterweise zeigen

die rot- oder grin-fluoreszierenden Styryl-Derivate geringere Intensitatsverluste. Im

Kapitel 8.5 ist eine Ubersicht aller spektroskopisch ermittelten Daten der ssDNA und

dsDNA in Form von Tabelle 16 gegeben. Darunter befindet sich auch ein Parameter,

der die Fluoreszenzintensitat doppelstrangiger DNA als prozentualen Anteil der

Intensitat vom Einzelstrang angibt. Der Trend der Intensitatsverringerung lasst sich am

besten anhand der Abbildung 68 erkennen.
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Abbildung 66: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der einfach modifizierten DNA-Einzelstrdnge
(DNA2) und DNA-Doppelstrédnge (DNA4) der Akzeptorfarbstoffe TR-CN, Rot-4m und Rot-6m sowie der
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Abbildung 67: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der einfach modifizierten DNA-Einzelstrange
(DNA1 und DNA2) und DNA-Doppelstrange (DNA3 und DNA4) der exemplarischen Donor- (Blau-1m,
Griin-2m) und Akzeptorfarbstoffe (Gelb-4m, Rot-6m).
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Abbildung 68: Gegenlberstellung der Fluoreszenzintensitdt doppelstrangiger DNA als prozentualer Anteil der

Intensitadt vom Einzelstrang.

Bet Betrachtung der graphischen Gegeniberstellung (Abbildung 68) wird ersichtlich,
dass kletnere (Blau-1m sowie die griinen Emitter) und zugleich besonders volumindse
(Rot-6m) Fluorophorderivate der Intensitatsabschwachung zum groBten Teil entgehen
kdnnen. Die Erklarung bei den kleineren Cyaninen, wie z. B. Blau-1m liegt in threr
geringen raumlichen Ausdehnung und folglich hdherer Bewegungsfreiheit am
helikalen Gerust der dsDNA, was Blau-1m gestattet intensiveren WW mit den Basen
aus dem Weg zu gehen. Bei dem volumindsen Rot-6m lasst sich die gemessene
Intensitat dadurch erklaren, dass seine Molekilausdehnung vergleichsweise so grol3
ist, dass es in den engen Furchen der Helix bet weitem nicht so tief eindringen kann
wie die anderen Styrylderivate und somit kaum an die Nukleobasen gelangt.
Infolgedessen sind die Basen-Cyanin-Interaktionen ebenfalls signifikant unterbunden.
Die Brickenanbindungsstelle der gelben Styryl-Farbstoffe scheint eine strukturelle
Gegebenheit zu reprasentieren, die l6schende Interaktionen mit den Basen des
Doppelstranges beglinstigt. Im Gegensatz dazu zeigt die 4-Verknlpfung bereits einen

um 20 % gedrosselten Intensitatsabfall.

Zusatzlich fuhrt die bereits oben erwdhnte Tabelle 16 die genauen Werte der
Absorptions- und Emissionsmaxima, der Fluoreszenz-Quantenausbeute und der
Schmelztemperaturen (Tm) von den einfach modifizierten Dopplelstrangen auf. Die T
von DNAG6 (siehe Abbildung 74), der einer vollkommen unmodifizierten dsDNA
entspricht, liegt bei 64.5 °C. Die Schmelztemperaturen samtlicher einfach modifizierten

dsDNA variieren lediglich um 2 °C, was eher der Messungenauigkeit zuzuschreiben ist,
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als einem Effekt, den die Farbstoffanbindung hervorruft. Dies ist ein ausgesprochen
erfreuliches Ergebnis, da es bedeutet, dass eine kovalente Cyaninverknipfung die
Basenpaarungen im  Oligonukleotid in  keinster Weise  stort; eine
anwendungsorientierte Eigenschaft, die innovative Nukleinsdure-Fluoreszenzsonden

besonders attraktiv fiir die heutige chemisch-biologische Forschung macht.

Gegeniiberstellung der Fluoreszenz-Quantenausbeuten

In der nachfolgenden tabellarischen Ubersicht sind die Fluoreszenz-
Quantenausbeuten der Cyaninfarbstoffe unter Anlagerung an DNAO denjenigen
Quantenausbeuten gegenubergestellt, die in kovalent gebundenen Konjugaten
fluorophor-markierter ssDNA sowie dsDNA bestimmt wurden (Tabelle 3). Zu
Vergleichszwecken sind die Daten von TO- bzw. TR-modifizierten DNA-Stréngen (mit

abweichender Nukleinsaure-Sequenz) ebenfalls in der Tabelle 3 zu finden.

Der direkte Vergleich aller Styryl-Farbstoffe spiegelt die Abnahme der
Emissionsintensitat von ssDNA zum einfach modifizierten Dopplelstrang anhand ihrer
analog differierenden Quantenausbeuten wider. Im obigen Abschnitt wurde bereits

ausfuhrlich die Ursache dieses Unterschiedes der ermittelten Werte erldutert.

Im Folgenden soll sich die Aufmerksamkeit jedoch hauptsachlich der
Gegentberstellung von Quantenausbeuten durch Anlagerung an DNAO und denen
der kovalent gebundenen Cyaninfarbstoffe in einfach modifizierter ssDNA widmen.
Der allgemeine Trend weist hier auf eine enorme Quantenausbeuten-Erhéhung hin,
die im Zuge der Verknipfung des Chromophors mit dem Oligonukleotid erreicht wird.
In welchem AusmaB diese Steigerung erfolgt, ist maBgeblich von der Farbstoffstruktur
abhangig. In Abbildung 69 wird die Zunahme der Werte von den Quantenausbeuten
anschaulich an exemplarischen Farbstoffen gezeigt. In der Graphik sind die jeweiligen
Erhohungen anhand eines Anstiegfaktors f verdeutlicht, der den Quotient aus ssDNA-
Wert und dem korrespondierendem angelagerten Wert der Quantenausbeuten

berechnet wurde.
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Fluoreszenz-Quantenausbeute ¢r [%]
Farbstoff
Anlagerung an DNAO ssDNA dsDNA
Blau-1m 1.0 5.2 4.6
Grun-1 1.2 - -
Grin-1m 2.4 9.8 94
Grun-2 1.9 - -
Griin-2m 4.6 36.2 28.3
Grun-3 2.3 - -
Grin-3m 4.1 10.2 8.9
Grun-4 5.8 - -
Gran-4m 13.7 - -
TO 16.5 16.8
CylQ 44 25.5 10.9
Gelb-Tm 6.6 40.4 204
Gelb-2 17.0 - -
Gelb-3 15 - - 107
Gelb-4 5.7 - -
Gelb-4m 5.8 471 21.2
TR-CN 329 59.9 66.8
Rot-1 355 - -
Rot-2e 6.1 - -
Rot-3e 12.5 57.2 35.8
Rot-4 12.8 - -
Rot-4m 17.6 51.2 33.2
Rot-5 12.7 - -
Rot-5m 15.3 437 26.1
Rot-6 5.2 - -
Rot-6m 18.8 39.0 31.9
Rot-7m 3.6 - -
TR 11.6 26.2 -

Tabelle 3: Fluoreszenz-Quantenausbeuten der Cyaninfarbstoffe. Vergleich der Werte durch Anlagerung an DNAO

und kovalent gebunden in einfach modifizierter ssDNA sowie dsDNA.
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Gegeniiberstellung der Quantenausbeute ¢, - Anlagerung vs. ssDNA
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Abbildung 69: Graphische Analyse exemplarischer Quantenausbeuten von Chromophor-Anlagerung an DNAO

und denen der kovalent gebundenen Cyaninfarbstoffe in einfach modifizierter ssDNA.

Die beiden Trimethincyanine TR und TR-CN weisen einen Anstiegsfaktor f von 2 auf.
Die Quantenausbeute vom Styryl-Farbstoff Rot-4m steigt um das Dreifache an. Diese
Quantenausbeuten-Erhéhungen sind bereits signifikant. Doch sie ,verblassen”
angesichts der Anstiegfaktoren von den Styryl-Farbstoffen mit gelber oder griiner
Emissionsfarbe. Diese liegen im Mittel bet ungefahr 6 und ,katapultieren” demzufolge

die Chromophor-Quantenausbeuten in auBerordentlich hohe Wertebereiche.

Eine ganz spezielle Ausnahme stellt das Referenzfluorophor TO dar. Seine beiden
Quantenausbeuten vor und bzw. nach Anbindung an DNA sind zueinander
vollkommen aquivalent. Im Kapitel 4.3 bei den durchgefiihrten Fluoreszenztitrationen
wurde schon auf einen vermutlich grundsatzlich verschiedenen Bindungsmechanismus
des Monomethinfarbstoffes TO hingewiesen. Dieser Verdacht wird aufgrund des
dargestellten Sachverhaltes einer unveranderten Quantenausbeute bei dem kovalent

gebundenen TO-DNA-Konjugat eindeutig bestarkt.

Erst an diesem Punkt zeigt sich die ,wahre” Leuchtkraft der griinen Emitter im Vergleich
zur Referenz TO. Zuvor schienen die griinen Styryl-Derivate das Modellfluorophor TO
ausschlieBlich im Hinblick auf die Photostabilitat zu Gbertrumpfen. Nun wird jedoch ihr

tatsachliches fluoreszentes Potential erkennbar. Besonders der Cyaninfarbstoff Griin-
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2m lasst den Wert der Quantenausbeute von TO verblassen und Ubersteigt diesen um

mehr als das Doppelte.

Der Teil des vorliegenden Kapitels, der sich mit den spektroskopischen Eigenschaften
der kovalent an DNA gebundenen Fluorophore beschaftigte, ist an dieser Stelle
beendet.  AbschlieBend  prasentiert Abbildung 70 die eindrucksvollen

Fluoreszenzfarben der 11 ausgewahlten Cyaninfarbstoffe anhand von Fotographien
threr DNA-Einzelstrange.

‘ I

DNA1 DNA2

Blau- Griin- Griin- Griin- | Gelb- Gelb- TR- Rot- Rot- Rot- Rot-
Tm Tm 2m 3m Tm 4dm CN 3e 4dm 5m 6m

Abbildung 70: Emissionsfarben der DNA-Einzelstrdnge der 11 ausgewahlten Cyaninfarbstoffe.

Energietransferpaare und Uberlappungsintegrale

Mit der Intention, die neuen photostabilen Cyanine in wellenldangenverschiebenden
Nukleinsdure-Sonden einzusetzen, ist eine gut durchdachte Zusammenstellung der
Chromophore zu Energietransferpaaren ein besonders wichtiger Schritt. Zur
|dentifizierung der geeigneten Donor-Akzeptor-Kombinationen und zugleich zur
Erfassung ihrer jeweiligen optimalen Anregungswellenldangen wurden anfangs die
Absorptionsspektren der dsDNA der vier Donoren (an DNA3) mit denen aller
Akzeptoren (an DNA4) paarweise einander gegenulbergestellt und verglichen.
Besonderes Augenmerk wurde bet den Absorptionsspektren kombinierter Paare auf

die Bereiche gelegt, die eine Uberschneidung der Extinktionen beider Chromophor-
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Partner aufwiesen. An ET-Paare wird die Anforderung gestellt, dass jeder der beiden
Farbstoffe unabhangig vom anderen angeregt werden kann. Nur anhand dieser
Bedingung sind eindeutige Resultate in chemisch-biologischen Untersuchungen
realisierbar. Wirde man einen Chromophor mit einer Wellenlange anregen, bet der der
Partner-Farbstoff ebenfalls absorbiert, bekdame man schwer auswertbare
Untersuchungsergebnisse. Der Hauptgrund hierfiir liegt klar auf der Hand. Bei einer
parallelen Fluorophoranregung tritt natirlich auch eine gleichzeitige Fluoreszenz der
beiden verknipften Chromophore auf. Im schlimmsten Fall kann dies zu einer gleichen
Emissionsintensitat beider Farbstoffe einer Fluoreszenz-Sonde fiihren und sie damit fur
bioanalytische Zwecke unbrauchbar machen. In der folgenden Abbildung sind
beispielhaft die Ubereinandergelegten Absorptionsspektren des Donor-Akzeptor-

Paares Griin-1m und TR-CN gezeigt.
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Abbildung 71: Absorptionsspektren des Donor-Akzeptor-Paares Griin-1m und TR-CN. Das Absorptionsmaximum
des Donors sowie die verwendete Anregungswellenldnge in dieser Farbstoffkonstellation sind anhand der

gestrichelten grauen Linien hervorgehoben.

Bei einer Anregung des Donors Griin-1m bei seinem Absorptionsmaximum (451 nm)
in dem ET-Paar mit TR-CN wirde gleichzeitig der Akzeptor zu gewissem Anteil
ebenfalls angeregt werden. Um dies zu unterbinden, wurde bei spektroskopischen

Messungen dieses Paares eine Anregungswellenldange von 430 nm gewabhlt, da hier
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kaum eine Absorption von TR-CN auftritt. Eine analoge Betrachtung wurde bei allen

zusammengestellten ET-Paaren vorgenommen.

Aus biologischer Sicht befindet sich eine optimale Wellenlange zur Farbstoffanregung
zwischen 450 nm und 900 nm. Deutlich kleinere Wellenlédngen als 450 nm (UV-Bereich)
konnen nur oberflachlich in lebendes Gewebe eindringen, und bei diesen
Wellenldngen tritt verstarkt die Autofluoreszenz der Zellbestandteile auf und wiirde
bet Messungen storen. Eine solche Fluoreszenz-Sonde ermdéglicht deshalb nur einen
Bruchteil der angestrebten Nukleinsaureforschung. Ist hingegen die Wellenlange zur
Chromophoranregung in einem Bereich des Lichtspektrums, der weit tiber die 900 nm-
Grenze hinaus geht (IR) kann dies fiir Forschungen auf biologischer Basis ebenfalls
gewisse Folgen haben. IR-Strahlung, also die Strahlung des infraroten Lichtspektrums,
sorgt bet steigender Wellenlange simultan fir eine wachsende Erwdarmung des
lebenden Gewebes. An diesem Punkt sei festzuhalten, dass eine Anregung aller
entwickelten Cyaninfarbstoffe im sichtbaren Bereich des Lichtes bei 380 bis 780 nm
stattfindet und sich deren Emission ebenfalls darin befindet. Es werden damit knapp

die optimalen biologischen Bedingungen erreicht.

Im folgenden Abschnitt werden die spektroskopischen Eigenschaften aller gebildeten
Energietransferpaare besprochen. Dabei wurden alle vier Donorfarbstoffe jeweils mit
den Akzeptorfluorophoren TR-CN, Rot-4m, Rot-5m und Rot-6m kombiniert. Die
spektralen Gegebenheiten des Donors Blau-1m erlauben dartiber hinaus noch ein ET-
Paarbildung mit Rot-3e und den beiden gelben Emittern Gelb-1m und Gelb-4m. Eine
wichtige GroBe zur Berechnung der ET-Effizienz der Paare stellt das
Uberlappungsintegral Jo dar. Es beschreibt die Uberlappung des Emissionsspektrums
des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors. Umso groBer diese spektrale
Uberlappung ist, umso besser kann ein Energietransfer zwischen den beiden
Chromophoren erfolgen. Der Betrag des Uberlappungsintegrals eines ET-Paares kann
mittels beider auf eins normierter Spektren berechnet werden. In Abbildung 72 ist
exemplarisch das Uberlappungsintegral Jp) des Paares Gelb-1m und Rot-5m gezeigt.
Die Uberlappung wird durch die grau-gefirbte Fliche angezeigt. Alle weiteren
Uberlappungsintegrale sind in Kapitel 8.5 zusammengestellt. Die entsprechenden
Betrége von Jo) werden in der Ubersichtstabelle des nachsten Kapitels wiedergegeben.

An dieser Stelle soll das Diagramm aus Abbildung 73 genligen, dass die
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GroBenordnung der Uberlappungsintegrale aller Paare einander gegeniiberstellt. Zu

Vergleichszwecken ist der Wert des Chromophorenpaares TO/TR ebenfalls dargestellt.
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Abbildung 72: Uberlappung des normierten Donor-Emissionsspektrum der DNA3griin-1m mit dem normierten

Akzeptor-Absorptionsspektrum in DNA4Rrot-5m.
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Abbildung 73: Gegeniiberstellung der Uberlappungsintegrale der gebildeten ET-Paare.

Man erkennt deutlich, dass die Betridge des Uberlappungsintegrals der griin-rot-
fluoreszierenden Paare das Referenzpaar TO/TR um mindestens Faktor 2 bis 3
uberragen. Die blau-rot-Kombinationen bewegen sich im Bereich von TO/TR sind
jedoch ebenfalls gréBer. GroBe Uberlappungsintergrale in ET-Paaren gestatten einen

entsprechend optimalen ET und damit auch ET-Effizienzen.



5.3 Spektroskopische Untersuchung und Charakterisierung

der zweifach modifizierten DNA

Im vorangegangenen Abschnitt wurden die Cyaninfarbstoffe zu Energietransferpaaren
zusammengestellt, deren spektroskopische Untersuchungen nachfolgend beschrieben
werden. Bet der Hybridisierung von zwet zueinander komplementaren DNA-
Einzelstrangen wird eine chirale Doppelhelix gebildet. Die helikal angeordneten
Nukleobasen fuhren zur Ausbildung von Furchen mit definierter Breite und Tiefe. Das
Trimethincyanin TR sowie die meisten Styryl-Farbstoffe lagern sich bei kovalenter
Verknupfung mit einem Oligonukleotid bevorzugt in die kleine Furche der DNA-Helix
an.[19>196,198-2001 Dies bezieht sich in erster Linie auf die rechtsgangige B-DNA, also der
Form doppelstrangiger DNA, die Uberwiegend in lebenden Organismen vorliegt.?0'-
2061 Jedoch haben NMR-Studien mehrfach bewiesen, dass je nach Losungsmittel,
lonenkonzentration oder der Anwesenheit von DNA-bindenden Molekiilen wie z. B.
Proteinen auch zu gewissem Anteil andere Konformationen der DNA-Helix unter
physiologischen Bedingungen auftreten kdnnen. Dazu gehoren vor allem die ebenfalls
rechtshandige Form der A-DNA, die primar bet RNA-Strukturen nachgewiesen
wurde,297-2091  die linksgangige Z-DNA sowie die G-Quadruplexe humaner
Telomere.[?10-2131 Dariber hinaus kommen noch viele weitere strukturell dynamische
DNA-Formen vor, die sich nach ihrer primaren Ursache einteilen lassen. Bei derartigen
Strukturdynamiken handelt es sich zum einen um spontane Fluktuationen, die sich
durch leicht variierende Freie Enthalpien voneinander unterscheiden, oder um
strukturelle Ubergdnge aufgrund von Wechselwirkungen mit DNA-bindenden
Proteinen.2’214 |n den letzten Jahren wurden im Zuge der DNA_Nanotechnologie
noch zusatzliche zwei- und auch dreidimensionale DNA-Formen entwickelt, bei denen
man sich die enorme Vielfaltigkeit der moglichen Sequenzen sowie die Chiralitat des

Oligonukleotides zunutze macht.[201:203,215-217]

Die spektroskopische Charakterisierung der Energietransferpaare erfolgte anhand
DNAD5, die den Duplex der beiden DNA-Einzelstrange DNA1 und DNA2 reprasentiert
(Abbildung 74).
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DNA 3= GCG-CTC-AA- LTA-ATT-ATC-GG - 5’
5 CGC-GAG-TT— LAT-TAA-TAG-CC - 3’ A
\“\\\
A¢ |
&LZJ
DNA5 “X-A- DNA6 T-A-
—A-Y- —A-T- A3

Abbildung 74: Sequenzen von DNA5 und DNAG. X reprasentiert Donor- und Y Akzeptorfarbstoffe.

Aufgrund der helikalen Struktur von DNA5 werden der Donor- und Akzeptorfarbstoff
etnander diagonal gegenlber angeordnet und gleichzeitig in raumliche Nahe
zueinander gebracht. Durch die geringe Distanz zwischen den beiden Chromophoren
wird thnen die Mdglichkeit zu einem Energietransfer (ET) eroffnet, der prinzipiell
anhand von zwel verschiedenen GréBen beurteilt werden kann. Es handelt sich dabei
um die ET-Effizienz E¢) und den Kontrastfaktor fxontrast, der bei einem stattfindendem
ET aus den Intensitaten der Donor- und Akzeptoremission berechnet werden kann. Mit
der Absicht, diese Parameter zu erfassen, wurden von der doppelt modifizierten DNA5
die Absorptions- und Fluoreszenzspektren aller zusammengestellten ET-Paare
aufgezeichnet. Diese Spektren sind in threr Gesamtheit im Kapitel 8.6 dargestellt. Die
folgenden zwei Abbildungen zeigen exemplarisch die spektroskopischen
Aufzeichnungen der drei Donorfarbstoffe Griin-1m, Griin-2m und Blau-1m in ihrer

Paarung mit dem Akzeptor TR-CN (Abbildung 75) und Rot-6m (Abbildung 76).
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Abbildung 75: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der zweifach modifizierten DNA5 mit dem

Akzeptor TR-CN und den Donorfarbstoffen Griin-1m, Griin-2m und Blau-1m.
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Abbildung 76: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der zweifach modifizierten DNA5 mit dem

Akzeptor Rot-6m und den Donorfarbstoffen Griin-1m, Griin-2m und Blau-1m.

Betrachtet man die Absorptionsspektren des Akzeptors TR-CN in Abbildung 75
genauer, wird auffallig, dass sein Absorptionsmaximum in der Paarung mit Griin-2m
blauverschoben ist. Diese starke Abweichung von allen anderen Donor-TR-CN-
Kombinationen gibt Anzeichen fiir besonders ausgepragte excitonische Interaktionen
zwischen den beiden Cyaninen TR-CN und Griin-2m, worauf an dieser Stelle kurz
hingewiesen werden soll. Die gestrichelten Linien der Emissionsspektren
reprasentieren den jeweiligen akzeptormodifizierten Doppelstrang DNA4, der bei der
entsprechenden donorspezifischen Wellenldnge angeregt wurde. Dieser einfach
modifizierte Duplex dient bei der Berechnung des Kontrastfaktor fkontrast der Korrektur
des Faktors, um alle ET-Paare zu vergleichen. Der unkorrigierte Kontrastfaktor
fkontrast, unkorr.  Wird durch den Quotienten der Intensitaiten der Donor- und

Akzeptorfluoreszenz gebildet (Gleichung 5.1).

fKontrast, unkorr. -

f — lﬂ
Kontrast,unkorr. I (51)
Do

lAk : Fluoreszenzintensitat des Akzeptors infolge des ETs vom angeregten
Donor (Aexcpo) im zweifach modifizierten Doppelstrang (DNADS)
Ipo : Fluoreszenzintensitat des Donors im zweifach modifizierten

Doppelstrang (DNA5) nach Anregung bei Aexc.po..
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Zur Berechnung des korrigierten Kontrastfaktors fiontrast gemaB dem folgenden
Zusammenhang (Gleichung 5.2) wurde von dem Fluoreszenzintensitats-Wert des
Akzeptors im doppelt modifizierten DNA5-Duplex la die Fluoreszenzintensitat
abgezogen, die der Akzeptor im einfach modifizierten Duplex der DNA4 bei Anregung

mit der Donoranregungswellenlange (Aexcpo) aussendet (Ipnas).

fKontrast :

_ “mc - IDNM]
jcKuntram - - (52)

|Do

Ipnas: Fluoreszenzintensitat des Akzeptors im einfach modifizierten
Doppelstrang (DNA4) infolge der Anregung bet der donorspezifischen

Anregungswellenlange (Aexc.po).

Durch die Korrektur mittels Ionas erreicht man eine Vergleichbarkeit aller
Kontrastfaktoren  untereinander, unabhdngig von der Kombination des
Energietransferpaares. In erster Linie kann man anhand des korrigierten fkontrast
zwischen der Fluoreszenzintensitatszunahme, die aus dem ET folgt und einer
Intensitatssteigerung aufgrund gleichzeitiger Anregung von Donor und Akzeptor
zuverlassig unterscheiden. Auf diese Weise berechnete Kontraste fallen in gewissem
Mal3e kleiner aus als die Kontrastfaktoren unkorrigierter Berechnungen. Im alltéaglichen
Gebrauch der Fluoreszenzspektroskopie werden natirlich keinerlei Korrekturen
vorgenommen, sondern das Kontrastverhaltnis zwischen  Donor-  und
Akzeptoremission direkt aus den jeweiligen aufgezeichneten Fluoreszenzintensitaten
berechnet. Im Hinblick auf die Themenstellung dieser Arbeit steht jedoch eine
Evaluation der neu entwickelten Energietransferpaare und verlangt somit nach dieser
speziellen Auswertungsmethodik der spektroskopischen Daten. Wie man anhand der
obigen Spektren sehen kann, werden durch den ET zwischen den Donor- und
Akzeptorfarbstoffen auBergewohnliche hohe Farbkontraste erhalten. Die Emission der
Donoren Blau-1m (bei 478 nm), Griin-1m und Griin-2m (jeweils bei 528 nm) sind

innerhalb der Spektren kaum registrierbar.
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Abbildung 77: Gegenlberstellung der mittels Gleichung 5.2 erhaltenen Kontrastfaktoren fiontrast aus den
Emissionsspektren der jeweilig doppelt modifizierten DNA5. Zum Vergleich ist das beste Kontrastverhaltnis des
Paares TO*/TR dargestellt. Der Zusatz ,*" symbolisiert, dass es sich bei dem Wert um einen unkorrigierten

fKontrast, unkorr. handelt.

Die graphische Gegenuberstellung (Abbildung 77) aller zusammengestellten Paare
spiegelt die hohen Kontrastverhaltnisse wider. Die erhaltenen Kontrastfaktoren
bewegen sich im Mittel zwischen 60 und 70. Einige Paare zeigen einen
bemerkenswerten fiontrast von uUber 100. Zu Vergleichszwecken wurde das beste
Kontrastverhaltnis des Paares TO*/TR ebenfalls dargestellt. Die Notation ,*" des Paares
symbolisiert, dass es sich bei dem Wert um einen unkorrigierten fkontrast, unkorr. handelt.
Es wird deutlich, dass der Farbkontrast fast aller neuen ET-Paare den des
Referenzpaares TO*/TR signifikant Ubertreffen. Eine auffallige Ausnahme bildet hierbei
das ET-Paar aus Griin-2m und TR-CN, das einen Kontrastfaktor von 3 besitzt. Die
Notwendigkeit der Korrektur des Kontrastes gestattet die genaue Betrachtung der
Akzeptoremissionsintensitat des Akzeptors TR-CN bei An- (DNAS5) bzw. Abwesenheit
des Donors (DNA4) Griin-1m bzw. Griin-2m (Abbildung 78).
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Abbildung 78: Fluoreszenzspektren des Akzeptors TR-CN bei An- (DNAS5) bzw. Abwesenheit des Donors (DNA4)

Griin-1m bzw. Griin-2m.

Im Zuge der Anregung des mit TR-CN einfach modifizierten Duplexes (DNA4) bei der
donorspezifischen Wellenldnge von 430 nm (Aexcpo) wird die Fluoreszenzintensitat
erhalten, die anhand der gestrichelten Linie gezeigt ist und entspricht bet der
Kontrastfaktorberechnung der Komponente Ipnas. Der effiziente Energietransfer von
Griin-Im auf TR-CN ist in Abbildung 78 an der resultierenden groB3en
Akzeptoremission deutlich sichtbar und besitzt einen Farbkontrast von 77. Hingegen
erreicht die Fluoreszenzintensitat von TR-CN in Kombination mit Griin-2m einen Wert,
der nur geringfligig Uber der Intensitat von DNA4 liegt. Folglich wurde lediglich ein
Kontrast von 3 gemessen. Wirde man nun streng nach den Regeln einen
unkorrigierten Kontrastfaktor berechnen, so erhielte man einen augenscheinlich
Kontrastwert von fiontrast, unkorr. = 11, der fast viermal gréBer ist und somit einen Wert
reprasentiert, der zwar geringer als die anderen ist, aber sich dennoch in einem
akzeptablen Rahmen bewegen wirde. Der Farbkontrast von 3 gibt hingegen
unmissverstandlich wieder, dass ein Energietransfer vom Donor Griin-2m zum
Akzeptor TR-CN im vorliegenden Fall definitiv keine wesentliche Steigerung der
Emissionsintensitat des Akzeptors hervorruft. Die gleichzeitig auftretende starke
Fluoreszenzlésung des Donors Griin-2m ist ein Anzeichen fir einen anderen
energielibertragenden Prozess, der in dieser Konstellation der Fluorophore auftritt.

Abgesehen von dem speziellen ET-Paar zeigen alle weiteren Kontrastfaktoren ein
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auBerst positives Resultat im Hinblick auf die gestellte Aufgabe der vorliegenden
Dissertation. In Kapitel 8.6 ist eine Ubersichtstabelle aller spektroskopischen Daten
zweifach modifizierter DNA5 gezeigt. Die Tabelle auf der folgenden Seite gibt von
dieser Ubersicht einen reprédsentativen Ausschnitt wieder. Von den doppelt
modifizierten Duplexen wurden auch die Schmelztemperaturen (Tm) bestimmt, liegen
in einem Intervall von 65 bis 67 °C und sind vergleichbar mit dem Tyn—Wert des
vollstandig unmodifizierten Doppelstranges DNA6. Auf die Vorteile eines dermal3en
geringen Einflusses der Farbstoffanbindung an das Oligonukleotid wurde bereits bei
den einfach modifizierten Duplexen eingegangen. An dieser Stelle soll jedoch darauf
hingewiesen werden, dass einzig der Doppelstrang DNA5Griin-2m+TrR-cN €inen merklich
hoheren Tn—Wert von 68.5 °C besitzt, was ein weiterer Indikator dafir ist, dass starkere

Wechselwirkungen in dieser Farbstoffzusammenstellung auftreten.

Die GroBe Aappa. entspricht der augenscheinlichen (apparent) Stokes-Verschiebung
einer Farbstoffkombination und bezieht sich auf die spektrale Distanz zwischen der
Anregungswellenlange (Aexcpo.) des jeweiligen ET-Paares und der Emissionswellenlange
des entsprechenden Akzeptors (Aem.ak). Diese Wellenlangenverschiebung belauft sich
bet dem Modell-ET-Paar TO / TR auf 180 nm und stellt eines seiner herausragenden
Attribute dar. Samtliche Kombinationen der neuen ET-Paare zeigen ebenfalls einen
Wert von Aappa um die 180 nm und stehen somit den Referenzfluorophoren in nichts
nach. Bei der Farbkombination Blau-Rot werden groBere Distanzen im Bereich von Aappa

= 220 bis 250 nm erhalten.
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ET-Paar | Aexcbo. | Aemak | Aappa. Tm Do / Paar / Ak
f Kontrast

inDNA5 | [nm] | [(nm] | [nm] [°C] DNA3/5/4

Blau-1Tm

o™ | 389 | 07 | 218 | 131(135) | 667 I n I
Blau-Tm | 359 | 415 226 | 7479 | 656

+Rot-6m ’

Blau-Tm

Sawim oz |57 181 | 69(72) | 653 I n ﬂ

¥
Blau-1Tm
+Gelb-4m | 37 566 175 | 66(69) | 65.3 ﬂ

2 4l
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Tabelle 4: Représentative Ubersicht der ermittelten spektroskopischen Daten der doppelt modifizierten DNA5 mit
dem Donor Blau-1m und den Akzeptoren TR-CN, Rot-6m, Gelb-1m und Gelb-4m. Zum Vergleich sind die

unkorrigierten Kontrastfaktoren in Klammern hinter den korrigierten Werten angegeben.

Nachfolgend ist der Farbwechsel der Fluoreszenzfarben an dem Paar Griin-1m und
TR-CN veranschaulicht, wobei am Startpunkt ausschlieBlich DNA1griin-1m vorliegt. Die
sukzessive Zugabe von DNA27r-cn resultiert in der Bildung des Doppelstranges DNAS.
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Abbildung 79: Anderung der Fluoreszenzfarbe von DNA1ariin-1m bei steigender der Zugabe von DNA27r-cN.

Bestimmung der Fluoreszenzlebenszeiten und der Energietransfer-

Effizienzen

Im diesen Abschnitt wird die Bestimmung der Energietransfer-Effizienzen erlautert, die
den zweiten essentiellen Parameter von leistungsstarken ET-Paaren darstellt. Mit Hilfe
der ET-Effizienz kann man Riickschliisse auf den Chromophor-Abstand zwischen Donor
und Akzeptor ziehen, eine Tatsache, die fur Abstandsmessungen in dem Gebiet der
biochemischen Forschung von ganz besonderer Bedeutung ist. Die Bestimmung der
ET-Effizienz basiert auf den gemessenen Fluoreszenzlebenszeiten des Donorfarbstoffes
in Abwesenheit (DNA3) und in Anwesenheit des Akzeptorfluorophors (DNAS5). Der
rechnerische Zusammenhang von Fluoreszenzlebenszeit und Energietransfer-Effizienz
wurde bereits anhand der Gleichung 3.9 (Kapitel 3.1) gezeigt. Gewohnlich bewegt sich
die Fluoreszenzlebenszeit eines kovalent an DNA gebundenen Cyaninfarbstoffes um
1bis 8 ns.[#24546123128199218-2221 Die grin-fluoreszierenden Donoren der neuen

Farbstoffe besitzen einen der Literatur entsprechenden Wert von 4.3 ns (DNA3). Der
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Styryl-Farbstoff Blau-1m bildet auch hier mit einer kleineren Fluoreszenzlebenszeit
von 7po = 2.5 ns eine Ausnahme der Donoren. Enthalt der DNA-Doppelstrang neben
dem Donor- auch ein Akzeptorfluorophor, so kann ein erfolgter ET aufgrund einer
signifikant verklrzten Fluoreszenzlebenszeit des Donors registriert werden. Bel
Anwesenheit des Akzeptors wird dem elektronisch angeregten Donormolekil auf Basis
eines Energietransfers eine zusatzliche Mdglichkeit gegeben, in den Grundzustand
zuriickzukehren. Dementsprechend verkirzt sich dessen Fluoreszenzlebenszeit in
etnem Ausmal, das von der Effizienz des erfolgten Energietransfers abhangig ist. Der
gemessene Fluoreszenzabfall bei der Fluoreszenzlebenszeit-Bestimmung ist in der
nachsten Abbildung anhand des Beispiels von DNABSGrin-3m+Rotem Verdeutlicht. Die
graue Kurve gibt das Signal der LED wieder (/nstrument Response Function), die zur
Anregung des Donors verwendet wurde. Die blaugefarbten Daten entsprechen der
abklingenden Fluoreszenz der zweifach modifizierten DNABSGriin-3m+Rotem. ISt kein
Akzeptorfarbstoff ~ vorhanden  wird  mithilfe  einer  monoexponentiellen
Anpassungsfunktion ausgewertet. Die Abklingkurve bei Anwesenheit des Akzeptors
wird hingegen durch Verwendung einer biexponentiellen Funktion (rosa) angepasst
(Kapitel 8.6). Wie bereits erwahnt, wurden die Lebenszeiten zur Kalkulation der ET-

Effizienzen herangezogen.

Anregung
100004 .~ Abklingen von
DNASGrUn—2m+R°t'6m
1000 4 it

100 5

registrierte Photonen

1000 2000 3000
Zeit [channels]

Abbildung 80: Reprasentative Abklingkurve der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von DNAS5Griin-2m+Rotém.

Die berechneten Effizienzwerte sind in Abbildung 81 einander gegeniibergestellt. Die
Fehlerbalken zeigen die jeweiligen Standardabweichungen der ET-Effizienz an und

wurden aus den Abweichungen der Fluoreszenzlebenszeiten errechnet. In Kapitel 8.6
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sind samtliche Daten der Fluoreszenzlebenszeit-Messung und ET-Effizienzen in einer

Ubersichtstabelle zusammengefasst.

Energietransfereffizienz E, der ET-Paare
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Abbildung 81: Gegenuberstellung der anhand der Fluoreszenzlebenszeiten ermittelten ET-Effizienzen aller

Paarkombinationen.

Die ET-Effizienzen zeigen die gleichen hervorragenden Tendenzen wie die zuvor
diskutierten Kontrastfaktoren. Die Paare besitzen im Durchschnitt eine sehr hohe
Effizienz (0.88) des Energietransfers. Die Werte liegen in einem Bereich von 0.82 bis
0.95 und bestatigen den auBBergewohnlich guten Energietransfer der neuen ET-Paare.
Die erhaltene ET-Effizienz der kombinierten Fluorophore Griin-2m und TR-CN bildet
analog zu den Resultaten der Farbkontraste die auffalligste Ausnahme mit einem Wert
von lediglich 0.64. Auffallend ist zudem, dass alle Paarbildungen mit dem Donor
Blau-1m die groBten ET-Effizienzen vorweisen kdnnen. Die beiden beschriebenen
Sachverhalte sind strukturellen Aspekten zuzuschreiben, die sich wiederum auf das
resultierende  Ubergangsdipolmoment eines Molekiils auswirken  kénnen.
Dementsprechend haben die Farbstoffstrukturen innerhalb von DNA5 mehr oder
weniger stark unterschiedliche Ausrichtungen threr Ubergangsdipolmomente
zueinander. Infolgedessen besitzen sie vermutlich auch variierende Werte des
Orientierungsfaktors % der einen hochgradig diskutierten Parameter bei

Abstandsmessungen mittels FRET reprasentiert. Prinzipiell lassen sich die diversen
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Studien rund um den Orientierungsfaktor k2 nach zwei verschiedenen Strategien

einteilen, mit denen eine Begrenzung des Wertebereichs flr k2 angestrebt wird.

In den Arbeiten von Wilhelmsson et al und Asanuma et al. werden die Chromophore
derart fest in das Oligonukleotid eingegliedert, sodass die Flexibilitat zwischen dem
Fluorophor und dem Anknipfungspunkt vollstandig unterbunden wird.[294445220223]
Dadurch wird gewahrleistet, dass die Orientierung zwischen dem Donor- und dem
Akzeptormolekil ausschlieBlich durch die Architektur der Doppelhelix vorgegeben
wird. Wilhelmsson ersetzt zu diesem Zweck naturliche Nukleobasen durch synthetische
fluoreszente Basenpaare. Asanuma et al. verwendete die beiden Interkalatoren Pyren

und Perylen um eine Fixierung des ET-Paares zu erreichen.

Eine entgegengesetzte Herangehensweise wird unter anderem von Seidel et al
verfolgt. Seidel verbindet die Chromophore Uber besonders lange und flexible
Linkereinheiten mit den Oligonukleotiden und gestattet dementsprechend den
Fluorophoren, dass sie sich vollig frei bewegen und damit zueinander ausrichten
konnen. el |st Farbstoffen die Moglichkeit zur kompletten Umorientierung gegeben,
kann ein Mittelwert von 2/3 fir den Orientierungsfaktors k> angenommen werden.
Seidel et al verglichen kurze, rigide und lange, flexible Verbindungen des FRET-Paares
Alexa 488 / Cy5 zu DNA und RNA. Seidel bestétigte die Annahme des k2-Wertes von
2/3 fir lange Linker. Jedoch sollte dies nicht als allgemeingiltige Regel betrachtet
werden. Denn im Gegenzug dazu konnten die Untersuchungen von Krause et al
anhand von TMR (Tetramethylrhodamin) und Cy5 zeigen, dass die Verwendung
langerer Verbindungen zum Oligonukleotid keineswegs eine Garantie der freien
Beweglichkeit der Farbstoffe darstellt.*?¥) Krause et al konnten den erstaunlichen
Nachweis erbringen, dass langere Linker dem Cyaninfarbstoff Cy5 gestatten, in zwei
verschiedenen geometrischen Anordnungen mit der DNA zu binden. Infolgedessen
wurden stark variierende ET-Effizienzen und damit Distanzen zwischen dem Donor-

und dem Akzeptorfluorophor erhalten.

Darliber hinaus erforschte die Arbeitsgruppe von Lilley intensiv das
Orientierungsverhalten und die Energietransfereffizienz von terminal an DNA
gebundenem Cy3 / Cy5.°212221 Diese Cyanine haben die intrinsische Eigenschaft sich
in definierter Orientierung am Helixende aufzustapeln. Es wurde ferner gezeigt, dass

dieses charakteristische Verhalten von Cy3 / Cy5 vollkommen unabhangig von der
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Linkerldange ist. Dabei wiesen die gemessenen ET-Effizienzen langer und kurzer
Cyaninanbindungen eine unterschiedliche Winkelabhangigkeit auf. Die Liste
zusatzlicher Publikationen mit der Thematik des Orientierungsfaktors k2 und dessen
Diskussion ist auBerst umfangreich. Die bereits aufgeflihrten Beispiele sind an dieser
Stelle ausreichend und dienen zur Verdeutlichung der primaren Herausforderung bei

Abstandsbestimmungen innerhalb nukleosidischer Systeme.

Im Folgenden werden anhand berechneter Strukturen Erklarungen fir die gemessenen
ET-Effizienzen gegeben. Es sei darauf hingewiesen, dass es sich dabel in erster Linie
um spekulative Annahmen handelt. Zwar liefern sie eine Begrindung fir das
beobachtete Verhalten, sollten jedoch tiefgriindiger erforscht werden um eventuelle

Fehlinterpretationen zu vermeiden.

Im bisherigen Verlauf der vorliegenden Dissertation trat an mehreren Stellen der
signifikante Einfluss einer unterschiedlichen Verknipfung der Polymethinbriicke mit
dem Chinolinteil der Styryl-Farbstoffe zu Tage. Die Vermutung liegt also nah, bei dem
diagonalen Fluorophorarrangement in DNA5 von einem nicht weniger groBen Effekt
der Brickenbindungsposition auf die Wechselwirkungen der Farbstoffe untereinander
auszugehen. Die nachstehenden Strukturen aus molektlmechanischen Berechnungen
von DNA5 mit den verschiedenen ET-Paar-Kombinationen wurden mithilfe des
Programms Hyperchem & unter Verwendung des semi-empirischen CHARMM-
Kraftfelds vorgenommen. Abbildung 82 zeigt links das berechnete Modell von
DNADS5Grin-2m+TrR-cN UNd rechts das Modell der kovalent mit DNA5 verbundenen
Farbstoffe Griin-1m und TR-CN. Die blauen Pfeile reprasentieren die vermutlichen

Ubergangsdipolmomente der Fluorophore und stiitzen sich auf Literaturdaten.[29223]
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Abbildung 82: Berechnete Modelle von DNASGriin-2m+TrR-cN (links) und DNABSGriin-1m+TrR-cN (rechts). Die blauen Pfeile

stellen die Ubergangsdipolmomente der Fluorophore dar.

In der Abbildung 82 sind die unterschiedlichen Farbstoffausrichtungen eindeutig zu
erkennen. Offensichtlich fihrt die Kombination von Griin-2m / TR-CN zu einer fast
senkrecht aufeinander stehenden Anordnung der Ubergangsdipolmomente des
ET-Paares und folglich zu einem Orientierungsfaktor «?, der kleiner als 2/3 sein muss.
Die Verhaltnisse andern sich, wenn der Donor Grin-Tm mit TR-CN
zusammengebracht wird. Hochstwahrscheinlich bewirkt die Verknipfung der
Dimethinkette mit der 2-Position am Chinolin eine dementsprechend abweichende
Orientierung der Chromophore zueinander. Infolgedessen stehen die
Ubergangsdipole in diesem ET-Paar weitestgehend parallel zueinander, was einem
Wert von k? = 1 entsprechen wiirde. Anhand der Abbildung 83 wird verdeutlicht, wie
sich die Styryl-Cyanine Griin-2m und Rot-6m zueinander ausrichten. Augenscheinlich
ermdglicht die Anwesenheit des Phenylsubstituenten am Indolrest den effizienten
Energietransfer mit dem Donorfarbstoff Griin-2m. In Kapitel 4.1 wurde bereits die
vergleichbare Molekillange der Styryl-Strukturen angesprochen. Abbildung 84 zeigt,
dass Rot-6m nicht nur in der Distanz von einem heteroaromatischen Stickstoff zum
anderen, sondern zugleich sein Phenylindolrest den identischen Abmessungen

entspricht. Dies lasst die Vermutung zu, dass Rot-6m aufgrund dieser Substitution in
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der Lage ist, einen effizienten Energietransfer mit 2- sowie auch 4-verknipften

Donoren zu gestatten.
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Abbildung 83: Berechnete Modelle von DNA5Griin-2m+Rot-6m (links) und DNA5Blau-1m+Rot-6m (rechts). Die blauen

Pfeile stellen die Ubergangsdipolmomente der Fluorophore dar.

Rot-6m Griin-2m

Abbildung 84: Vergleich der Langenausdehnung des Phenylindolrestes aus Rot-6m (links) und der Distanz
zwischen den heteroaromatischen Stickstoffen in Griin-2m. Die Abstédnde wurden aus gerechneten Strukturen mit
optimierter Geometrie gewonnen. Die Berechnungen erfolgten mit Hyperchem 8 unter Verwendung des semi-

empirischen MM+*-Kraftfeldes.
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Bleibt letztendlich noch zu erdrtern, weshalb der Donorfarbstoff Blau-1m bei allen
Akzeptoren fir die hochste Effizienz bei einem ET hervorruft. Die Begriindung lasst sich
ebenfalls in den strukturellen Gegebenheiten des Molekiils finden. Die raumliche
Ausdehnung von Blau-1m ist vergleichsweise kleiner als alle weiteren Donoren. In
Kapitel 4.3 zeigte sich, dass die geringe MolekiilgroBe eine eventuell ausgepragtere
Beweglichkeit des Donors bei Anlagerungen an doppelstrangige DNA zulie. Genau
diese verbleibende Flexibilitat ermdglicht Blau-1m bei kovalenter Verknipfung im
Oligonukleotid eine gewisse Bewegungsfreiheit. Im Duplex DNAS5 kann sich Blau-1m
als Folge der Wechselwirkungen mit dem Akzeptorfarbstoff derart umorientieren, dass
ein effizienter ET zwischen beiden Chromophoren stattfinden kann. Dabei sorgt die
Flexibilitat von Blau-1m fir eine akzeptorspezifische Ausrichtung seines
Ubergangsdipolmomentes und passt sich sprichwértlich den entsprechenden
Anforderungen eines jeden Akzeptors an. Diese spezielle Eigenschaft zeigt Blau-1m

auch bet der Anwendung in acpcPNA-Sonden, die im Kapitel 6.2 besprochen werden.

Die Prioritat bet der Charakterisierung der zusammengestellten ET-Paare lag vor allem
in der Bestimmung der Effizienz. Nichtsdestotrotz wurden auf Basis des in
Gleichung 3.10 angegebenen Zusammenhangs die Donor-Akzeptor-Abstande r
berechnet und mit dem nach Gleichung 3.5 kalkulierten Forster-Radius Ro ins
Verhaltnis gebracht (r/Ro). Im Weiteren sollen zur Ubersichtlichkeit lediglich die
Bereiche der Werte diskutiert werden. Die erhaltenen Einzelwerte kann man der Tabelle
20 in Kapitel 8.6 entnehmen. Die Abstande r zwischen Donor- und Akzeptorfarbstoff
liegen sich zwischen 1.87 nm und 3.62 nm. Diese Distanzen bewegen eng um den
Durchmesser einer B-DNA-Doppelhelix, der sich auf 2 nm belduft. Die Abstande r
spiegeln die diagonal gegenilberliegende Anbindung der Fluorophore am
Nukleinsaure-Ruckgrat wieder. Die Distanzen von rund 2-3 nm gestatten die Annahme,
dass beide Chromophore ungefahr parallel zueinander in den Furchen der Doppelhelix
zu liegen kommen. Naturlich zeigt der Donor Blau-1m die geringsten Werte von .
Seine geringe GroBe ermdglicht thm, besonders tief in Furchen vorzudringen und
somit naher an den Akzeptor ranzureichen. Der Abstand des Paares Griin-2m / TR-CN
ist erwartungsgemaB groB im Vergleich zu allen anderen Abstanden und betragt

4.38 nm.



Charakterisierung zweifach modifizierter DNA

Die angegebenen Werte von r (und von Rg in Tabelle 20, Kapitel 8.6) beziehen sich auf
eine Berechnung, in der ein Orientierungsfaktor k? von 2/3 festgelegt wurde. Da die
resultierende Orientierung der Ubergangsdipolmomente des ET-Paares nicht
eindeutig geklart ist, sind die Abstandswerte mit einer entsprechenden Unsicherheit
behaftet. Demgegeniber steht der Quotient (r/Ro) aus dem Donor-Akzeptor-Abstand
r und dem Forster-Radius Ro. Dieses Verhaltnis ist aufgrund seiner mathematischen
Herkunft vollkommen unabhangig vom Orientierungsfaktor. Die nachfolgende
Graphik (Abbildung 85) zeigt den Zusammenhang dieses Quotienten mit der Effizienz
eines FRET. Die graue gestrichelte Linie reprasentiert die Bedingung von r = Ry, die laut
Forster genau dann gegeben ist, wenn eine ET-Effizienz von 50 % vorliegt. Anhand der
rosafarbenen gestrichelten Linie ist der durchschnittliche Quotient r/Ro aller Cyanin-
Paare von 0.7 eingezeichnet, wobet die jeweiligen Einzelwerte sich zwischen 0.6 und
0.78 bewegen (Ausnahme: Griin-2m / TR-CN mit r/Ro = 0.91). Mit Bezug auf
Abbildung 85 zeigt sich erneut, die auBerordentlich hohe ET-Effizienz der entwickelten

photostabilen Cyaninfarbstoffe.
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Abbildung 85: Graphisch dargestellter Zusammenhang des Quotienten r/Ro und der FRET-Effizienz.

Die Charakterisierung der kombinierten ET-Paare ist nun abgeschlossen. Im nachsten
Kapitel werden die Cyaninfarbstoffe in drei unterschiedlichen Anwendungen erprobt

und sollen dabei ihre vielversprechenden Eigenschaften "zum Besten geben”.
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6. Anwendung als Nukleinsauresonden

In den vorangegangenen Kapiteln wurden die photophysikalischen Eigenschaften der
entwickelten Cyaninfarbstoffe bestimmt und untereinander verglichen. Dabei wurden
im Anschluss die Fluorophore mit den hochsten Photostabilitaiten und den besten
spektroskopischen Charakteristika kovalent an DNA-Oligonukleotide gebunden. Die
Bestimmung der Farbkontraste sowie der Effizienzen bei einem stattfindenden
Energietransfer ,enthillten” die exzellentesten Kombinationen von Donor- und
Akzeptorfarbstoffen zu ET-Paaren. Diese auserwahlten Cyanine werden im Verlauf des
vorliegenden Kapitels im Zuge von drei unterschiedlichen Anwendungen der
Nukleinsauredetektion zum Einsatz kommen. Die Farbstoffe bilden hierbei einen
Bestandteil von wellenldngenverschiebenden Sonden auf der Basis von DNA und PNA.
Dabet wird erneut die Leistungsfahigkeit der neuen Fluorophore auf den ,Prifstand”

gestellt.

6.1 mMiRNA-Detektion mit “Molecular Beacons"

Innerhalb einer Zelle werden verschiedene RNA-Variationen hervorgebracht, die sich
in threr GroBe, Funktion oder Basenmodifikation unterscheiden. Deshalb stellt die
Detektion und fluoreszente Bildgebung von RNA in lebenden Zellen eine
auBerordentlich anspruchsvolle Aufgabe der heutigen Fluoreszenzbioanalytik von
Nukleinsauren dar.l??>-231 |Insbesondere die Erforschung von RNA-Klassen, die nur in
sehr geringer Konzentration in lebendem Gewebe zu finden sind, verlangt nach
empfindlichen und hochspezifischen Detektionsmethoden. Zu diesen RNA-
Variationen zahlen unter anderem die siRNA (small interfering RNA) und die miRNA
(microRNA), die viele zellulare Prozesse regulieren und bel einigen Krankheiten

vermehrt oder vermindert auftreten kdnnen.

In Zusammenarbeit mit dem Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) bestand die
Intention, eine parallele Beobachtung von miRNA-21 und miRNA-31 in Krebszellen zu

ermdglichen. Um dieser Aufgabe ,Stand zu halten”, bedarf es Oligonukleotidsonden,
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die eine hohe Spezifitat fur ihr Zielmolekil aufweisen und zugleich dessen
Anwesenheit deutlich anzeigen. Fur ein derartiges Vorhaben eignen sich in erster Linie
wellenlangenverschiebende ,Molecular Beacons’, die mit zwet Fluorophoren
ausgestattet sind. Um eine gleichzeitige Detektion von zwet verschiedenen miRNAs zu
bewerkstelligen, werden folglich vier spektral voneinander unterscheidbare
Fluoreszenzmarker bendtigt. Eine Herausforderung, deren Bewaltigung im Folgenden

behandelt wird.
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Abbildung 86: Illustration der Detektion von miRNA-21 und miRNA-31 anhand von wellenldngenverschiebenden

,Molecular Beacon”.

Posttranskriptionale Regulation der TIAM1-Genexpression durch
mMiRNA-21 und miRNA-31

Die nicht-codierenden miRNAs besitzen eine Lange von 20 bis 22 Nukleotiden und
regeln die Genexpression auf posttranskiptionaler Ebene.?3?l Die Forschungen der
letzten Jahre haben mehrmals den Beweis erbracht, dass miRNAs eine wichtige Rolle
bet der Pathogenese von Krebs einnehmen. Xu et al untersuchten das regulatorische
Verhalten von miRNA-21 und miRNA-31. Sie konnten einerseits zeigen, dass beide
miRNAs einen direkten regulierenden Einfluss auf die Zellbeweglichkeit und die
Invasivitat von Kolon-Karzinomzellen haben. Als Invasivitat bezeichnet man das
invasive Wachstum eines malignen Tumors. Zusatzlich wirken miRNA-21 und
miRNA-31 als nachgeordnete Effektoren von TGF-B (¢transforming growth factor) und

TNF-a (tfumor necrosis factor), die ihrerseits Transkriptionsfaktoren aktivieren kénnen.
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Bei einer Uberexpression dieser beiden miRNA binden sie an das TIAM1-Gen
(T-lymphoma invasion and metastasis-7) und drosseln dessen Expression. Das TIAM1-
Gen codiert flr ein Protein, das auf die Migration sowie Invasion verschiedener Arten
von Krebszellen eine regulierende Wirkung hat. Der entscheidende Unterschied
zwischen den beiden miRNA ist, dass miRNA-31 die Migration und Invasion von
Brustkrebszellen zu unterdriicken vermag. Das Zusammenspiel von miRNA-21 und
mMiRNA-31 in Bezug auf thr Expressionsmuster in verschiedenen Krebszellkulturen
reprasentiert ein Uberaus interessantes Forschungsgebiet, bet dem die synthetisierten

~Molecular Beacon”ein hilfreiches Werkzeug darstellen.

Doppelte “Click"-Modifikation von DNA an der festen Phase

Zu Beginn dieses Abschnittes werden kurz die Methoden zur zwei- oder dreifachen
kupfer(l)katalysierten ,Click”-Reaktion (CuAAC) der Arbeitsgruppen von Carell und
Wengel beschrieben. AnschlieBend wird die zur zweifachen Modifizierung der
,Molecular Beacon”(MB) entwickelte CUAAC den oben genannten Herangehensweisen
gegenlbergestellt und positive sowie negative Aspekte in einer Tabelle

zusammengestellt.

Carell et al. synthetisierten die Phosphoramidite alkinfunktionalisierter Pyrimidinbasen
(Uridin und Cytosin), wobet die 5-Position der Basen mit einem 1,7-Octadiinyl-Linker
versehen wurde (Kapitel 3.2). Zur Verknlpfung eines DNA-Stranges mit bis zu dretl
unterschiedlichen Fluorophoren verwendeten sie bet der DNA-Synthese das
Phosphoramidit des ungeschitzten Alkins (5-Octa-1,7-diynyl-2°-deoxycytosin), ein
TMS-geschitztes und  ein  TIPS-geschiitztes  Derivat.  Nach  erfolgter
Oligonukleotidsynthese wurde die freie Alkinfunktion noch auf der festen Phase mittels
CuAAC mit dem ersten Fluorophorazid umgesetzt. AnschlieBend wurde das Harz mit
1% Essigsaure gewaschen und zugleich die TMS-Schutzgruppe entfernt. Nach
erfolgter 2. CuAAC (ebenfalls an der festen Phase) wurde die DNA in wassrig

ethanolischer Ammoniakldsung vom Harz abgespalten, mittels Ethanolfallung
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gewonnen, die TIPS-geschitzte Alkinfunktion mit TBAF frel gesetzt und die ,Click™

Modifikation mit dem 3. Farbstoff vorgenommen.

In einer neueren Arbeit gelangen Wengel et al die doppelte Modifikation von DNA,
indem sie die von Hand durchgefiihrte CuAAC mit der automatisierten
Oligonukleotidsynthese verknlpften. Sie verwendeten bei der DNA-Synthese das
kommerziell erhaltliche Phosphoramidit des 2'- O-Propargyluridins (,click U"). Direkt
nach dem Einbau von , click U" erfolgt die 1. ,Click-Reaktion auf der festen Phase Uiber
zweimal je 4 Stunden. Das gewaschene und sorgfaltig getrocknete Harz wird dann
erneut der automatisierten Oligonukleotidsynthese unterworfen. Das nachtraglich
eingefuhrte ,click U" wird anschlieBend in einer 2. CUAAC mit dem Azid eines 2.

Fluorophors zur Reaktion gebracht.

Fur die DNA-Synthese der zweifach modifizierten ,Molecular Beacons“wurde aufgrund
der Basenlabilitat der Cyaninfarbstoffe bei der Oligonukleotid-Synthese die , ultramild
bases”verwendet. Die bendtigten alkinmodifizierten Phosphoramidite 2°O-Propargy!l-
Adenosin (,click A") und 2°O-Propargyl-Uridin (,click U") sind kommerziell erhaltlich.
Die ,Click”Reaktion zur zweifachen Modifizierung der Oligonukleotide wurde an der
festen Phase manuell vorgenommen und die Reaktionszeit betrug 1.5 h bet 60 °C. Nach
Einbau von , click U" (oder ,click A") wurden mindestens 3-4 weitere Basen angefligt,
bevor die 1. CUAAC durchgefiihrt wurde. Nach Abkihlen auf RT wurde die feste Phase
mit einer Abfolge von verschiedenen Losungsmitteln gewaschen (Acetonitril, Wasser,
Na2EDTA-Lsg. (zur Entfernung jeglicher Kupferionen), erneut Wasser, Ethanol und
abschlieBend Acetonitril). Die Saulen wurden kurz im Hochvakuum getrocknet und der
2. Teil des Oligonukleotids vollstandig synthetisiert. Darauffolgend wurde die

Kupplung mit dem 2. Farbstoffazid vorgenommen.

Diskussion

Werden die Farbstoffmodifikationen direkt an der Base, also in Position 5 (oder 7 bel
Seela) angebracht, kann das Chromophor die Stabilitat des Duplexes herabsetzen. Im
Gegenzug dazu kdnnen groBe Wechselwirkungen zwischen den Nukleobasen und dem
Fluorophor auftreten und zu dessen Fluoreszenzléschung fihren. Der lange Cg-Linker

sorgt fur eine groBe Beweglichkeit und ermdglicht somit Rotationen um die
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Polymethinbriicke von Cyaninen, was in einer verminderten Emissionsintensitat

muinden kann.

Die Modifikationsmethode von Wengel basiert theoretisch auf einer zum Arbeitskreis
Wagenknecht analogen Strategie. Wengel et al. fiihrt jedoch die ,Click”-Reaktion Gber
8 Stunden pro Modifikation durch. Wie bereits bei einer einzelnen Modifikation mithilfe
der ,Click”Reaktion festgestellt wurde (Kapitel 5.1), kdnnen bei derart langen
Reaktionszeiten Oxidationsschaden am Oligonukleotid entstehen, die nachgewiesen

bet 1.5 Stunden und 60 °C nicht auftreten.

Es verbleibt an diesem Punkt noch kurz auf die Ausbeuten der jeweiligen Methoden
einzugehen. Im Grunde genommen, ist ein Methodenvergleich im Hinblick auf die
Gesamtausbeute nur unter Beachtung von dret wichtigen Punkten sinnvoll. Einmal gilt
festzuhalten, dass alle dret Arbeitskreise mit strukturell stark unterschiedlichen
Farbstoffen gearbeitet haben. Entsprechend schwierig ist es zudem den Umsatz der
,Click-Reaktion zu bewerten, wenn nicht alle Parteien am identischen Gerat das
jeweilige Oligonukleotid synthetisiert haben, womit eine ungleiche Ausgangssituation
geschaffen wird. Der entscheidendste Faktor ist hingegen die Lange der synthetisierten
DNA-Sequenz. Beispielsweise hat Carell sehr gute ,Click™-Ausbeuten von ca. 59 bis
74 % nach der Anknlpfung zweier Fluorophore, die aber lediglich an einem 15mer
Oligonukleotid erfolgte. Auch der ,Click”~Umsatz von Wengelsieht auf den ersten Blick
hervorragend aus, denn ihm gelang es beide ,Click”-Reaktionen an einem 2Tmer mit
vergleichbaren Ausbeuten (66 bis 70 %) zu verwirklichen. Im Kontrast dazu hatten die
synthetisierten MB-Sequenzen eine Lange von 40 bis 50 Nukleotiden und folglich eine
durchschnittliche , Click™~Ausbeute von ca. 9 bis 14 %. Bel derart langen Sequenzen
gelangt die Phosphoramidit-Synthese bereits an thre Grenzen. Im Verlauf des
MB-Projektes wurden ebenso 52 oder 55mere hergestellt, die nur noch rund 6 %
doppelt modifiziertes Produkt lieferten. Die Ursache lag bei der Offnung der CPG-Saule
eines 55mers klar auf der Hand. Die AusmaBe der CPG-Saulen fassen ein Volumen, was
ungefahr einem DNA-Strang von 50 Basen entsprach und das Harz des 55mers nur
noch sehr fest ,gestopft reinpasste”. Es war zudem auch mdoglich einen ziigigen Abfall
des Tritylsignals zu verzeichnen, wenn das Oligonukleotid et der Synthese die kritische

Lange von 50 Basen erreichte.
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Arbeitsgruppe Vorteile Nachteile
Dret verschiedene
Phosphoramidite mussen
synthetisiert werden (bis zu 12
- Dretverschiedene
fur 4 Basen).
Modifikationen mdoglich.
Carell Abspaltung der Schutzgruppen.
- DNA-Synthese erfolgt am
Modifikationen von verfligbaren
Stuck. _
Schutzgruppen abhangig.
Keine Bindung basenlabiler
Fluorophore moglich.
Pro Modifikation rund 8-10
" l - clickU" ist kommerziell Stunden (langsam).
enge sl
J erhaltlich. Bisher nur 2 verschiedene
Farbstoffe verknipft.
-, clickU" ist kommerziell Bisher nur 2 verschiedene
erhaltlich. Farbstoffe verknipft.
Wagenknecht / |- CuAAC in 1.5 Stunden Verwendung der
Bohlander (sehr schnell). kostenintensiveren ,ultramild

Gestattet Bindung

basenlabiler Fluorophore.

bases”

Tabelle 5: Ubersicht der jeweiligen Vor- und Nachteile der angewendeten Methoden zur zweifachen Modifikation

von DNA.
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"Molecular Beacon "-Design und in vitro Untersuchungen

”

Hat man die Absicht, mithilfe von wellenlangenverschiebenden ,Molecular Beacon
simultan zwel Zielsequenzen in einer Zelle sichtbar und langere Zeit beobachtbar zu
machen, so sind vier deutlich voneinander unterscheidbare Emissionsfarben
erforderlich. Fir die Detektion von miRNA-21 wurde das ET-Paar Griin-2m und
Rot-6m ,auserkoren”, da sowohl die Donor- als auch die Akzeptoremission eine sehr
hohe Intensitdat in der Kombination der Chromophore als ET-Paar oder als
Einzelmodifikation aufwiesen. Innerhalb der MB-Stammregion befinden sich beide
Chromophore in raumlicher Nahe zueinander, sodass ein ET vom Donormolekil zum

Akzeptor erfolgen kann (Abbildung 87).
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Abbildung 87: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines wellenldangenverschiebenden MB bei Ab- und
Anwesenheit der Zielsequenz (oben). Unten sind die Cyaninstrukturen gezeigt, die als ET-Paare in dieser

Anwendung zum Einsatz kommen.
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Werden dementsprechend geschlossene MB in eine Zelle aufgenommen,
so signalisieren  sie  die vorliegende  Haarnadelstruktur ~ anhand  der
energietransferbedingten roten Emission des Akzeptors. Bei Gegenwart der
spezifischen Zielsequenz 6ffnet sich der MB infolge des Energiegewinns bet Bindung
des Zielmolekdls. Liegt der MB in seiner gedffneten Form vor bewirkt der groBe
Abstand der beiden Fluorophore, dass kein ET mehr zwischen ihnen erfolgen kann.
Infolgedessen wird die Bindung der Zielsequenz durch die griine Fluoreszenzfarbe des
Donors angezeigt. Das blau-gelbe ET-Paar mit den Cyaninen Blau-1m und Gelb-4m

wurde fiir die Visualisierung der miRNA-31 ausgewahlt.

Damit sich ein MB bei Anwesenheit der Zielsequenz ziigig 6ffnet, und zudem das
Gleichgewicht dieses Prozesses signifikant in Richtung der gedffneten Struktur
verschoben ist, sollte der Schmelzpunkt (Tm) der MB-Stammregion und der von dem
gebildeten Duplex aus MB und Zielsequenz einen mdglichst groBen Unterschied
aufweisen. Uberdies hinaus sollte der Tm-Wert des MB-Stammes mindestens 40 °C
betragenden, damit dieser auch in lebendem Gewebe bei 37 °C als Haarnadel vorliegt
und somit keine fehlerhaften Messdaten erhalten werden. Im Verlauf des miRNA-
Projektes wurden deutlich mehr MBs synthetisiert als im Folgenden beschrieben
werden. Die Vielzahl der MB-Sequenzen und deren Daten wirden jedoch an dieser
Stelle auf Kosten der Ubersichtlichkeit dargestellt werden. Stattdessen wird die erfolgte
Forschung zielgerichtet anhand von dret Beispielen erlautert, deren Sequenzen in der

nachstehenden Abbildung zusammengestellt sind.

miRNA-21 3'~AGU-UGU-AGU-CAG-ACU-AUU-CGA-U- 5’

MB1 5= TTA-ATA-YA-TCA-ACA-TCA-GTC-TGA-TAA-GCT-A-XAT-TAA - 3°
miRNA-31 3'-UCG-AUA-CGG-UCG-UAG-AAC-GGA- 5’

MB2 5"~ GTT-AYA-TA-AGC-TAT-GCC-AGC-ATC-TTG-CCT-CA-TAX-AAC - 3’
MB3 5'— CCCA-ATT-XAT-AGC-TAT-GCC-AGC-ATC-TTG-CCT-AYA-AAT-ACCC - 3’

Abbildung 88: Darstellung der Nukleinsduresequenzen von MB1 bis MB3 und deren Zielsequenzen miRNA-21

und miRNA-31. Die zu den miRNAs komplementdren Bereiche sind grau unterlegt.
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Um genauere Informationen zu den Offnungsgeschwindigkeiten der jeweiligen MBs
bei Gegenwart des Zielmolekiils zu erhalten, wurde jeder MB mit 0.5 eq miRNA versetzt
und dessen Fluoreszenzintensitatsverlauf mit der Zeit verfolgt bis keine merklichen
Anderungen mehr zu detektieren waren. In Abbildung 89 sind die
Intensitatsanderungen der Fluorophore von MB1 und MB2 gezeigt. In Kapitel 8.7 ist
der Verlauf von MB3 dargestellt.

5. MB1 g MB2
Grin-2m W *  Blau-1m

4] Rot-6m 4] Gelb-4m
— 34 — 3
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5, 5,
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Abbildung 89: Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitat beider Chromophore eines MBs nach Zugabe von 0.5 eq

mMiRNA. Links: MB1 bei Anwesenheit von miRNA-21. Rechts: MB2 bei Anwesenheit von miRNA-31.

Die Farbstoffe Griin-2m und Rot-6m des MB1 antworten auf die Zugabe von
MIRNA-21 mit einer abrupten Intensitatsanderung threr Emission und erreichen das
Gleichgewicht nach einer Zeitdauer von ca. 30 Minuten. Die Reaktion von Gelb-4m im
MB2 ist vergleichbar signifikant. Der Donor Blau-1m weist zwar eine steigende
Intensitat seiner Emission auf, diese ist hingegen bei weitem nicht so offensichtlich
bzw. ausgepragt wie bei den anderen drei Farbstoffen. Blau-1m weist als
Einzelmodifikation eine geringe Fluoreszenzintensitat auf, liberzeugt hingegen umso
mehr, wenn zwischen Blau-1m und einem Akzeptorfluorophor ein Energietransfer
erfolgen kann. Das Gleichgewicht zwischen Haarnadelstruktur und gebundener

Zielsequenz ist bei MB2 ebenfalls innerhalb von 30 Minuten erreicht.

Im Anschluss wurden Titrationsexperimente durchgefihrt, bei denen zwischen jedem
Messpunkt und somit dem folgenden miRNA-Zugabeschritt mindestens 30 Minuten
Zeitabstand gelegen haben. Damit wird die Einstellung des Gleichgewichtes

gewahrleistet. Alle MBs wurden zwei Titrationen unterworfen, von denen bei der einen
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ausschlieBlich die zur MB-Schlaufenregion komplementare miRNA zugesetzt wurde.
Das zweite Titrationsexperiment sollte erste Hinweise auf die Spezifitat der MBs fir ihre
Ziel-miRNA geben. Deshalb wurden hier bei jedem Zugabeschritt die identische
Menge beider miRNAs gleichzeitig zu der MB-L6sung gegeben. Die beiden
nachfolgenden Abbildungen stellen die aufgezeichneten Spektren beider

Titrationsexperimente von MB1 und MB2 einander gegentiber.
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Abbildung 90: Titration des MB1 mit miRNA. Oben: Zugabe der Zielsequenz miRNA-21. Mitte:
Fluoreszenzfarbwechsel vom geschlossenen MB1 (rot) zu der gedffneten Form (griin) infolge der Anwesenheit

von miRNA-21. Unten: Zugabe beider miRNAs (miRNA-21 und miRNA-31).
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Abbildung 91: Titration des MB2 mit miRNA. Oben: Zugabe der Zielsequenz miRNA-31. Unten: Zugabe beider
miRNAs (miRNA-31 und miRNA-21).

In Kapitel 8.7 sind die beiden entsprechenden Titrationsexperimente von MB3
dargelegt. Wie man den beiden obigen Abbildungen entnehmen kann, gleichen sich
die Titrationen mit einer oder beiden miRNAs in besonders hohem MaBe. Dies deutet
auf eine hervorragende Bindungsspezifitat der synthetisierten MBs fir ihre

entsprechende miRNA hin.

Die groBe Spezifitat der MBs wird zudem durch den gleichmaBigen Anstieg und den
Verlauf der Kontrastfaktoren, der aus beiden Titrationen ermittelt wurde, bestarkt. In
Kapitel 3.3 wurde der enorm hohere Kontrastfaktor f von 34 des mit TO und TR
modifizierten MBs im Vergleich zu einer kommerziell erhaltlichen MB-Sonde
angesprochen. Die finalen Kontrastfaktoren von MB1 sowie MB2 belaufen sich auf
bemerkenswert groBe Werte von ungefahr 60 (Abbildung 92). MB3 besitzt zwar einen
geringeren Kontrastfaktor von rund 42, zeigt damit aber ebenfalls eine Erh6hung im

direkten Vergleich zum Modell-ET-Paar. Es sei hier deutlich gemacht, dass sich der
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Kontrastfaktor f der MB-Titration auf mathematischer Ebene von dem Farbkontrast
frontrast unterscheidet. In der nachfolgenden Gleichung ist der mathematische

Zusammenhang des MB-Konrastfaktors f gezeigt.

o/l (Heteroduplex)

loo/1a. (Haarnadel)

In Kapitel 8.7 befinden sich die Kontrastfaktoren aller drei MBs im direkten Vergleich
zueinander. Bet allen Titrationen wurde der Endpunkt bet einer Zugabe von 1.5 eq der
miRNA erhalten und kann gleichfalls dem Konstrastfaktorverlauf der Titrationen

entnommen werden (Abbildung 92).

60 - L —
40. MB1 + miR-21
MB1 + miR-21+31
f —— MB2 + miR-31
MB2 + miR-31+21
20-
0 - T T 1
0 1 2 3

Aquivalente miRNA

Abbildung 92: Verlauf des Kontrastfaktors f im Zuge der Titrationsexperimente von MB1 und MB2 bei Addition

der komplementaren sowie beider miRNAs.

Des Weiteren wurden Negativkontrollen der MBs MB1 und MB2 spektroskopisch
vermessen. Die Fluoreszenzspektren der Abbildung 93 zeigen eine Gegenuberstellung
des geschlossenen MB, des MB mit 1.5 eq der komplementaren miRNA-Sequenz als
Positivkontrolle und des MB mit 1.5 eq der ,falschen” miRNA, wobei diese Losung einer
Negativkontrolle entspricht. Anhand der Spektren bestatigt sich erneut die hohe

Bindungsspezifitat fir das entsprechende Zielmolekil. Selbst bei sehr genauer
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Betrachtung lasst sich kaum ein Unterschied zwischen der Negativprobe und dem

allein vorliegenden MB ausmachen.

8- MB1 MB2
— miRNA-31 (negativ) — miRNA-21 (negativ)
—— miRNA-21 —— miRNA-31
without miRNA 41 without miRNA
5
5,
24
|
0 = T T —— 0 — T S
500 600 700 800 400 500 600 700
A [nm] A [nm]

Abbildung 93: Gegenlberstellung der Emissionsspektren des geschlossenen MB, des MB mit 1.5 eq der

komplementaren miRNA und des MB mit 1.5 eq der ,falschen” miRNA, wobei diese L&sung einer Negativkontrolle

entspricht.
143
f Kontrast,unkorr. 1/ f Kontrast,unkorr
MB Zugabe der miRNA (Haarnadel) (Hybrid)
mMiRNA-21 16.8 345
MB1
MiRNA-21+ miRNA-31 16.7 344
MIRNA-31 38.6 1.60
MB2
MiRNA-31+ miRNA-21 39.5 1.68
mMiRNA-31 204 2.07
MB3
MiRNA-31+ miRNA-21 20.2 2.07

Tabelle 6: Kontrastverhaltnisse fkontrastunkorr. Und 1/ fkontrastunkorr. der Emissionsintensitaten der MBs in der

Haarnadelstruktur und im gebildeten Hybrid mit der miRNA.

Dl.e Tabelle 6 gl.bt dle Kontrastfaktoren fKontrast,unkorr, bZW 1/fKontrast,unkorr_ del’
Emissionsintensitaten der MBs in threr geschlossenen Haarnadelform und im

gebildeten Hybrid mit der miRNA wieder. Es fallt auf, dass die Werte von f kontrastunkorr.
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mit 17 (MB1), 40 (MB2) und 20 (MB3) relativ hoch sind, jedoch nicht die AusmaBe des
entsprechenden Parameters in Kapitel 5.3 erreichen. Diese Beobachtung lasst sich
aufgrund der strukturellen Gegebenheiten der Haarnadelstruktur erklaren. Die
Stammlangen erstrecken sich Gber 8 (MB1), 7 (MB2) und 8 (MB3) Basenpaare. Eine
vollstandige Windung innerhalb einer B-DNA-Doppelhelix ist durch 10 Basenpaare
gegeben. Demzufolge reprasentieren die kurzen MB-Stammregionen eine labilere
helikale Umgebung fiir das kovalent verknlpfte ET-Paar. Infolgedessen erhalten die
Fluorophore  eine  hohere  Rotationsfreiheit, damit einen  geringeren
Orientierungsfaktor k2 und folglich eine niedrigere ET-Effizienz als in dem zuvor
diskutierten Duplex DNA5. Wirde man die exakte Orientierung der Farbstoffe im
Oligonukleotid kennen, lieBen sich die MB Designe an die jeweiligen Bedurfnisse der

Chromophore besser anpassen.

Das resultierende Kontrastverhaltnis 1/fkontrastunkorr. des gebildeten miRNA-MB-
Hybrides ist bet allen MBs sehr gering und liegt zwischen 2 und 3. Auch dieser
Sachverhalt kann erklart werden. Die Begriindung beruht auf der verbleibenden hohen
Fluoreszenzintensitat der Akzeptorfarbstoffe im Heteroduplex, die sich anhand von
zwel primaren Tatsachen veranschaulichen lasst. Einmal handelt es sich bet der
Offnung der Haarnadel um ein dynamisches Gleichgewicht, sodass stets neben dem
miRNA/DNA-Hybrid auch einige MB in der geschlossenen Form vorliegen und einen
ET hervorrufen, der die Emissionsintensitat des Akzeptors stets auf einem
angehobenen Gesamtwert des gemessenen Ensembles halt. Hinzu kommt, dass bel
den geoffneten Strukturen die verbleibenden Uberhdngenden Basen aus den MB-
Stammen in Form von sogenannten ,klebrigen Enden” auch bei gebundener
Zielsequenz miteinander wechselwirken koénnen und somit ebenfalls einen ET
ermoglichen. Im Verlauf dieses MB-Projektes wurden auch mehrere MBs synthetisiert,
die Teile der miRNA-Erkennungssequenz im Stamminneren besalen. Dadurch wurden
deutlich die Auswirkungen der ,klebrigen Enden” minimiert. Leider ist die
Nukleinsaureabfolge der beiden miRNAs sehr reichhaltig mit der Base Guanin bestickt.
Infolgedessen traten in den MB mit Zielsequenzbestandteilen in der Stammregion
starke Fluoreszenzldschungen auf und machten dieses MB-Design weniger geeignet.
Interessanterweise konnte bei einigen dieser stark emissionsgeldschten MB ein

signifikanter Fluoreszenzanstieg des Donors und des Akzeptors bei miRNA-Zugabe
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verzeichnet werden. Dies lieferte den Hinweis, dass in dem gebildeten RNA/DNA-
Hybrid die Fluoreszenzldsung aufgehoben wurde, was der gestauchteren A-Form der
Hybridhelix zuzuschreiben ist. Offensichtlich bewirkt die strukturelle Anderung der
Helix eine abweichende Ausrichtung der Fluorophore zu den [6schenden
Guanosinresten und gestattete damit den beobachteten Intensitatsanstieg. Man
konnte dies nutzen, indem man ein oder beide Chromophore Uber einen anderen
Zuckerbaustein innerhalb des MBs verknipft. Flir diesen Zweck ware ein Nulkeotid auf
Basis der Arabinose oder LNA (locked nucleic acid) geeignet, da so der Farbstoff eine
veranderte Orientierung im Stamm des MB erhalten wirde. Folglich konnten diese
l6schenden Effekte minimiert oder im besten Fall sogar vollstandig unterbunden
werden. Man wirde so eine erhdhte Fluoreszenzintensitat neben einer unterbundenen

Wechselwirkung aufgrund ,klebriger Enden” erhalten.

Selbstverstandlich wurden auch die Tm-Werte den MBs in An- und Abwesenheit der
MIRNA bestimmt. Eingangs der spektroskopischen MB-Charakterisierung wurden
bereits grundlegende Anforderungen an die Tm-Werte vorgestellt. Die nachstehende
Tabelle zeigt die gemessenen Schmelztemperaturen der MBs sowie die

Temperaturdifferenz zwischen dem Hybrid und dem komplementaren MB-Stamm.

Tm [°C] Tm -Differenz
MB .
reiner MB Hybrid [°C]
MB1 47.5 63.6 16.1
MB2 403 75.9 35.6
MB3 477 76.9 29.2

Tabelle 7: Schmelztemperaturen der MBs und der Tm-Differenz (Hybrid - MB-Stamm).

Die Tm der Hybride mit miRNA-31 liegen aufgrund des groBeren G-C-Anteils in ihrer
Sequenz rund 13 °C hoher als die der Heteroduplexe mit miRNA-21. Die

Stammregionen schmelzen bei signifikant kleineren Temperaturen, wobei MB2
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.haarscharf” die geforderte 40 °C-Bedingung erfullt. Aufgrund der sehr hohen
Tm -Differenz sollte bei Anwesenheit des Zielmolekils das Gleichgewicht stark zur

geoffneten MB-Struktur verschoben sein.

Im Zuge der ersten durchgefiihrten Zellexperimente wurden MB2 und weitere hier
nicht genauer aufgeflihrte MBs auf ihre Transfektion mittels Metafectene (Biontex) in
verschiedenen Zellkulturen untersucht. Es zeigte sich, dass MB2 deutlich schlechter in
die Zellen gelangte als andere MBs, die mit den Chromophoren Blau-1m und Gelb-4m
ausgestattet waren. Bei der Frage nach der Ursache der geminderten Zelltransfektion
wurde angenommen, dass die niedrige Tm des MB2-Stammes (40.3 °C) dafir
verantwortlich ist. Vermutlich liegt bet physiologischen Temperaturen ein deutlicher
Anteil der MB2-Molekiile in teilweise oder vollstandig gedffneter Struktur vor, was die
Transfektionsrate drosseln kénnte. Dieser Intuition folgend, wurden entsprechende
MB-Designanderungen vorgenommen, die unter anderem MB3 hervorbrachten. Diese
Sonde weist zwar einen nicht ganz so Uberragenden Kontrastfaktor f wie MB2 auf,
doch konnte anhand von MB3 eine sehr gute Transfektion bei diversen karzinogenen
Zelllinien erhalten werden. Diese Eigenschaft in Kombination mit den zuvor
beschriebenen Charakteristika der entwickelten MB trieben das gemeinsame
Forschungsprojekt einen weiteren Schritt voran, sodass die im nachsten Abschnitt

beschriebenen Zellaufnahmen ermdglicht wurden.

Zellexperimente mithilfe der “"Molecular Beacon" (DKFZ)

Die wissenschaftlichen Studien von Prof. Allgayerund ihrer Arbeitsgruppe basieren auf
der Untersuchung von Invasion und Metastasierung disseminierter Tumorzellen sowie
auf der Erforschung von krebsspezifisch exprimierten miRNAs und deren
regulatorische Funktionen bei der Pathogenese. Im Verlauf der Zusammenarbeit
wurden die hergestellten MB an die Forscher des DKFZ weitergereicht. Beide
Kooperationspartner besprachen aktuelle Forschungsergebnisse und gestatteten ein
entsprechendes Zusammenwirken der jeweiligen Expertisen. Zu Beginn dieses Jahres

wurden die hochentwickelten Sonden MB1 und MB3 dem Arbeitskreis Allgayer
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Ubergeben. Ein zugleich erfolgter wissenschaftlicher Austausch im Hinblick auf
spektroskopische Anforderungen fiir den Einsatz von MB1 und MB3 wie beispielsweise
die optimalen Wellenldngenbereiche zur Anregung bzw. dem Auslesen von den vier
verschiedenen Fluorophoren. Die Aufnahmen der anhand von MB1 und MB3 erfolgten
Zellexperimente wurden erst kurzlich erhalten und sollen im Folgenden kurz

prasentiert werden.

Bet den durchgefiihrten Versuchen erfolgten die Zelltransfektionen ebenfalls mit
Metafectene. Dabei kamen verschiedene kolorektale Krebszelllinien zum Einsatz, die
ein unterschiedliches Expressionsmuster der beiden miRNA miRNA-21 und miRNA-31
zeigen. Die nachfolgende Tabelle stellt die verwendeten Zelllinien zusammen und
weist soweit literaturbekannt auf eine Uberexpression sowie auf eine zellspezifisch
besonders niedrige Konzentration eines der miRNA-Zielmolekiile hin. Hierbet wird zur
Kennzeichnung einer erhohten Expression das ,Pluszeichen” und im Gegenzug bei

etner lediglich geringen miRNA-Bildung ein ,Minuszeichen” verwendet.

Zelllinie Untersuchung an miRNA- Expression der miRNA-
Colo 206f 21 und 31 - D1[233]

Colo 320 21 — 311234 ynd — 21[235.236]
RKO 21 und 31 + 212331 ynd + + 311234
HCT 116 21 und 31 + 310234237 ynd + + 210233
DLD 1 31 + 311237-239 ynd + 21

Tabelle 8: Kolorektale Krebszelllinien, die bei der Untersuchung der MB am DKFZ verwendet wurden.

Die Bildgebungen der MB in den lebenden Zellen erfolgten mithilfe der
Fluorenzenzmikroskopie und wurden an einem Leica 7CS SP5// System vorgenommen.
Die Anregung des Donorfarbstoffes erfolgte bei der fir den Fluorophor
charakteristischen Wellenldange statt. MB1 (mit Griin-2m / Rot-6m mit A = 450 nm)
diente der Visualisierung von miRNA-21, wohingegen MB3 (mit Blau-1m / Gelb-4m

mit A = 405 nm) die miRNA-31 sichtbar machen sollte. Im Falle beider Sonden konnten
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infolge einer Anregung die Emissionen des Donors als auch des Akzeptors registriert
werden (MB1 bei 530 und 620 nm bzw. MB3 bei 480 und 580 nm). Die aufgezeichneten
Daten wurden anschlieBend durch mehrfach (bereinander gelegte Einzelbilder
(hyperstack) mithilfe der Software /mage Jausgewertet. Die Bearbeitung brachte je vier
unterscheidbare Bilder einer Momentaufnahme pro Zellexperiment hervor. Anhand der
nachfolgenden Abbildungen werden die verschiedenen Darstellungsmdglichkeiten

erklart sowie die Versuchsergebnisse mit wenigen Worten interpretiert.

Abbildung 94: Gezeigt sind die mikroskopischen Aufnahmen mit der Zelllinie HTC 116 und MB3 (oben) und MB1

(unten). A = einfallendes Mikroskoplicht, B = Wellenlange der Akzeptoremission, C = Wellenlange der

Donoremission und D = Ubereinandergelegte Bilder B und C.

Die Evaluation der Zellaufnahmen eines Experimentes erfolgt prinzipiell durch drei
unterschiedlich gefarbte Einzelbilder einer beobachteten Zelle. Eine zusatzliche
Aufnahme zeigt die Zelle bei dem einfallenden Licht des Mikroskops (A). Die rote

Farbung in den Bildern zeigt die gemessene Fluoreszenzintensitat bet der jeweiligen
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Emissionswellenlange des Akzeptors an und entspricht somit dem geschlossenen MB
(B). Die aufgezeichnete Fluoreszenzintensitat der entsprechenden
Emissionswellenldange des Donors ist griin gefarbt und beschreibt die Bindung der
entsprechenden miRNA anhand der gedffneten MB-Struktur (C). Die Uberlagerung der
beiden Aufnahmen B und C sind in den Bildern mit dem Buchstaben ,D" bezeichnet.
Die eingezeichneten Kreise entsprechen dem Bereich, an dem der Wellenlangenscan

durchgefiihrt wurde. Die Wellenldangenscans sind hier nicht aufgefihrt.

Bei der Betrachtung der Aufnahmen von beiden MB innerhalb der Zelllinie HTC 116
(Abbildung 94) kann man die Donorfluoreszenz des MB3 (oben) sehr deutlich
erkennen. Bekraftigt wird die Bindung der korrespondierenden miRNA-31 aufgrund
der Intensitatsunterschiede, die in dem Uberlagerten Bild (D) zu sehen sind. Mit Bezug
auf Tabelle 8 ist eine Uberexpression der miRNA-31 bei HTC 116 aber auch bei
miRNA-21 bekannt. Die Bindung der miRNA-21 ist jedoch nur sehr schwach zu
erkennen. Es sollte hier bemerkt werden, dass bisher zu dem jeweiligen
Expressionsmuster der untersuchten Zelllinien von Seiten der Gruppe des DKFZ keine
genauen Angaben gemacht worden sind. Die Literaturrecherche ergab die in der
Tabelle zusammengefassten Daten. Es besteht die Moglichkeit, dass eventuell
Mutationen am Wildtyp der Zelllinie vorgenommen wurden, die das Expressionsmuster
verandern kdnnen. Im Anbetracht der groBen Zahl entsprechender Fachliteratur war es
nicht hundertprozentig moglich eine mutierte Zellkultur auszuschlieBen. Eine

detaillierte Diskussion mit Kooperationspartner steht noch aus.

Auch die drei folgenden Abbildungen zeigen das Vorhandensein von gebundener
MIRNA sowie der geschlossenen Haarnadelstruktur. Die Angaben der
Expressionsmuster in der Tabelle entsprechen weitestgehend den Ergebnissen, die aus
den Zellexperimenten hervorgingen. Dies ist ein duBerst positives Resultat, dass jedoch
noch von Seiten des DKFZ bekraftigt werden muss. Zudem ist auffallig, dass die
gebundene Ziel-miRNA ebenfalls auBerhalb der Zellen detektiert wurde. Eine Erkldrung
dafir ist auf Basis der Arbeiten von Goel et al gegeben.?4% Sie fanden heraus, dass
miRNA-21 und auch miRNA-31 zu den sekretorischen miRNA gehdren und aufgrund
dessen zeitabhangig in das Kulturmedium gelangen. Bei den durchgefiihrten
Zellexperimenten im DKFZ wurden die Zellen rund 8 Stunden mit den MB inkubiert,

was einer vermutlich zur Sekretion der beiden miRNA fuhrte.
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Abbildung 95: Gezeigt sind die mikroskopischen Aufnahmen mit der Zelllinie RKO und MB3 (oben) und MB1
(unten). A = einfallendes Mikroskoplicht, B = Wellenldange der Akzeptoremission, C = Wellenldnge der

Donoremission und D = Ubereinandergelegte Bilder B und C.
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Abbildung 96: Gezeigt sind die mikroskopischen Aufnahmen mit der Zelllinie Colo 206f und MB3 (oben) und MB1
(unten). A = einfallendes Mikroskoplicht, B = Wellenldnge der Akzeptoremission, C = Wellenlange der

Donoremission und D = Ubereinandergelegte Bilder B und C.
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Beide miRNA werden in RKO-Zellen Uberexprimiert. Abbildung 95 gibt die
entsprechenden Zellaufnahmen wieder. Einerseits lassen sich nur vereinzelte Areale

detektierter miRNA ausmachen. Andererseits weisen diese jedoch eine beachtliche

Intensitat auf.

C
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Abbildung 97: Gezeigt sind die mikroskopischen Aufnahmen mit den Zelllinien DLD 1 und MB3 (oben) sowie mit

Colo 320 und MB1 (unten). A = einfallendes Mikroskoplicht, B = Wellenldnge der Akzeptoremission,

C = Wellenlange der Donoremission und D = Ubereinandergelegte Bilder B und C.

Da eindeutig die Bindung der beiden miRNA mit MB1 und MB3 nachgewiesen werden
konnte, werden weitere Zellexperimente im Rahmen des Forschungsprojektes
durchgefiihrt. Der nachste Schritt wird der parallelen Detektion von miRNA-21 und

mMIRNA-31 innerhalb einer einzigen Zelle gewidmet.

Die erhaltenen Resultate dieses Projektes werden derzeit in einem Manuskript

zusammengefasst und sollen zeitnah veroffentlicht werden.
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Optimierung der Fluoreszenzintensitit von Blau-1m

Es wurde im Verlauf der Dissertation mehrmals die Vermutung geduBert, dass eine
verbleibende Rotationsfreiheit des Fluorophors Blau-1m bei Anbindung an DNA fir
seine geringe Emissionsintensitat mit verantwortlich ist. In der Abbildung 98 sind die
vier Strukturen 56 bis 59 gezeigt, die einer moglichen Weiterentwicklung des
Chromophors Blau-1m entsprechen. Die Dimethinbriicke der Farbstoffe 56 bis 59
wurde durch cyclische Einheiten ersetzt, sodass keine Rotation um Einfachbindungen
und somit cis/trans-1somerisierung mehr auftreten kann. Derartige Strukturen wiirden
zwar eine vergleichbare Fluoreszenz in Ab- und Anwesenheit von Oligonukleotiden
zeigen, waren jedoch deutlich emissionsintensiver als der Vorganger Blau-1m. Zur
Unterdriickung der starken cis/trans-Isomerisierung von Cy3 wurde ein dhnlicher

Ansatz verfolgt und brachte den Cyaninfarbstoff Cy3b hervor.['8"!
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Abbildung 98: Strukturen méglicher weiterentwickelter Cyanine auf Basis von Blau-1m.

Weiterhin besitzen die Strukturen 56 bis 59 einen Methoxy- oder Chlorsubstituenten.
Man konnte in verschiedenen Arbeiten zeigen, dass diese Substituenten eine Erhéhung
der Photostabilitat bewirken.?*1 Mit den hier gezeigten synthetischen Veranderungen
des Farbstoffes Blau-1m lieBen sich folglich die Photostabilitat und die

Fluoreszenzintensitat enorm steigern.
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Die Strategie eines anderen LOsungsansatzes basiert hingegen nicht auf dem
Bestreben die schwache Fluoreszenz von Blau-1m zu verbessern, sondern verzichtet
vollkommen auf die Verwendung des Farbstoffes Blau-1m. Blau-1m kdnnte demnach
durch einen NIR-Farbstoff mit groBer Emissionsintensitat sowie hoher Photostabilitat
ersetzt werden. In eitnem solchen Fall wird das ET-Paar anhand von Gelb-4m und dem
NIR-Farbstoff gebildet, bei dem Gelb-4m nun seinerseits als Donor und damit als
Signal der Zielsequenzbindung fungiert. Eine derartige Fluorophorausstattung am
Rlckgrat des ,Molecular Beacon” wirde dessen Anwendungsmoglichkeiten deutlich
erweitern und beispielsweise eine Untersuchung tiefer liegender Gewebsschichten

erlauben.
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6.2 Strangaustausch mit “Click™-modifizierten acpcPNA-

Sonden

In Kooperation mit Prof. Dr. T. Vilaivan sollten Pyrrolidinyl-PNA-Sonden (acpcPNA-
Sonden)  synthetisiert und anschlieBend  postsynthetisch  mithilfe  der
kupfer(l)katalysierten ,Click-Reaktion modifiziert werden. Im weiteren Verlauf der
Zusammenarbeit wurde das Ziel verfolgt, die hergestellten Sonden bei der
Fluoreszenzdetektion von DNA in zwel verschiedenen Anwendungen zu erproben. Die
Synthese und Postmodifikation der acpcPNA-Sonden erfolgte dabei innerhalb eines
von KHYS geforderten dreimonatigen Auslandsaufenthalts im Labor der Gruppe von
T. Vilaivan an der Chulalongkorn Universitat in Bangkok. An dieser Stelle soll nochmals
ausdricklich KHYS fir die im Rahmen des Stipendiums bereitgestellten finanziellen
Mittel gedankt werden, welche die Verwirklichung der beiden in Kapitel 6.2 und 6.3
beschriebenen Projekte unterstitzten. Ebenso gilt der Dank Prof. Dr. T. Vilaivan fur die
Moglichkeit die acpcPNA-Synthese innerhalb seines Arbeitskreises zu erlernen und der

freundlichen Unterstlitzung wahrend des gesamten Auslandsaufenthalts.

Strangaustauschreaktionen zahlen zu den biologisch relevanten und enzymatisch
getriebenen Prozessen, die innerhalb von lebenden Zellen ablaufen.[319:20,23.242-243]
Zudem spielen diese Strangaustauschprozesse eine entscheidende Rolle im
Forschungsgebiet der DNA-Nanotechnologie.?4¢-241 Anhand aufeinanderfolgender
Stranganlagerungs- und Austauschschritte konnte man die Selbstassemblierung von
hochgradig geordneten DNA-Nanoarchitekturen dynamisch kontrollieren. Dazu
gehoren unter anderem DNA-Schalter,!2°0-2>4 DNA-walker 12>>-2°81 sowie auf DNA

basierende logische Schaltungen.[2°3:254259-264]

Uberdies hinaus konnte Wagenknecht et al. unter Verwendung der Cyaninfarbstoffe
TO und TR DNA-Strangaustauschprozesse in Echtzeit beobachten, wobei das
Kontrastverhaltnis der Emissionsintensitaten zur Bestimmung der Effizienz des jeweilig
erfolgten Strangaustausches herangezogen wurde.!®¥! Das Ziel des nachfolgend
erlauterten Kooperationsprojektes mit Vilaivan war, mittels Fluoreszenzspektroskopie
den Strangaustausch von acpcPNA/DNA-Hybriden sichtbar zu machen. Zu diesem
Zweck sollten die neu entwickelten Fluorophore postsynthetisch an acpcPNA sowie
DNA geknipft, anhand von ermittelten ET-Effizienzen sowie Farbkontrasten die

Strangaustauschreaktionen untersucht werden.
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Synthese und “Click”-Modifikation der acpcPNA-Fluoreszenzsonden

Die acpcPNA wurde an T7entagel S-RAM Harz aus den jeweiligen Fmoc-geschitzten
Monomeren von Hand synthetisiert. Die einzelnen Syntheseschritte erfolgten nach
bereits publiziertem('6326% und etabliertem Verlauf, von Entschitzung, Kupplung,
Capping. In der acpcPNA bilden zwei alternierende cyclische Bausteine, die
Aminosaure D-Prolin und (75,25)-2-Amino-1-cyclopentancarbonsaure (Spacer), das
Rickgrat des Oligonukleotid-Analogs. An einer gewtinschten Position innerhalb der
Basenabfolge wurde anstelle des erwahnten Abstandshalters (Spacer) eine (3R4S)-3-
Aminopyrrolidin-4-carbonsaure-Einheit (APC-Spacer) mit der naszierenden acpcPNA
verbunden (siehe Kapitel 3.5, Abbildung 20). Diese Modifikation erlaubt eine spatere
kupfer(l)katalysierte ,Click”-Reaktion (CuAAC) zwischen der acpcPNA und einem
Fluorophor. Der C-Terminus der PNA-Strange wurde mit flinf Lysin-Resten versehen,
da diese Aminosaurereste allgemein die Wasserldslichkeit von PNA steigern, und
zudem deren Zellpermeabilitdt erhéhen kdnnen. Nach erfolgreicher PNA-Synthese
wurde die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe entfernt und die freie Aminofunktion
acetyliert. Die Trifluoracetyl-Gruppe am APC-Spacer sowie die Seitenketten der
Nukleobasen wurden anschlieBend mit einer Mischung aus Ammoniak und 1,4-Dioxan
bet 60 °C entschutzt (Abbildung 99). Bei der darauffolgenden reduktiven Alkylierung
konnte der APC-Spacer mit der Verbindungseinheit (Linker) versehen werden, welche
die terminale Alkinfunktion fur die CUAAC mit dem Farbstoffazid bereitstellt. Die
acpcPNA wurde dazu mit einer methanolischen Lésung aus dem Aldehyd
4-Pentin-1-al in Anwesenheit von Natriumcyanoborhydrid und konzentrierter
Essigsaure bei Raumtemperatur zur Reaktion gebracht.'’ Der Aldehyd wurde zuvor
durch Oxidation von 4-Pentin-1-ol mit IBX (2-lodoxybenzoesaure) gewonnen (Kapitel
8.3). Die kupfer(l)katalysierte ,Click”-Reaktion zur Modifikation des APC-Spacers der
acpcPNA wurde in Anlehnung an die in Kapitel 6.1 vorgestellte CUAAC an der festen
Phase vorgenommen. Im Anschluss wurde die modifizierte acpcPNA mit
Trifluoressigsaure vom Harz abgespalten und mittels HPLC gereinigt. Abbildung 99
zeigt exemplarisch die Verknipfung des Styryl-Cyanins Blau-Tm mit dem

alkinfunktionalisierten Linker am APC-Spacer der acpcPNA-Sonde.
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Abbildung 99: Gezeigt ist die Struktur der APC-modifizierten acpcPNA, das Reaktionsschema der reduktiven
Alkylierung des APC-Spacers (rosa) und die CUAAC zwischen der acpcPNA und Blau-1m.

Strangaustausch mit acpcPNA

Vorerst soll kurz anhand von Abbildung 100 die Ausarbeitung der
Strangaustauschexperimente ndhergebracht werden. Mit dem Ziel, zwei
aufeinanderfolgende Strangaustauschreaktionen mit der Fluoreszenzspektroskopie zu
verfolgen, werden entsprechend zwei Emissionsfarbwechsel benétigt, die den
jeweiligen Austausch anzeigen kdnnen. Die Basis der Versuchsanordnung bildet ein
PNA-Strang, der aus 14 Basen aufgebaut und mit dem Farbstoff Blau-1m modifiziert
ist. Dieses PNA-Oligonukleotid wird mit einem unmodifizierten DNA-7mer hybridisiert,

wobei sich das PNA/DNA-Hybrid1 bildet. Zu Beginn des Experimentes wird das
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Hybrid1 vorgelegt. Durch Anregung dieses Duplexes bet einer fir Blau-1m
charakteristischen Wellenldange kann man die Fluoreszenzintensitat der blauen
Emission detektieren. Im Zuge des ersten Strangaustausches wird ein Gelb-4m-
modifizierter DNA-Strang zugegeben, der um drei Nukleotide langer als die
unmodifizierte DNA ist und somit 10 Basen umfasst. Der initiale Strangaustausch wird
durch einen Gewinn an freier Energie vorangetrieben, der durch Bindung des
komplementaren 10mers an die PNA-Sonde erhalten wird. Als direkte Folge des
Austausches wird das Hybrid2 gebildet, und somit die Distanz zwischen Donor- und
Akzeptorfluorophor verringert. Die raumliche Ndhe der beiden Chromophore im
Heteroduplex ermdglicht den Energietransfer (ET) vom angeregten Donor Blau-1m
auf den Akzeptor Gelb-4m und resultiert in einem Intensitatsanstieg der gelben
Akzeptoremission. Durch die Zugabe des 14mer-DNA-Stranges, der mit dem Cyanin
TR-CN versehen ist, wird der zweite Strangaustausch realisiert. Infolgedessen wird der
Abstand des blauen Donors zu Gelb-4m vergroBert. Hingegen gelangen Blau-1m und
TR-CN bei Generierung des Hybrids3 ndher zueinander, wodurch ein

Fluoreszenzfarbwechsel von gelb nach rot hervorgerufen wird (Abbildung 100).

Ll

14mer PNABLau-1m 7mer DNA PNA/DNA-Hybrid1 (Vorlage)

1. Austausch fa—
\S\ % + LLLALLbiLd - \S\
L1t LLLEyAl

LA ]
PNA/DNA-Hybrid1 (Vorlage) 10mer DNAGelb-4m PNA/DNA-Hybrid2
fa— 2. Austausch >
\S\ + L1113 111131l \S\
LLL it i) A = aam
PNA/DNA-Hybrid2 14mer DNATR.cN PNA/DNA-Hybrid3

Abbildung 100: Schema zu den beabsichtigten Strangaustauschexperimenten.
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Im Verlauf der vorangegangenen Kapitel dieser Dissertation wurden die Fluorophore
der modifizierten Oligonukleotide ausschlieBlich mit der 2’-Position der Ribose
verbunden. Im Gegensatz dazu besteht bei der Verkniipfung des Farbstoffes mit der
acpcPNA die Moglichkeit, den zur Chromophoranbindung erforderlichen APC-Spacer
entweder in Richtung C- oder N-Teminus der gewlinschten Base einzuflihren. Mit dem
Ziel, in den DNA/PNA-Hybriden einen optimalen Donor-Akzeptor-Abstand und
folglich effektiven Energietransfer zu erhalten, wurden zwei 14mer acpcPNA-Strénge
fur die Strangaustauschexperimente hergestellt, die sich durch die Position des

APC-Spacers der zu modifizierenden Base unterscheiden (Abbildung 101).

PNA-Strange:

—

PNA1 C-  Lyss ~-ACG-AAT-AITA-ACA-TC -N
PNA2 C- Lyss —ACG—AAT—ATiA—ACA—TC -N
R R SIS

HN ; e

ﬁo—' _ PNA N 1_ NG
= }""'@\l\/\/[,,\N R = © | NN
d N N

\

Abbildung 101: Sequenzen von PNA1 und PNA2. Die Modifikation mit Blau-1m befindet sich an dem ¢ bzw. -

terminal zur mittleren Base T liegenden APC-Spacer.

Zudem erfolgte die Farbstoffverkniipfung mit den 2’-Riboseresten der 10mer- und
14mer-DNA ebenfalls an verschiedenen Nukleotiden, sodass eine zusatzliche Variation
der Distanz zwischen Donor und Akzeptormolekil verwirklicht wurde. Besonderes
Interesse galt der im Zuge der Strangaustauschreaktionen generierten Heteroduplexe.
Diese  gestatteten erste  spektroskopische Daten doppelt modifizierter
acpcPNA/DNA-Hybriden zu erfassen. Bis zu diesem Zeitpunkt wurden ausschlieBlich
einfach modifizierte Hybride aus acpcPNA und DNA charakterisiert. Deshalb sollten

die Auswirkungen der Abstanddnderungen auf die erhaltenen ET-Effizienzen
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besonders sorgfaltig ermittelt und verglichen werden. In der nachsten Abbildung sind

die Sequenzen der hier besprochenen DNA-Stréange dargestellt.

DNA-Stringe:

DNA7 5'_ TA- TAT -TG — 3’ o
DNA ﬁ\r
0 N (@] R2
U= o s
N
DNA 5~ C-TTA— _TGT -3 0 | N
DNA O\):N
DNAS _UAT-
DNA9 —TAU-
O AN
o A
DNA10  —TAT- R2 = \
I@ N
\
DNA 5 TGC-TTA— _TGT-AG -3’

DNA11 —tAT— _
Z N
=
DNA12 —TAE— NC. _~

S

DNA13  -TAT- R= o @

DNA14 3'- ACG-AAT-ATA-ACA-TC-5’

Abbildung 102: Sequenzen der verwendeten DNA-Strange. 7mer DNA7, 10mere DNA8 bis DNA10 und 14mere
DNA11 bis DNA13. Die Modifikationen erfolgten mit Gelb-4m bzw. mit TR-CN. DNA14 entspricht der

Nukleinsduresequenz der PNA-Strange.

In Anlehnung an die in Abbildung 100 dargestellte Vorgehensweise wurden die

entsprechenden  Versuche zum  Strangaustausch  durchgefihrt und die
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spektroskopischen Daten aufgezeichnet. Im weiteren Verlauf des Kapitels werden die

erhaltenen Ergebnisse diskutiert und verglichen.

Die Blau-1m-modifizierten Sonden PNA1 und PNA2 wurden mit Pufferldsung
verdinnt (2.5 uM in 10 mM NaPi-Puffer; pH = 7), mit genau 1.0 Aquivalent (2.5 uM) des
unmodifizierten 7mer-DNA-Stranges DNA7 versetzt und zum entsprechenden
Heteroduplex PNA1-DNA7 bzw. PNA2-DNA7 hybridisiert. Auf den Zusatz von NaCl
wurde ganzlich verzichtet, da hier nicht genauer gezeigte Vorversuche einen
effizienteren ET unter NaCl-freien Bedingungen anzeigten. Wie zuvor bereits erwahnt,
lieferte die DNA-Synthese jeweils zwei komplementdre DNA-10mere sowie 14mere

und fuhrte folglich zu vier getrennt voneinander untersuchten Proben.

Die PNA1-DNA7 bzw. PNA2-DNA7 Duplexlésungen dienten als Startpunkt des ersten
Strangaustausches. Im Anschluss an die Aufzeichnung eines Absorptions- und
Emissionsspektrums der entsprechenden Ausgangslésung wurden 1.0 Aquivalent des
10mer-Stranges DNA8 oder DNA9 zugegeben, grundlich gemischt und die
Entwicklung der Fluoreszenzintensitat auf Basis aneinander gereihter Messungen
solang verfolgt, bis eine konstante Emissionsintensitat erreicht wurde. Der Endpunkt
des ersten Strangaustausches wird durch das Hybrid PNA1-DNAS8 reprasentiert (oder
PNA1-DNA9 bzw. PNA2-DNAS8 oder PNA2-DNA9) und bildet die Basis der Probe
eingangs des zweiten Austauschprozesses. Bei dieser wurde 1.0 Aquivalent eines
TR-CN-modifizierten 14mers zugesetzt und gleichfalls der Verlauf der
Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit der Zeit dokumentiert. Der Ersatz des kirzeren
DNA-10mers durch das 14mer resultierte in der Bildung des finalen Heteroduplexes

PNA1-DNA11 (oder PNA1-DNA12 sowie beide analoge Hybride mit PNA2).

Nachfolgend ist der Intensitatsverlauf der  Fluoreszenz  der  zwel
Strangaustauschreaktionen von PNA1-DNA7 mit DNA8 und DNA11 reprasentativ
dargestellt. In Kapitel 8.8 sind die zeitlichen Entwicklungen der Emissionsintensitat
beider Austauschprozesse der anderen dret PNA/DNA-Kombinationen abgebildet.
Zudem befindet sich in Kapitel 8.8 eine Ubersicht (Tabelle 21), welche die Anregungs-
und Emissionswellenldangen der Messungen zusammenfasst. Ebenso enthalt die Tabelle
die Schmelztemperaturen (Tm) der Heteroduplexe. Die Tn—Bestimmungen der Hybride

mit einem 10- oder 14mer DNA-Gegenstrang wurden von Probeldsungen
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aufgezeichnet, die kein 7mer enthielten, sondern wurden ausschlieBlich in einem

Verhaltnis 1:1 der PNA zu DNA gemessen.

PNA1 -DNA7

Blau-1m

61 1.+ DNA8_, .
—— 2.+ DNAT1

>
,E', TR-CN

30 60 9 120 150
Zeit [min]

Abbildung 103: Zeitabhingige Anderungen der Fluoreszenzintensitit infolge der beiden
Strangaustauschreaktionen von PNA1-DNA7 mit DNAS8 (1.) und DNA11 (2.).

Anhand des zeitlichen Verlaufs in Abbildung 103 kann man erkennen, dass der erste
Strangaustausch innerhalb von wenigen Minuten erfolgt. Der zweite Austauschprozess
von PNA1-DNA8 mit DNA11 verlauft deutlich langsamer, und das Gleichgewicht ist
hier erst nach ca. 90 Minuten erreicht. Dies lasst sich durch die gesteigerte
Bindungsaffinitat des 10mer Hybrides im Vergleich zum 7mer erklaren. Der 7mer-
Heteroduplex besitzt eine Tm von 71.0 °C (Tabelle 21). Die langeren Hybride
PNA1-DNAS8 und PNA1-DNA11 schmelzen erst bei 78.2 °C bzw. bei einer Temperatur
von Uber 90 °C. Unter denselben Bedingungen hat der 14mer-Homoduplex
DNA14-DNA11 eine T, von lediglich 32.7 °C, was einer Temperaturdifferenz von tber
55 °C entspricht. Diese Resultate bestatigen die auBergewdhnlich hohe Bindungsstarke

zwischen der acpcPNA und der DNA.

Bei genauer Betrachtung des Intensitatsverlaufs vom initialen Strangaustausch stellt
man fest, dass die Fluoreszenz anfangs auf einen sehr hohen Wert ansteigt und
anschlieBend leicht abfallt bis die finale Emissionsintensitat erreicht ist. Dieses
Verhalten wurde bet dret der vier PNA/DNA-Kombinationen beobachtet und
ausschlieBlich beim Austauschprozess mit DNA-10meren, die mit dem Fluorophor
Gelb-4m ausgestattet sind. Die vier Verlaufskurven sind in Abbildung 104 (links)

vergroBert dargestellt.
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Abbildung 104: Links: Vergleich der Verlaufskurven des ersten Strangaustausches der vier PNA/DNA-

Kombinationen. Rechts: CD-Spektren der Triplexinvasion von aegPNA in doppelstrangige DNA.[266]

Auf Basis von Literaturrecherchen wurde herausgefunden, dass Nielsen et al. dhnliche
Beobachtungen bet der Triplexinvasion von aegPNA in doppelstrangige DNA
machte.l?®®! Er verfolgte den Prozess mithilfe der CD-Spektroskopie (Abbildung 104,
rechts) und erlduterte den Sachverhalt genauer. Es wurde angenommen, dass sich ein
Intermediat bildet, welches sich aus dem DNA-Doppelstrang und mehreren PNA-
Strangen zusammensetzt. Wie bereits in Kapitel 3.5 erwahnt wurde, findet zwischen
den acpcPNA-Strangen keine Bindung statt, weshalb Nielsens Erklarung den
Verlaufskurven der hier gezeigten Strangaustauschexperimente nicht vollkommen
genugt. Stattdessen wird bei den gezeigten Daten von der Bildung einer oder mehrerer
intermediarer Strukturen ausgegangen, die aus einem acpcPNA-Strang (A) und mehr

als einem DNA-Strang (B) gebildet werden (Abbildung 105).

—
LLll11]

A = PNA1-DNA7 \S\ —)
—»
—_— L1t i 111111
+

LLL1 111l C = PNA1-DNAS

B = + DNA8

A + xB ——— E—— C

Abbildung 105: Illustration des ersten Strangaustausches am Beispiel von PNA1-DNA7 mit DNAS.
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Abbildung 106: Strukturen der vermutlich gebildeten Intermediate ABx.

In Abbildung 106 sind die vermutlich entstehenden Intermediate (ABx) veranschaulicht.
Die beiden oben gezeigten intermediaren ABx-Strukturen beschreiben die Moglichkeit,
dass sich initial Komplexe ausbilden, in denen der Abstand oder die Orientierung der
Ubergangsdipolmomente der Farbstoffe einen fiir Energietransfer des Paares
glnstiger ist verglichen mit dem Abstand oder Dipolmomentausrichtungen im finalen
Hybrid. Im Falle des unten in Abbildung 106 gezeigten Intermediates wird davon
ausgegangen, dass im anfanglichen Komplex zwei DNA-10mere ihre verknlpften
Fluorophore Gelb-4m in raumliche Nahe zu dem Donorfarbstoff Blau-1m der PNA
bringen kdnnen, und somit ein ET zu beiden Akzeptoren erfolgen kann. Da die
Experimente im  Strangverhédltnis 1:1  durchgefihrt wurden, sinkt die
Fluoreszenzintensitat infolge der Auflosung jeglicher intermedidrer ABy-Strukturen

wieder.

Im der nachsten Abbildung sind beispielhaft die Absorptions- bzw. Emissionsspektren
der beiden Strangaustauschreaktionen mit PNA1-DNA7 durch DNA8 und folgend
durch DNA11 dargestellt. In Kapitel 8.8 sind die Absorptions- bzw. Emissionsspektren

der beiden Austauschprozesse der weiteren drei PNA/DNA-Kombinationen gezeigt.
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Abbildung 107: Absorptionsspektren (links) und Emissionsspektren (rechts) der beiden aufeinanderfolgenden
Strangaustauschreaktionen von PNAT-DNA7 mit DNAS8 und anschlieBend mit DNA11. Die gestrichelten Linien
zeigen die Vergleichslésungen aus DNA7-DNAS8 (Vgl1) und aus DNA7-DNA8-DNA11 (Vgl2).

Zur Beurteilung des erfolgten Energietransfers wurde neben den Energietransfer-
Effizienzen der Anstiegsfaktor fansteg und auch der Kontrastfaktor fkontrastunkorr.
ermittelt. Die Werte des Kontrastfaktors fkontrastunkorr. Wurden anhand der Gleichung 5.1

berechnet und sind in Abbildung 108 veranschaulicht. 165

KontraStfaktor -f Kontrast, unkorr.

250 ~
223
OPNA1 [©$OPNA2
200 -
173
150 - 141
f
100 -
49
50 - 34 38 47
==
0 - T T T \
DNAS8 DNA9 DNA11 DNA12
1. + Gelb-4m 2. + TR-CN

Abbildung 108: Gezeigt ist eine Gegenlberstellung der Kontrastfaktoren fkontrastunkorr. aus den

Strangaustauschexperimenten.

Das Kontrastverhaltnis der blau-gelben Kombinationen ist gut, erreicht jedoch nicht

ganz die Werte entsprechender DNA/DNA-Homoduplexe (siehe Kapitel 5.3). Hingegen
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wurden bet den Paaren mit dem Akzeptor TR-CN auBerordentlich hohe Kontraste bis
hin zu 1:223 erzielt und sind somit im Vergleich zu den DNA/DNA-Homoduplexen
auffallend groBer. Einzig die Kombination PNA2-DNA11 zeigt einen fkontrastunkorr, der
nur zu ungefahr 30 % an die Werte der anderen blau-roten Paare heranreicht. Zugleich
besitzt PNA2-DNA11 mit 82.7 °C (Tabelle 21) eine deutlich niedrigere T verglichen
mit allen anderen 14mer-Hybriden, deren Tm, groBer als 90 °C ist. Es wird angenommen,
dass sich im Heteroduplex PNA2-DNA11 Donor- und der Akzeptorfarbstoff nicht
optimal zueinander ausrichten konnen, was sich in dem ineffizienteren ET

wiederspiegelt.

Wie schon weiter oben erwahnt, wurde ein Anstiegsfaktor ermittelt. Der Anstiegsfaktor
fanstieg gibt das Vielfache der Emissionsintensitat einer Vergleichslésung an, die den
gestrichelten Linien des Fluoreszenzspektrums entsprechen. Die beiden
Vergleichsldsungen bestehen aus allen Komponenten der Probeldsung, wobei einzig
die donormodifizierte PNA nicht zugegen ist. Vergleichslésung 1 (DNA7-DNAS, Vgl1)
und Vergleichslosung 2 (DNA7-DNA8-DNA11, Vgl2) wurden bet der
Anregungswellenldnge des Donors angeregt und die Emissionsintensitat bei den
entsprechenden Akzeptorfluoreszenzmaxima bestimmt (lvgn bzw. Ilvgi1). Dieser Wert

wird bet der Berechnung des Parameters fanstieg verwendet (Gleichung 6.2).

fAnst'Leg - | (6.2)

Ak Fluoreszenzintensitat des Akzeptors infolge des ETs vom angeregten
Donor (Aexcpo) im zweifach modifizierten PNA/DNA-Hybrid

lvgt : Fluoreszenzintensitat  des  Akzeptors  der  entsprechenden
Vergleichsldsung infolge der Anregung bei der Anregungswellenlange

des Donors (Aexc.Do.).

Die ermittelten Anstiegsfaktoren sind in Abbildung 109 einander gegeniber gestellt

und bewegen sich ungefahr zwischen 10 und 20.
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Abbildung 109: Gezeigt ist eine Gegenliberstellung der Kontrastfaktoren fanstieg aus den

Strangaustauschexperimenten.

An dieser Stelle soll sehr kurz auf eine Besonderheit hingewiesen werden, welche die
abweichende PNA/DNA-Hybridstruktur im Vergleich zur herkdmmlichen B-DNA-
Doppelhelix wiedergibt.

3 Rot-6m Rot-6m
PNAT-DNA7 PNA2-DNA7
1.+ DNA8 24 Rot-6m 1.+ DNAS
24 2.+ DNATT 2.+ DNA12
= = vgl1
> Roti6m Vali = g
e U Vg2 S, Jd 1/ L\ T vgl2

14

Blau-1m Blau-1m
0 o S Ly 0 A . LE= e
400 500 600 700 400 500 600 700
A [nm] A [nm]

Abbildung 110: Emissionsspektren der beiden aufeinanderfolgenden Strangaustauschreaktionen von PNA1-
DNA7 mit DNA8 und DNA11rot-6m (links) sowie Strangaustauschreaktionen von PNA2-DNA7 mit DNAS8 und
DNA12rot-6m (rechts). Die gestrichelten Linien zeigen die Vergleichslésungen aus DNA7-DNA8 (Vgl1), aus
DNA7-DNA8-DNA11Rrot-6m (Vgl2a) und aus DNA7-DNA8-DNA12Rrot-6m.

Im Verlauf dieses Kapitels wurde ausschlieBlich von den DNA-14meren berichtet, die
mit dem roten Emitter TR-CN versehen wurden. Hingegen fanden die

Strangaustauschexperimente ebenso mit 14mer-DNA-Strangen statt, die mit dem
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Farbstoff Rot-6m modifiziert wurden. Bet der Untersuchung des doppelt modifizierten
DNA/DNA-Homoduplexes DNAS in Kapitel 5.3 zeigte der Akzeptor Rot-6m in der
Kombination mit allen vier Donorfarbstoffen einen exzellenten Energietransfer.
Interessanterweise ist dieses Verhalten von Rot-6m in PNA/DNA-Hybriden nicht
vorhanden. Ganz im Gegenteil findet hier ein sehr schlechter Energietransfer zwischen
dem Paar Blau-1m / Rot-6m statt, was sich den beiden Fluoreszenzspektren der
Abbildung 110 und der entsprechenden ET-Effizienz aus Abbildung 111 entnehmen
lasst. Offensichtlich ist der Phenylring in der gebildeten Helix des Hybrids duBerst
ungiinstig und erschwert die optimale Ausrichtung der Ubergangsdipolmomente des

ET-Paares zueinander.

Die finale Evaluation des erfolgten Energietransfers innerhalb der Hybridstrukturen
wurde anhand ET-Effizienzen auf Basis der Bestimmung von Fluoreszenzlebenszeiten
ermittelt. Hierbet wurde die Messung und Berechnung analog zu den Bestimmungen
der DNA/DNA-Homodimere in Kapitel 5.3 durchgefihrt. Die Spektren der
Uberlappungsintegrale von PNA1 und PNA2 in Verbindung mit den DNA-
Gegenstrangen, die Abklingkurven der Fluoreszenzlebenszeitmessungen der Hybride
sowie samtliche erhaltenen Werte und deren Standardabweichungen sind in Tabellen
des Kapitels 8.8 aufgelistet. Im Folgenden wird kurz auf die Resultate eingegangen, die

in Abbildung 111 veranschaulicht sind.

ET-Effizienz E,, - Strangaustausch mit acpcPNA
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I
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DNA8 DNA9 DNA11 DNA12 11Rot-
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acpcPNA/DNA-Hybride

DNA8 DNA9 DNA11 DNA12 12Rot-
6m

Abbildung 111: Gegenuiberstellung der ET-Effizienzen der PNA/DNA-Heteroduplexe, die aus den

Fluoreszenzlebenszeiten berechnet wurden.
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Die ermittelten ET-Effizienzen liegen bei allen Paarungen mit TR-CN bei
hervorragenden 0.99. Dieser Wert bestatigt die auBergewdhnlich hohen Farbkontraste
der entsprechenden ET-Paare. Die blau-gelben Kombinationen besitzen eine
ET-Effizienz, die sich in einem Bereich von 0.75 bis 0.82 bewegt. Dies entspricht
ebenfalls den Ergebnissen, die im Rahmen von fkontrastunkorr. bereits diskutiert wurden.
Bemerkenswerterweise  wiesen  beide  Fluorophorkombinationen bei den
Homodimeren DNAS5Blau-1m+TR-cN  SOWie DNABSBlau-1m+Gelb-am N Kapitel 5.3 eine
Effizienz von 0.85 auf. Die unterschiedlichen Effizienzwerte im direkten Vergleich zu
den Hybriden beruht auf der unterschiedlichen Architektur der Helix, die sich aus
elnem Homo- oder Heteroduplex der beiden Nukleinsauren bildet. Die strukturellen
Gegebenheiten im PNA/DNA-Hybrid férdern den Energietransfer von Blau-1m und
TR-CN, drosseln ihn hingegen wenn man den Akzeptor durch Gelb-4m ersetzt. Ein
weiteres Mal bestatigt sich der groBe Einfluss der Helixstruktur auf die Orientierung
der Fluorophor-Ubergangsdipolmomente. Gleichzeitig liefert diese Tatsache ein
Beweis fur das entscheidende Zusammenspiel von struktureller Herkunft eines
Chromophors und dessen kovalent gebundener Nukleinsaure, zwei Parameter, die es

anwendungsspezifisch zu optimieren gilt.

Selbstverstandlich wurde erganzend zu den ET-Effizienzen dieses Forschungsprojektes
auch der Fluorophorabstand r bestimmt, der Forster-Radius Ro und der Quotienten r/Ro
berechnet. Die Einzelwerte sind in einer Ubersicht des Kapitels 8.8 zusammengefasst

und sollen hier nicht weiter besprochen werden.

AbschlieBend zu den Austauschprozessen stellte sich die Frage ob es moglich sei, einen
Strang eines 14mer DNA/DNA-Duplexes mithilfe einer PNA-Sequenz entsprechender
Lange zu ersetzen. Folglich wurde ein zusatzlicher Versuch vorgenommen, bei dem der
Strangaustausch am Homodimer DNA14-DNA11 durch Zugabe von PNA1 bewirkt
wurde. Die nachstehenden beiden Abbildungen zeigen die erfassten

spektroskopischen Daten dieses Austauschprozesses.
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Abbildung 112: Absorptionsspektren (links) und Emissionsspektren (rechts) des Strangaustausches von
DNA14-DNA11 nach Zugabe von PNAT.
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Abbildung 113: Zeitabhangige Anderungen der Fluoreszenzintensitit infolge des Strangaustausches von

DNA14-DNA11 nach Zugabe von PNAT1.

Ein Blick auf Abbildung 112 und Abbildung 113 verrat, dass die gestellte Frage

eindeutig mit ,ja" beantwortet werden kann. Aufgrund der hohen Tm-Differenzen

zwischen den PNA/DNA-Hybriden im Vergleich zu doppelstrangiger DNA erfolgte der

Austausch binnen kirzester Zeit und wurde durch den immensen Anstieg der TR-CN-

Emission signalisiert. Diese Messung bildete die Basis fiir die Invasionsexperimente, die

im folgenden Abschnitt der vorliegenden Dissertation prasentiert werden.



6.3 Duplex-Invasion mit “Click"-modifizierten acpcPNA-

Sonden

Will man verhindern, dass eine Zelle ein bestimmtes Protein synthetisiert, hat man
prinzipiell zweti verschiedene Strategien zur Auswahl. Bet der antisense-Strategie nutzt
man ein zur mMRNA komplementdres Oligonukleotid, um die Translation zu
unterbinden. Auf der anderen Seite besteht die Mdglichkeit, die Proteinbiosynthese
auf transkriptioneller Ebene zu stoppen (antigene strategy). In diesem Fall bindet ein
Oligonukleotid an die komplementare DNA-Sequenz innerhalb des geo6ffneten
Promotorkomplexes und verhindert so, dass die RNA-Polymerase die Transkription
initiieren kann (Abbildung 114). Sehr haufig handelt es sich bet den mRNA- oder DNA-

bindenden Oligonukleotiden um synthetisch veranderte Nukleinsaureanaloga.

RNA Pol Il il RNA Pol Il N~
//”%’/"%‘ (NS B "%r"'L //’\)[,/"\( ., K, "% !A\L
PNA

Abbildung 114: Illustration der antigenen Strategie. Links: Bei Abwesenheit der PNA bildet sich der offene
Promotorkomplex aus DNA, RNA-Polymerase und Transkriptionsfaktoren aus und die DNA wird zu mRNA
transkribiert. Rechts: Die komplementédre PNA bindet an die DNA im offenen Promotorkomplex. Infolgedessen

kann die RNA-Polymerase die Transkription der DNA nicht initiieren.267]

Seit Uber 20 Jahren stellt die PNA (peptide nucleic acid) ein wichtiges
Nukleinsaurederivat dar, das als chemisch biologisches Werkzeug eingesetzt wird. Zu
den ausschlaggebenden Eigenschaften der PNA zahlen vor allem die hohe Stabilitat
gegenliber abbauenden Enzymen wie Nukleasen und Proteasen. Diese Tatsache macht
die PNA fir diagnostische Forschungsbereiche besonders attraktiv.['%! Nielsen et al.
entwickelte die sogenannte aegPNA, welche zur Invasion in doppelstrangige DNA
fahig ist. Die aegPNA bindet auf unterschiedliche Art und Weisen mit dem DNA-

Duplex, sodass die entstehenden Komplexe verschiedenen Invasionsmodi zugeordnet
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werden konnen. Zu den haufigsten Invasionsarten zahlen vor allem die Triplex-,
Duplex- oder doppelte Duplexinvasion.[14>148.143.268] Da die sehr stark dazu neigt mit
sich selbst zu binden, Es wurden verschiedene synthetische Anderungen an der
aegPNA-Grundstruktur vorgenommen, welche die Selbstbindung unterdriicken und
zugleich  eine effiziente Duplexinvasion ermoglichen  sollten.02691  Zyr
Invasionssteigerung in B-DNA wurde die aegPNA mit karzinogenen Acridinresten
versehen, oder die Nukleobase Cytosin durch ,G-clamp*“Derivate ersetzt.[154156.270,271]
Mit der Absicht, umfangreiche oder biologisch schadigende Modifikationen zu
vermeiden, wurde die YPNA entwickelt, die bei langeren Sequenzen eine groBere
Affinitat zu DNA als zu sich selbst besitzt. Jedoch sind fur eine quantitative
Duplexinvasion mittels yPNA Inkubationszeiten von ca. 8 Stunden und 20 Aquivalente
an YPNA notwendig.?’? Zudem weist die yPNA eine ungeféhr gleich groBe Affinitat zu
komplementarer RNA als auch zu DNA auf, ein Nachteil, dem die Pyrollidinyl-PNA
(acpcPNA) nicht unterliegt. Dieses PNA-Derivat bildet keine Homoduplexe aus.
Uberdies hinaus weist sie eine groBe Spezifitait und Bindungsaffinitat zu
komplementarer DNA auf. Aufgrund dessen ist die acpcPNA zur Verwirklichung

antigener Forschungsvorhaben besonders gut geeignet.

Im Rahmen der Zusammenarbeit mit 7. Vilaivan et al galt es, die Invasionsfahigkeit

der acpcPNA in doppelstrangige DNA (dsDNA) zu untersuchen (Abbildung 115).

¢ G
N- \S\ -c

30mer dsDNA l 14mer PNA4 und PNA5

L35 ' T T T T T T T - 3

Invasionskomplex

Abbildung 115: Schematische Darstellung der doppelten Duplexinvasion von acpcPNA in dsDNA.
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Fir diesen Zweck sollten dsDNA-Strange synthetisiert werden, die eine Lange von
30 Basenpaaren besitzen und mit einem Fluoreszenzfarbstoff ausgestattet sind. Ebenso
wurden 14mere einfach modifizierter acpcPNA-Sonden sowie ein unmodifizierter
PNA-Strang hergestellt, sodass die Moglichkeit geschaffen wird, anhand eines
Energietransfers die doppelte Duplexinvasion zu beobachten. Die Fluorophore
Griin-2m / TR-CN und Blau-1m / Gelb-4m wurden als ET-Paare gewahlt, welche die
Invasion bei den Experimenten anzeigen sollten. Insgesamt wurden vier verschiedene
dsDNA 30mere entworfen, die sich entweder in dem verknipften Farbstoff (Blau-1m
oder TR-CN) oder der modifizierten Base unterscheiden (, click A" oder , click U"). Die
acpcPNA-Strange PNA3 und PNA4 tragen den Chromophor Gelb-4m bzw. Griin-2m
und sind komplementar zum mittleren Bereich der modifizierten 30mer-Sequenz. Eine
unmodifizierte PNA5 wurde anfangs als essentieller Bestandteil fiir die gewlinschte
Invasion angesehen und sollte zur Stabilisierung des offenen Nukleinsaurekomplexes

beitragen.

PNA-Strange:

PNA3 C—-  Lyss - AA-TAT-ATIA-AAG-AAA -N
PNA4 C-  Lyss -AA-TAT-AT A(:A;\G—AAA -N
PNA5 N—  TT-ATA-TAT-TTC-TTT-Lyss -C
PNAG6 C-  Lyss -CT-ACA-AT AT—?AA—GCA -N
o PNA

HN K

R = (ﬁ/ _ O PNA N
| 7 Ch

I@ i N\ 0 N

MN®\ MN@\
R = ' 3 RI = N
ﬁ&_)R—Ie NN <|<-)R—|@ )N
N N

\ \

Abbildung 116: Sequenzen von PNA3 bis PNA6 und die zur Modifikation verwendeten Farbstoffe.
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PNA6 wurde mit dem Fluorophor Blau-1m ausgestattet und dient in einem
Kontrollexperiment als nicht-komplementare PNA-Sequenz (non-sense). Die
verwendeten Sequenzen der acpcPNA-Strange und der dsDNA sind in Abbildung 116
bzw. Abbildung 117 gezeigt. In Kapitel 8.9, Abbildung 317 sind die

Nukleinsaureabfolgen der DNA-Einzelstrange gezeigt.

dsDNA-Stringe:

dsDNA 3~ GGC-TCC-TT-AA-TAT- ATA-AAG-AAA-TT-CCT-CGG -5’
5— CCG-AGG-AA-TT-ATA- ~TTC-TTT-AA-GGA-GCC -3

dsDNA15 —TQT— dsDNA16 —TAE—
dsDNA17 —TET— dsDNA18 -TAU-

NH, 0
DNA </N | SN DNA fi’i"
(@] N N/)RZ (6] N (0] R2
0 & 0 &
A = \)IN U= \iN
(0] N 0] N
3 ? 0
DNAO N DNA N
ZaiNid
"JJJ\/\N AN
> v El e S
R? = o Nen R®=" nNe
N\ m"’\/\(-a/
N7 s
°
dsDNA19 3-GGC-TCC-TT-5

5- CCG-AGG-AA-3

Abbildung 117: Sequenzen von dsDNA15 bis dsDNA19 und die zur Modifikation verwendeten Farbstoffe.

Alle Invasionsversuche wurden in An- bzw. Abwesenheit von NaCl (250mM)
durchgefiihrt. Die erfolgte Invasion wurde mithilfe des Kontrastfaktors fkontrast
(Gleichung 5.2) und dem Anstiegsfaktor fanstieg (Geichung 6.2) detektiert. Zu Beginn
wurde analog zu Kapitel 6.2 nach Zugabe von 1.0 Aquivalenten beider PNA-Strange
(PNA3 und PNA5 oder PNA4 und PNA5) die Zeit bis zur Einstellung des
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Gleichgewichtes auf Basis des Intensitdtsanstieges der Akzeptoremission bestimmt.
Alle Kombinationen erreichten nach ungefdhr 90 Minuten eine konstante
Fluoreszenzintensitat. Die nachfolgenden Titrationsexperimente gaben Aufschluss
Uber die maximal erreichbare Fluoreszenzintensitat und der daflir bendtigten Menge
an PNA. Es zeigte sich, dass bei dem ET-Paar Griin-2m / TR-CN nach einer Zugabe
von 1.5 und bei Blau-1m / Gelb-4m nach 3.0 Aquivalenten beider PNA die
Emissionsintensitat thren Maximalwert erreichte. Folglich wurden entsprechende PNA-
Zugaben bei den Invasionsexperimenten verwendet. Weiterhin sollte Uberprift
werden, ob die Invasion auch durch den Zusatz eines einzigen PNA-Stranges zu
bewerkstelligen sei. Diese Versuche wurden ausschlieBlich an dsDNA17-PNA4
vorgenommen. Im weiteren Verlauf dieses Kapitels werden die erhaltenen Resultate
beispielhalft an den Spektren von dsDNA17 nach Zugabe von PNA4-PNA5 ohne
NaCl-Zusatz gezeigt (Abbildung 118). Alle anderen Absorptions- und
Fluoreszenzspektren sowie die zeitlichen Entwicklungen der Emissionsintensitat sind in

Kapitel 8.9 aufgefihrt.

ohne NaCl ohne NaCl
dsDNA17 TR-CN dsDNA17

2.04

dsDNA17-PNA4-PNAS 9 dsDNA17-PNA4-PNAS5
1.54
TR-CN

< 5 61
< 1.0 5

0.5 31

0.0 T T 1 0 T T T 1

200 400 600 800 500 600 700 800
A [nm] A [nm]

Abbildung 118: Absorptionsspektren (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) des Invasionsexperimentes mit

dsDNA17-PNA4-PNAS5 (ohne NaCl).

Die griin-gefarbte Linie in Abbildung 118 (rechts) zeigt die Fluoreszenz des TR-CN-
modifizierten dsDNA17 an, der bei der fur Griin-4m spezifischen Wellenldnge von
420 nm angeregt wurde. Nachdem die beiden PNA-Strange (jeweils 1.5 eq) zugesetzt
wurden, gelangen Donor- und Akzeptorchromophor infolge der doppelten

Duplexinvasion in raumliche Nahe zueinander, sodass ein ET von Griin-4m auf TR-CN
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erfolgen kann. Wird nun bei 420 nm angeregt, steigt die Fluoreszenzintensitat von
TR-CN auf das 23.2-fache an (rote Kurve). Dabei wird ein Kontrastfaktor von 87
erreicht, der die erfolgte Duplexinvasion der acpcPNA-Sonden deutlich signalisiert. Die
nachfolgenden zwei Abbildungen stellen die ermittelten Anstiegs- bzw.
Kontrastfaktoren aller Kombinationen sowohl in An- als auch in Abwesenheit von NaCl

etnander gegentuber.

Anstiegsfaktor f 5, ieq

25 1 232
20.8 Emit NaCl @ ohne NaCl
19.6
20 -
18.1 17.4
16.6 -
14.6 14.4
15 - 133
f
10.0
10 -
5 4
1.8
176 0. : : : : [ ,
dsDNA15- dsDNA16- dsDNA17- dsDNA17-PNA4 dsDNA18- dsDNA17-PNA6
PNA3-PNA5 PNA3-PNA5 PNA4-PNA5 PNA4-PNA5 (non-sense)
Abbildung 119: Anstiegsfaktoren aller Kombinationen in An- und Abwesenheit von NaCl.
Kontrastfaktor f  rast
87.0
80 - .
Emit NaCl @ ohne NaCl
61.1
60 -
43.0
40 -
28.6
237 230
20 -
7.5 48 -
2.1 ,—l 14 : .
0 = I I I I 1 '
dsDNA15- dsDNA16- dsDNA17- dsDNA17-PNA4 dsDNA18- dsDNA17-PNA6
PNA3-PNA5 PNA3-PNA5 PNA4-PNA5 PNA4-PNA5 (non-sense)

Abbildung 120: Kontrastfaktoren aller Kombinationen in An- und Abwesenheit von NaCl.
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Im Hinblick auf die beiden Parameter fiontrast Und fansteg Wird die doppelte
Duplexinvasion bei NaCl-frelen Bedingungen anhand einer ausgepragteren
Intensitatszunahme sowie eines groBeren Farbkontrastes angezeigt. Die Werte des
fxontrast der Farbstoffpaarung Griin-4m / TR-CN sind um ein Vielfaches groBer als die
des ET-Paares Blau-1m / Gelb-4m. Vergleicht man diese Werte mit denen, die im
Rahmen der Strangaustauschexperimente (Kapitel 6.2) ermittelt wurden, so scheint die
Farbstoffanordnung bei den Invasionsversuchen unguinstiger zu sein. Zur Beobachtung
der Invasion wurde der Akzeptor Gelb-4m mit der PNA-Sonde verbunden, wahrend
die DNA mit dem Donormolekil Blau-1m versehen wurde. Im Falle des
Strangaustausches lag eine entgegengesetzte Verknipfung vor. Allgemein lasst sich
etne niedrigere Fluoreszenzintensitat bet Fluorophoren messen, die an acpcPNA
gebunden vorliegen,l'”? was hochstwahrscheinlich die Hauptursache fir den
geminderten Farbkontrast darstellt. Der Unterschied zwischen den Kontrastfaktoren
der Griin-4m / TR-CN-ET-Paare wird offensichtlich durch die Anknlpfung an die
verschiedenen Nukleotide (A vs. U) hervorgerufen. TR-CN besitzt wenn es an die Base
A gebunden vorliegt eine groBere maximal erreichbare Emissionsintensitat verglichen

mit der, die gemessen werden kann wenn es am Uridin befestigt wurde.

Zudem lieferten die erfolgten Invasionsexperimente den Beweis dafir, dass eine
Duplexinvasion mit nur einem einzigen PNA-Strang ebenso zu bewerkstelligen ist

(Abbildung 121).

dsDNA17
dsDNA17-PNA4-PNA5

94 dsDNA17-PNA4-PNA5
(ohne NaCl)
dsDNA17-PNA4
dsDNA17-PNA6

— 61 (non-sense)
=}
5,

3

0 . . . 3

400 500 600 700 800

A [nm]

Abbildung 121: Gegenuberstellung der erfassten Emissionsspektren von dsDNA17 mit beiden PNA bei An- und

Abwesenheit von NaCl, nach Zugabe von einem einzigen PNA-Strang sowie durch Zusatz der non-sense-PNAG6.
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Mit der Absicht, eine unspezifische Aggregation der acpcPNA mit dem DNA-
Doppelstrang auszuschlieBen, wurde die non-sense-PNA6 mit dem Donor Blau-1m
ausgestattet und zu dsDNA17 gegeben. Bei den berechneten Faktoren fkontrast und
fanstieg Werden nur minimale Werte erreicht, die mindestens um eine GréBenordnung
kleiner ausfallen als die der komplementaren Sonden. Abbildung 121 bekraftigt das
erhaltene Ergebnis in einem eindrucksvollen Vergleich der Resonanz von dsDNA17

auf die Anwesenheit der sense- bzw. non-sense-PNA.

Nachfolgend wurden die Energietransfer-Effizienzen der Invasionskomplexe anhand
der entsprechenden Fluoreszenzlebenszeiten bestimmt, wobei analog zu den ET-
Bestimmungen vorheriger Kapitel vorgegangen wurde. Die Abklingkurven,
Lebenszeiten, Effizienzen inklusive der Standardabweichungen sind in Kapitel 8.9
zusammengetragen. Die Effizienz blau-gelber ET-Paare liegt zwischen 66 % und 76 %.
Auch hier zeigt sich eine positive Auswirkung auf die Resultate, wenn unter salzfreien
Bedingungen gearbeitet wird. Die ET-Paarkombinationen mit den beiden
Fluorophoren Griin-4m und TR-CN bewirken einen bemerkenswert effizienten

Energietransfer mit Einzelwerten zwischen 93 % und 98 % (Abbildung 122).

ET-Effizienz E,, - Duplexinvasion mit acpcPNA

A

14 .
1 O ohne NaCl swsw I

ol |

l

04

dsDNA15-PNA3- dsDNA16-PNA3- dsDNA17-PNA4- dsDNA17-PNA4  dsDNA18-PNA4-
PNAS5 PNA5 PNA5 PNA5

acpcPNA/DNA-Invasionskomplex

Abbildung 122: Ermittelte ET-Effizienzen der Invasionskomplexe.

Dies ist ein besonders erfreuliches und zugleich aussagekraftiges Ergebnis. In Kapitel

6.2 wurde gezeigt, dass die Geometrie eines PNA/DNA-Hybrides zu signifikanten
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ET-Anderungen fithren kann. Die ET-Effizienzen des Paares Griin-4m / TR-CN
unterstitzen diese Beobachtung. Speziell diese Fluorophorkombination wies innerhalb
des DNA-Homodimers DNAS5 einen auffallend schlechten ET auf (Kapitel 5.3). Infolge
der aus acpcPNA und DNA formierten Hybridhelix wird die strukturelle Umgebung der
beiden Fluorophore derart abgewandelt, dass sie sich optimal zuetnander orientieren

kdnnen und somit ein enorm effizienter ET erfolgt.

Auf Basis der ET-Effizienzen kdnnen ebenfalls Angaben zur Invasionseffizienz gemacht
werden. Zu diesem Zweck wurden die Fluoreszenzlebenszeiten und daraus folgend die
ET-Effizienzen von Vergleichsduplexen bestimmt. Diese Referenzduplexe bestehen aus
dem jeweiligen verwendeten modifizierten PNA-Strang, der mit dem modifizierten
Einzelstrang aus den dsDNA-30meren hybridisiert wurde. Die erhaltene ET-Effizienz
eines Vergleichsduplexes wurde als 100 %-Wert gesetzt und mit der ET-Effizienz des
entsprechenden Invasionskomplexes verrechnet. Dabei wurde bet allen Kombinationen
mit einer Zugabe beider PNA-Stréange eine hervorragende Invasionseffizienz von 99 %
erzielt. Die Invasionseffizienz von 95 % konnte bei der einzeln zugegebenen PNA4
berechnet werden. Die entsprechenden Invasionseffizienzwerte sind einer Tabelle des

Kapitels 8.9 zu entnehmen.

30mer dsDNA - .
- Invasionskomplex

‘ mit Teq PNAs
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Abbildung 123: Représentative, normierte Kurven der Schmelztemperaturbestimmungen von dsDNA19
(8mer-Uberhang, schwarz), dsDNA16 allein (griin) sowie mit 1.0 eq PNA3 und PNA5 (blau) und des
Vergleichsduplexes DNA18-PNA3 (rosa). Diese Messungen erfolgten ohne NaCl-Zusatz.
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AbschlieBend wurden die Schmelztemperaturen (Tm) der dsDNAs, acpcPNA/DNA-
Heteroduplexe sowie deren DNA/DNA-Analoga in Gegenwart und Abwesenheit von
NaCl ermittelt (siehe Tabelle 26, Kapitel 8.9). Zudem wurden die
temperaturabhangigen Absorbanzanderungen der Invasionskomplexe bet einem 1:1-
Verhaltnis von PNA zu DNA aufgezeichnet, d. h., bet unvollstandiger Duplexinvasion.
Beispielhaft ist in Abbildung 123 die normierte Schmelzkurve von dsDNA16-PNA3-
PNA5 (ohne NaCl) dargestellt. Bei genauer Betrachtung des Verlaufes und anhand
eines direkten Vergleiches mit den Schmelzkurven des 8mer-Uberhanges (dsDNA19),
reiner dsDNA16 und des Vergleichsduplexes DNA18-PNA3 lassen sich die
entsprechenden Schmelzbereiche zuordnen. Dies erbringt den zusatzlichen Beweis fiir

eine stattfindende Duplexinvasion.



7.Zusammenfassung

Die erste Herausforderung dieser Arbeit beruhte auf der Synthese neuer
Fluoreszenzfarbstoffe, die eine erhdhte Photostabilitdt im Vergleich zu den bereits
etablierten Chromophoren CylQ, TO und TR aufweisen sollten. Die synthetische
Forschungsarbeit brachte 25 neu entwickelte Cyaninfarbstoffe hervor, von denen 22
das geforderte Kriterium erfillten. Die durchgefiihrten Untersuchungen deuteten auf
die Fluorophore mit ausgezeichneter Photostabilitat hin, wobei die Halbwertszeiten
bel Belichtung um das 20- bis 40-fache erhoht werden konnten. Eine geschickte
chemische Variation der Strukturen flhrte gleichzeitig zu enorm gesteigerten
fluoreszenten Eigenschaften der Chromophore, deren Emissionsfarben in Abbildung

124 gezeigt sind.
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Abbildung 124: Oben: Die Strukturen entsprechen einer Auswahl von vier Cyaninfarbstoffen, die im Zuge der

Arbeit synthetisiert wurden. Unten: Fluoreszenzfarben der 25 entwickelten Fluorophore, die im Verlauf der

Dissertation untersucht und einander gegeniibergestellt wurden.

Aus der Gegenuberstellung der verbesserten Fluoreszenzfarbstoffe gingen 11 Cyanine
hervor, welche die Basis der nachfolgenden Forschung bildeten und dabeti kovalent mit
DNA verbunden wurden. Anhand der postsynthetisch modifizierten Oligonukleotide
erfolgte die Kombination zu 19 Energietransferpaaren, deren spektroskopische
Eigenschaften genauer untersucht wurden. Infolgedessen ermoglichte die

Bestimmung von Fluoreszenzlebenszeiten einen Zugang zu den Energietransfer-
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Zusammenfassung

Effizienzen der gebildeten Paare und gestattete so die Auswahl geeigneter Donoren
und Akzeptoren fiir die Anwendungen im Rahmen der finalen Entwicklungsarbeit
(Abbildung 125).
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Abbildung 125: Links: Modell eines Energietransferpaares (Donor = griin und Akzeptor = rot), das mithilfe der
kupferkatalysierten ,Click-Reaktion postsynthetisch an DNA gebunden wurde. Rechts: Abklingkurve der

Fluoreszenzlebenszeitmessung des Donors in Anwesenheit des Akzeptors. Zeitskala = 0.027 ns/channel.

Im Zuge eines Kooperationsprojektes mit dem Deutschen Krebsforschungszentrum
wurden ,Molecular Beacon” (MB) zur parallelen Detektion von miRNA-21 und
miRNA-31 hergestellt (Abbildung 126). Das MB-Design erlaubte anhand von vier

verschiedenen Emissionsfarben auf die Gegenwart der Zielmolekiile ,zu antworten”.

Abbildung 126: Gezeigt sind die mikroskopischen Aufnahmen mit der Zelllinie Colo 206f in Verbindung mit MB3.



Zusammenfassung

Sowohl ein von KHYS (Karlsruhe House of Young Scientists) geférderter
Auslandsaufenthalt als auch die Zusammenarbeit mit T. Vilaivan der Chulalongkorn
Universitat in Bangkok erlaubten die kovalente Verknlpfung der entwickelten
Farbstoffe mit Pyrrolidinyl-PNA. Die hergestellten Nukleinsduresonden dienten zum
einen der Verfolgung und Untersuchung von Strangaustauschprozessen. Zum anderen
lieB sich auf Grundlage des effizienten Energietransfers zwischen den Cyaninen und
der herausragenden Eigenschaften von Pyrrolidinyl-PNA die Duplexinvasion in
doppelstrangige DNA bewerkstelligen. Dabei zeigten die modifizierten PNA-Sonden
eine bemerkenswert hohe Invasionseffizienz, wahrend die verbundenen Chromophore
die fluoreszenzspektroskopische Beobachtung der Duplexinvasion ermdoglichten
(Abbildung 127).

Abbildung 127: Illustration der Duplexinvasion von modifizierten Pyrrolidinyl-PNA-Sonden in

doppelstrangige DNA.

183



184



8.Experimenteller Teil

8.1 Verbrauchsmaterialien, Methoden und Gerate

Reagenzien und Lésungsmittel

Die fir die Synthese verwendeten Reagenzien wurden von den Firmen Sigma Aldrich,
TCl, ABCR, VIWR und Alfa Aesarbezogen. Die verwendete Qualitat war mindestens ,zur
Synthese”. Die verwendeten Ldsungsmittel zur Reaktionsdurchfiihrung hatten
mindestens die Qualitatsstufe p.A. (pro analysis). Bet Ansatzaufarbeitungen wurde
Diethylether mit technischer Qualitat verwendet. Trockene Losungsmittel wurden von
der Firma Acros Organics bezogen und unter Argon aufbewahrt. Fur die HPLC wurden
hochgereinigte organische Losungsmittel (LiChrosolv oder Hypersolv) sowie

entionisiertes Wasser aus einer Millipore-Entsalzungsanlage verwendet.

Schutzgas

Die Reaktionen wurden gegebenenfalls zum Luft- und Feuchtigkeitsausschluss unter

Argonatmosphare (SchweiBargon 5.0, 99.999% Reinheit) durchgefihrt.

Chromatographie

Diinnschichtchromatographie (DC)

Fur die Dunnschichtchromatographie wurden DC-Platten ALUGRAM Sil G/UV254
0,20 nm Kieselgel 60 mit Fluoreszensindikator 254 nm der Firma Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG verwendet. Die Detektion erfolgte im UV bet 254 nm oder 366 nm.
Die jeweils verwendeten Laufmittel wurden mit dem AR-Wert der entsprechenden

Verbindung angegeben.

Flash-Saulenchromatographie (FC)

Fur die durchgefiihrten Saulenchromatographien wurde Kieselgel Typ 60
(Korndurchmesser 0,040 bis 0,063 mm) der Firma Fluka (Silica gel 60) verwendet. Die
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zu reinigende Substanz wurde entweder in der mobilen Phase gelost oder auf Celite-

Filtermaterial aufgezogen.

NMR-Spektroskopie

Kernresonanzspektren wurden mit einem Bruker Avance 300, Avance 400, Avance 600
oder Avance DRX 500 am KIT, Institut fir Organische Chemie, in deuterierten
Losungsmitteln aufgezeichnet ('H bei 300, 400 oder 500 MHz, 3C bei 75, 100 oder
125 MHz). Die Probenmenge belief sich auf ca. 15 - 20 mg Substanz in 0.6 mL
Losungsmittel. Chemische Verschiebungen 6 sind in ppm angegeben und beziehen
sich auf Tetramethylsilan als Nullpunkt. Als Referenz diente das Signal des
unvollstandig deuterierten Losungsmittels ("H-NMR) bzw. das L&sungsmittelsignal

(13C-NMR):

CDCls: 'H-NMR: & = 7.26 ppm 13C-NMR: & = 77.16 ppm

DMSO-de:  'H-NMR: & = 2.50 ppm 13C-NMR: 6 = 39.52 ppm

Kopplungskonstanten /wurden in Hz angegeben. Zur Kennzeichnung der Multiplizitat
der 'H-Signale wurden folgende Abkirzungen verwendet: s (Singulett), d (Dublett),
t (Triplett), qi, (Quintett), dd (Dublett von Dublett), dt (Dublett von Triplett),
m (Multiplett).

Infrarotspektrometrie (IR)

Die Infrarotspektren wurden an einem FT-IR-Gerat IFS88 der Firma Bruker
aufgenommen. Flissigkeiten wurden als Film auf Kaliumbromid, Feststoffe im Drift-
Modus aufgenommen. Angegeben ist die Lage der Absorptionsbanden in
Wellenzahlen [cm™"]. Die Intensitaten wurden abgeschatzt und mit den Abklrzungen s

(strong), m (middle), w (weak)versehen.



Verbrauchsmaterialien, Methoden und Geréte

Massenspektrometrie (MS)

Massenspektren  wurden  durch die Betriebseinheit Zentrale  Analytik,
Massenspektrometrie am KIT, Institut fir Organische Chemie gemessen. Die

Spektrometer werden nachfolgend kurz zusammengefasst:
o FAB: Finnigan MAT 95 im positiven lonisierungsmode.

o MALDI: Biflex-IV Spektrometer von Bruker Daltonics im linear negativen Mode
(Matrix: 2:1 Mischung aus 2,4,6-Trihydroxyacetophenon (0.3 M in EtOH) und
Diammoniumcitrat (0.1 M in H20). Matrix fir PNA: gesattigte a-Cyano-4-
hydroxyzimtsaure (CCA) —Losung mit H,O:Acetonitril (1:1) + 0.1 % TFA).

o Nano-ESI-Messungen der primaren Photoprodukte wurden an einem L7Q
Orbitrap XL Massenspektrometer mit enthaltener Electrospray lon Source (ES])

der Firma 7Thermo Fisher.

Optische Spektroskopie

Alle Messungen erfolgten, soweit nicht anders angegeben, in 1.4 mL-
Quarzglaskuvetten der Firma Starna mit einer Schichtdicke von 1 cm, bei 20 °C in NaP;
Pufferlosung (10 mM, pH = 7) in An- oder Abwesenheit von 250 mM NaCl. Fiir die
Messungen wurden hochgereinigte organische Losungsmittel (LiChrosoly,
UV-Spectrosolv) bzw. entionisiertes Wasser aus einer Millipore-Entsalzungsanlage

verwendet.

UV/Vis-Absorptionsmessungen

Die  UV/Vis-Absorptionsspektren ~ wurden in  einem Cary 100 Bio
Absorptionsspektrometer der Firma Varian mit temperiertem Kivettenhalter
aufgezeichnet. Die Spektren wurden gegen die UV/Vis-Absorbanz des Losungsmittels
hintergrundkorrigiert. Folgende Einstellungen wurden vorgenommen: SBW: 2.0 nm,
Mittlere Zeit 0.1 s, Dateninterval 1.0, Wechsel der Lichtquelle von der Deuteriumlampe

zur Wolframlampe bei 350 bzw. 370 nm.
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Fluoreszenzmessungen

Die Fluoreszenzmessungen wurden an einem Fluoromax-3 Fluorimeter von Jobin-Yvon
mit einem  Peltier-Element  LFI-3751 von  Wavelength  Electronics  zur
Temperatursteuerung durchgefihrt. Die Messungen erfolgten mit einer Toleranz von
0.1 °C. Die Spektren wurden gegen die Ramanstreuung des Ldsungsmittels
hintergrundkorrigiert. Folgende Messparameter wurden verwendet: /ncrement: 7.0 nm,

Increment time: 0.2 s, Integration time 0.1 s.

Fluoreszenzlebenszeiten

Die Fluoreszenzlebenszeiten wurden an einem Horiba Scientific FluoroMax-4
Spektrofluorometer anhand time-correlated single photon counting (TCSPC) Technik
mit Nanoleds als Anregungsquelle bet 370 nm oder 455 nm (Horiba, impulse
repetition rate of 1 MHz, time calibration = 2.74F-11 sec/channel) durchgefiihrt. Die
Fluoreszenzlebenszeiten wurden mit DAS6 v 6.8 decay analysis software von Horiba

ausgewertet.

Quantenausbeuten

Quantenausbeuten wurden am Quantaurus QY C71347in 5 mL-Quarzglaskivetten der

Firma Hamamatsu bestimmt.

Theoretische Berechnungen

Die theoretischen Berechnungen des Molekularen Modeling wurden anhand der
Software HyperChem &8 der Firma Hypercube und Geometrie-Optimierung mit
Kraftfeld-Kalkulationen (CHARMM oder MM+) vorgenommen.



8.2 Oligonukleotidsynthese

DNA-Festphasensynthese (Standard Basen)

Die DNA-Festphasensynthese von modifizierten Oligonukleotiden erfolgte an einem
PerSeptive Expedite 8909 Nucleic Acid Synthesizer Syntheseautomaten von Applied
Biosystems. Als Trager dienten CPGs mit 1 pmol Belegung (500 A). Das Gerat wurde
mit Argon (SchweiBargon 5.0, 99.999% Reinheit) als Schutzgas betrieben. Die
benodtigten Reagenzien, CPG-Saulen und Phosphoramidite wurden von den Firmen

Glen Research und Proligo bezogen.

Kupplungsprotokolle

Der Syntheseautomat fordert die Reagenzien aus ihren Reservoirs in Pulsen zu je 16 pL
durch die ReaktionsgefaBe. Die Kupplungsprotokolle bestehen aus den synthetischen
Einzelschritten und definieren unter anderem die geférderten Reagenzien, die Puls-
Anzahl und den zeitlichen Rahmen jedes Schrittes. Dabel gibt eine Zeit von 0 s das
schnellstmogliche Durchlaufen des Einzelschritts an. Die dabei verwendeten

Reagenzien sind im Folgenden aufgefihrt:

Dblk: 3% Dichloressigsaure in CH2Cl>
Wsh: Acetonitril

Act: 0.45 mol/L Tetrazol in Acetonitril
Cap A: Acetanhydrid in THF / Pyridin
Cap B: N-Methylimidazol in THF / Pyridin
Ox: lod in H20 / THF / Pyridin

Die kommerziell erhéltlichen Phosphoramidite der natirlichen DNA-Basen werden in
trockenem Acetonitril gelost und zu einer finalen Konzentration von 0.067 mol/L
gebracht. Der Einbau unveranderter Basen in Oligonukleotide nach einem
Standardsyntheseprotokoll (Tabelle 9). Die 5'-terminale DMTr-Schutzgruppe kann

wahlweise abgespalten werden (DMTr-on / -off).

Die Phosphoramidite 2’-O-Propargyl-Adenosin (clickA) und 2°-O-Propargyl-Uridin

(clickU) wurden von ChemGenes bezogen.
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Codierung Funktion Modus I\/’I:?ggr Z/i\l:g[;]
$ 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

Tabelle 9: Standardprotokoll fir die Kupplung der natirlichen Basen. Exemplarisch an dA (Phosphoramidit)
gezeigt.

Aufarbeitung der DNA (Standard Basen)

Nach der DNA-Synthese wurden die CPG-Saulen am Hochvakuum getrocknet. Zur
Abspaltung der DNA von der festen Phase und zugleich werden Schutzgruppen von
den Basenseitenketten abgespalten. Die Saulen werden gedéffnet und das CPG in ein
MikroreaktionsgefaB Uberfihrt. Nach Zugabe von ca. 700 pL 25 %iger
Ammoniaklésung (> 25%, trace select, Fluka) wird grindlich gemischt und ca. 16 h bet
55 °C erwarmt. AnschlieBend wird auf RT abgekiihlt und der Ammoniak im Vakuum
(Vakuumkonzentrator Christ Alpha RVC) bei ca. 34 °C innerhalb von 70 min abgezogen.

Danach wird verbliebenes Wasser abgenommen du der Rickstand 2-3 Mal mit
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200 - 300 pL HPLC-reinem Wasser gewaschen und mittels Zentrifugen-Filter vom
CPG-Granulat separiert. Die vereinigten Waschlosungen werden im Vakuum

(Vakuumkonzentrator Christ Alpha RVC) zur Trockene eingeengt.

Post-synthetische , Click“”-Modifikation von Oligonukleotiden (mit

einem Fluorophor - ,single label”)

Die zu modifizierenden Oligonukleotid-Riickstande wurden in 50 — 100 yL Wasser

suspendiert und mit folgenden Lésungen versetzt und griindlich gemischt.

o 25 pL (20 pmol) Natriumascorbat-Losung (400 mmol/L in H>0)
o 34 pL Tris-[(1-Benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-methyl]Jamin

(0.1 mmol/L in DMSO / t-BuOH =3: 1)
o 114 pL (1.14 umol) Azid (10 mM in DMSO / t-BuOH 3:1)
o 17 pL (1.7 umol) Tetrakis(acetonitril)kupfer(l)-hexafluorophosphat-L&sung

(100 mM in DMSO / t-BuOH 3:1)
o 35 pL Acetonitril
Die Reaktionsmischung wurde 1.5 h bet 60 °C erwarmt, und im 30 min-Rhythmus
erneut gemischt. Nachdem die Reaktionsmischung auf RT abgekihlt war, wurden
150 pyL Na2EDTA (40 mmol/L in Wasser), 450 pyL Natriumacetat (300 mmol/L in Wasser)
und 13 mL EtOH (100%) zugegeben, gemischt und fir 18 h bei -20 °C aufbewahrt. Im
Anschluss wurde die ausgefallene modifizierte DNA 10 min bei 4000 rpm zentrifugiert.
Der erhaltene Rickstand wurde in 250 pL Wasser geldst und zur HPLC-Reinigung

verwendet.

Reinigung mittels semi-praparativer HPLC

Die Oligonukleotide wurden Uber reversed phase HPLC an einer Varian ProStar Anlage
(Autosampler 410, zwei Pumpeneinheiten 210, UV/Vis Detektor 325, Steuersoftware
Galaxy) oder einer Shimadzu 10 HPLC (online-Entgaser, Pumpe LC-10AT, Injektor
SIL-10AD, Diodenarraydetektor SPD-M10A, Steuereinheit SCL-10A, Steuersoftware
Class-VP). Fur die analytische Chromatographie wurde eine Supelcosi/ LC-318-Saule
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(250 x 4.6 mm) verwendet. (Semi-)Praparative Trennungen erfolgten Uber eine

Supelcosil LC-318-Saule (250 x 10 mm, 5 um).

Eluens A: 50 mM Ammoniumacetat-Puffer (pH = 6.5)
Eluens B: Acetonitril

FluB: 1.0 mL/min bzw. 2.5 mL/min flr semi-praparative Trennungen

Die Detektionswellenlange, die Temperatur des Saulenofens sowie der Methoden-
Gradient waren vom gebundenen Fluorophor (12 verschiedene) und der Natur des
Oligonukleotides abhdngig (Sequenzlange variierte stark, zweifach markierte

,Molecular Beacon” oder ,single labeled probe” usw.).

Bei der semi-praparativen Trennung wurde fraktionsweise das Produkt gesammelt, die
Fraktionen auf Produkt-Nukleotid mittels MALDI-Masse Uberprift. Die
produktenthaltenden  Fraktionen  wurden  vereinigt und im  Vakuum

(Vakuumkonzentrator Christ Alpha RVC) zur Trockene eingeengt.

Charakterisierung durch Massenspektrometrie

MALDI-Massenspektren von Oligonukleotiden wurden am KIT, Institut fir Organische
Chemie an einem Biflex-1V Spektrometer von Bruker Daltonics im linear negativen
Modus aufgenommen. Als Matrix diente entweder eine 2:1 Mischung aus
2,4,6-Trihydroxyacetophenon (0.3 mol/L in EtOH) und Diammoniumcitrat (0.1 mol/L in
Wasser) oder 3- Hydroxypicolinsaure (3-HPA, ges. Losung in 50 % Acetonitril) und

Diammoniumcitrat (0.1 mol/L in Wasser) im Volumenverhaltnis 9:1.

Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der DNA-Stammlosungen wurde durch Messung der optischen
Dichte bel Aaps. = 260 nm und Anwendung des Lambert-Beer-Gesetz bestimmt. Die
entsprechenden  Absorptionsmessungen  wurden  an  einem ND-7000

Spectrophotometer der Firma NanoDrop im Nukleinsaure-Modus vorgenommen.
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Unmodifizierte Oligonukleotide

Unmodifizierte Oligonukleotide wurden vollstandig gereinigt und charakterisiert von
Metabion erhalten. Vor Verwendung wurden sie in HPLC-reinem H.O (Millipore-

Entsalzungsanlage) geldst und thre Konzentration wie oben beschrieben bestimmt.

Hybridisierung

Wenn zu Hybridisierungsbedingungen in den einzelnen Abschnitten keine weiteren
Angaben gemacht sind, dann wurden die jeweiligen Einzelstrange im Verhaltnis 1:1 in
10 mM Natriumphosphatpuffer (NaP;) und 250 mM NaCl, bei pH 7 fiir 10 min auf 90 °C

erhitzt und anschlieBend langsam auf Raumtemperatur abkihlen gelassen.

Schmelztemperaturmessungen

Die Schmelztemperaturen von Oligonukleotiden wurden am Cary 700 Bio UV/Vis-
Absorptionsspektrometer der Firma Varian gemessen. Je nach Anwendungsbedarf (vgl.
hochschmelzende PNA) wurden die Messdaten in einem Temperaturbereich von 5 °C
bis 95 °C aufgezeichnet. Die Start- und End-Temperatur wurden jeweils 10 min
gehalten. Die Datensammelrate lag anwendungsbedingt zwischen 0.3 °C bzw. 0.5 °C-
Schritten, wobet Heizraten von 0.3 bis 0.7 °C/min verwendet wurden. Die Auswertung
der Schmelzkurve mit sigmoidalem Fit lieferte anhand des Wendepunktes (Maximum

der Ableitung) die Schmelztemperatur des Oligonukleotides.

Oligonukleotid-Synthese mit wltramild bases und

ultramilden Abspaltungsbedingungen

Fir die DNA-Synthese der ,Molecular Beacons”zur Detektion von miRNA (Kapitel 6.1)

wurde aufgrund der Basenlabilitdit der zweifach markierten MB-Strange zur
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Oligonukleotid-Synthese die , ultramild bases”verwendet. Die bendtigten Reagenzien
und CPG-Saulen wurden von Glen Research, die Phosphoramidite von 2"- O-Propargyl-
Adenosin (clickA) und 2'-O-Propargyl-Uridin (clickU) wurden von ChemGenes
bezogen. Zur DNA-Synthese wurden die Standardprotokolle fiir die Kupplung der

naturlichen Basen des Einbaus von 2'- O-Propargyl-Uridins oder —~Adenosin verwendet.

,»Click”-Reaktion — an der festen Phase (,on bead” [ ultramild bases)

Die , Click"Reaktion zur zweifachen Modifizierung von Oligonukleotiden wurde an der

festen Phase vorgenommen. Dazu wurden folgende Losungen gemischt:

Reaktionslosung:

o 50 pL (20 pmol) Natriumascorbat-Losung (400 mM in H-0)

o 130 pL Acetonitril

o 228 pL (2.28 pmol) Azid (10 mM in DMSO / t-BuOH 3:1)

o 34 pL (3.4 umol) Tetrakis(acetonitril)kupfer(l)-hexafluorophosphat-L&sung
(100 mM in DMSO / t-BuOH 3:1)

Dies ergibt 442 ul Reaktionslosung, die mithilfe der Spritzen gleichmaBig tber das CPG
verteilt wurde. AnschlieBend wird die Mischung 1.5 h bei 60 °C erwarmt. Dabei wurde
jeweils nach 30 min die Losung vorsichtig durch die Saule gepumpt. Im Anschluss
daran wurde nach Abkulhlen die Reaktionsldsung entfernt, und die feste Phase mit
einer Abfolge von verschiedenen Losungsmitteln gewaschen. Es wurden jeweils 3 mL
des Losungsmittels verwendet. Acetonitril, Wasser, Na2EDTA-Lsg. (ungefahr 130 mg in
9 mL Wasser), Wasser, Ethanol und abschlieBend Acetonitril bis keine Farbung der
Waschlosung mehr zu erkennen war. Die Saulen wurden kurz im Hochvakuum
(Christ Alpha 7-2 LD Plus) getrocknet, in den Synthesizer eigesetzt und dort weitere
dret bis finfmal mit Acetonitril (Wash A) gespult. Dann wurde der 2. Teil der MB-

Sequenz synthetisiert.

Abspaltung und Aufarbeitung (ultramild bases)

Nach der zweifachen ,Click”-Modifikation der DNA wurden die CPG-Saulen im
Hochvakuum (Christ Alpha 71-2 LD Plus) getrocknet, und das CPG-Pulver in
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MikroreaktionsgefaBe Uberflhrt. Zur Abspaltung der DNA von der festen Phase wurde
1 mL 0.05 mol/L methanolische Kaliumcarbonat-Losung zugegeben und Uber Nacht
bet RT geschittelt. Als erstes wird das Methanol in einem separaten
MikroreaktionsgefaB gesammelt. Nach Zugabe von 5.9 ul Essigsaure wurde griindlich
gemischt und die DNA fiel aus. Die methanolische Phase wurde 1 h bei 340 mbar und
40 °C (Vakuumkonzentrator Christ Alpha RVC) entfernt. wurde das CPG ebenfalls mit
1 uL Essigsaure versetzt und dreimal mit je 200 yL HPLC-reinem Wasser gewaschen.
Dieses wurde mit dem Riickstand der methanolischen Lésung vereinigt und tber Nacht
im Vakuumkonzentrator bei RT und einem Druck von 0.1 mbar getrocknet. Zur
Aufreinigung der markierten DNA-Strange wurden die Riickstande in 200 bis 300 pL
Wasser aufgenommen, Uber Zentrifugenfilter von restlichem CPG befreit und

anschlieBend mittels reversed phase HPLC getrennt.

Reinigung mittels semi-praparativer HPLC

Die Oligonukleotide wurden Uber reversed phase HPLC an einer Varian ProStar Anlage
(Autosampler 410, zwet Pumpeneinheiten 210, UV/Vis Detektor 325, Steuersoftware
Galaxy) oder einer Shimadzu 10 HPLC (online-Entgaser, Pumpe LC-10AT, Injektor
SIL-10AD, Diodenarraydetektor SPD-M10A, Steuereinheit SCL-10A, Steuersoftware
Class-VP). Fur die analytische Chromatographie wurde eine Supelcosi/ LC-318-Saule
(250 x 4.6 mm) verwendet. (Semi-)Praparative Trennungen erfolgten Uber eine

Supelcosil LC-318-Saule (250 x 10 mm, 5 um).

Eluens A: 50 mM Ammoniumacetat-Puffer (pH = 6.5)
Eluens B: Acetonitril

FluB: 1.0 mL/min bzw. 2.5 mL/min fir semi-praparative Trennungen

Die Detektionswellenlange, die Temperatur des Saulenofens sowie der Methoden-
Gradient waren vom gebundenen Fluorophor (12 verschiedene) und der Natur des
Oligonukleotids abhangig (Sequenzlange variierte stark, zweifach markierte , Molecular

Beacon”oder ,single labeled probe” usw.).

Bei der semi-praparativen Trennung wurde fraktionsweise das Produkt gesammelt, die

Fraktionen auf Produkt-Nukleotid mittels MALDI-Masse Uberprift. Die

195



196

Oligonukleotidsynthese

produktenthaltenden  Fraktionen  wurden  vereinigt und im  Vakuum

(Vakuumkonzentrator Christ Alpha RVC) zur Trockene eingeengt.

acpcPNA-Synthese und “Click”-Modifikation von PNA an der

festen Phase

Synthese von acpcPNA

Die APC-modifizierte acpcPNA wurde an Tentagel S-RAM Harz aus den jeweiligen
Fmoc-geschitzten Monomeren manuell synthetisiert. Die AnsatzgroBen lagen in
einem Bereich von 0.25 pmol bis 0.5 pmol. Die einzelnen Syntheseschritte erfolgten
nach bereits publiziertem!(63265 und etabliertem Verlauf, von Entschiitzung, Kupplung,
Capping. Der C-Terminus aller hergestellten und verwendeten PNA-Strange trug flinf
Mal den Aminosaurerest von Lysin. Lysin-Reste fordern die Loslichkeit von PNA in
Wasser und erhohen die Zellpermeabilitat. Nach erfolgter Synthese wurde die
N-terminale Fmoc-Schutzgruppe entfernt, und die freie Aminofunktion wurde
acetyliert. Die Trifluoracetyl-Schutzgruppe des APC-Spacers sowie die Seitenketten der
Nukleobasen wurden mit einer Ammoniak-Dioxan-Mischung (1:1) bet 60 °Cin ca. 16 h

entschitzt.

Reduktive Alkylierung des APC-Spacers 1"

Die entschitzte APC-modifizierte acpcPNA (bei 0.5 pumol acpcPNA an der Harzphase)
wurde mit dem Aldehyd (4-Pentin-1-al, 15 umol, 30 Aquivalente) in Anwesenheit von
NaBH3CN (30 umol, 60 Aquivalente) und konzentrierter Essigsdure (30 pmol,
60 Aquivalente) in 100 pL Methanol versetzt, und die Reaktion (ber Nacht bei RT
belassen. Danach wurde das Harz mit Methanol gewaschen und unter einem N2-Strom

getrocknet.



Oligonukleotidsynthese

.. Click”-Reaktion von acpcPNA an der festen Phase

Die ,Click”-Reaktion zur Modifikation der acpcPNA am APC-Spacer wurde an der

festen Phase vorgenommen. Dazu wurden folgende Losungen gemischt:

Reaktionslosung:

o 37.5 pL Natriumascorbat-Losung (400 mmol/L in H20)

o 57 pL Tris-[(1-Benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)-methylJamin
(0.1 mmol/L in DMSO / t-BUuOH =3: 1)

o 95 uL Acetonitril

o 171 uL Azid (10 mM in DMSO / t-BuOH 3:1)

o 25.5 pL Tetrakis(acetonitril)kupfer(l)-hexafluorophosphat-Lésung (100 mM in
DMSO / t-BuOH 3:1)

Diese Losungen wurden griindlich gemischt und zum Tranken von 0.5 pmol PNA (am
Harz) verwendet. Diese Reaktionsmischung 3 h bei 60 °C belassen. Dabei wurde jeweils
nach 30 min die Losung vorsichtig durch die Saule gepumpt. Im Anschluss wurde nach
Abkihlen die Reaktionslosung entfernt, und die feste Phase drei Mal mit Acetonitril
und drei Mal mit Methanol gewaschen und unter einem N2-Strom getrocknet. Danach
wurde dret Mal mit je 500 pL Trifluoressigsaure die modifizierte acpcPNA vom Harz
abgespalten, die Trifluoressigsaure-Losungen vereinigt und unter einem N2-Strom zur
Trockene eingeengt. Der erhaltene Rickstand zwet bis dret Mal mit Diethylether
gewaschen und erneut getrocknet. Das so erhaltene Rohprodukt der modifizierten
acpcPNA wurde in 250 pyL Wasser aufgenommen und zur Reinigung mittels HPLC

verwendet.

Reinigung von modifizierter PNA mittels semi-praparativer HPLC

Die Oligonukleotide wurden Uber reversed phase HPLC an einer Shimadzu 10 HPLC
(online-Entgaser, Pumpe LC-10AT, Injektor SIL-10AD, Dioden Array Detektor
SPD-M10A, Steuereinheit SCL-10A, Steuersoftware Class-VP). Fir die analytische

Chromatographie wurde eine Supelcosil LC-318-Saule (250 x 4.6 mm) verwendet.
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Oligonukleotidsynthese

(Semi-)Praparative Trennungen erfolgten Uber eine Supelcosi LC-318-Saule

(250 x 10 mm, 5 pm).

Eluens A: 0.1%ige Trifluoressigsdure in Wasser
Eluens B: 0.1%ige Trifluoressigsaure in Methanol

FluB: 0.8 mL/min bzw. 2.0 mL/min flir semi-praparative Trennungen

Die Trennungen erfolgten bei Raumtemperatur, UV/Vis Detektion bei 260 nm, 385 nm
fir PNA1, PNA2 und PNA6, 260 nm, 506 nm fur PNA3, 260 nm, 459 nm fir PNA4 und
260 nm fir PNAS.

Folgender Gradient wurde fiir die Trennungen verwendet:

Zeit [min] Anteil an Eluens B [%]
0 20
5 20
60 70
80 70
85 90
90 90
91 20
105 20

Tabelle 10: HPLC-Gradient der semi-praparativen Reinigung modifizierter acpcPNA.

Es wurde fraktionsweise das Produkt gesammelt, die Fraktionen auf Produkt-Nukleotid
mittels MALDI-Masse Uberprift. Die produktenthaltenden Fraktionen wurden vereinigt

und im Vakuum (Vakuumkonzentrator Christ Alpha RVC) zur Trockene eingeengt.



8.3 Synthesevorschriften

Cyanid-modifizierte Cyaninfarbstoffe

NC._~ NC._~ | NC_~
@ ®
e e 0
TR-CN Rot-1 TO-CN

Abbildung 128: Strukturen der Cyanid-modifizierten Cyaninfarbstoffe TR-CN, Rot-1 und TO-CN.
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Styryl-Farbstoffe mit gelber Fluoreszenzfarbe

CylQ Gelb-3 Gelb-4

Gelb-1m Gelb-2 Gelb-4m

Abbildung 129: Strukturen der Cyanin-Styryl-Farbstoffe CylQ, Gelb-1m, Gelb-2, Gelb-3, Gelb-4 und Gelb-4m.



Synthesevorschriften

Styryl-Farbstoffe mit blauer und griiner Fluoreszenzfarbe
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Griin-4 Griin-4m Griin-3m

Abbildung 130: Strukturen der Cyanin-Styryl-Farbstoffe Blau-1m, Griin-1, Griin-1m, Griin-2, Griin-2m, Griin-3,

Griin-3m, Griin-4 und Griin-4m.



Synthesevorschriften

Styryl-Farbstoffe mit roter Fluoreszenzfarbe

Rot-4m

Rot-3e Rot-5m
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Rot-4
(e O
@
0
P N
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OH
Rot-5 Rot-2e
Rot-6 Rot-7m

Abbildung 131: Strukturen der Cyanin-Styryl-Farbstoffe Rot-2e, Rot-3e, Rot-4, Rot-4m, Rot-5, Rot-5m, Rot-6,
Rot-6m und Rot-7m.
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Synthesevorschriften

Indol-Aldehyde fiir Styryl-Farbstoffe
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Abbildung 132: Strukturen der Indol-Aldehyde fiir die Cyanin-Styryl-Farbstoffe.



Synthesevorschriften

Chinolinium- und Pyridinium-Derivate fiir Styryl-Farbstoffe

OH OH OH
34 22 35
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Abbildung 133: Strukturen der Chinolinium- und Pyridinium-Derivate fir die Cyanin-Styryl-Farbstoffe.

TO und TR:

TO TR

Abbildung 134: Strukturen der Cyaninfarbstoffe TO und TR.



Synthesevorschriften

Ubersicht der Styryl-Fluorophore und deren Edukte

Gesamt- Gesamt-
Chinolinium-
Ausbeute Ausbeute
Farbstoff oder Pyridinum- Aldehyd
bis zur OH- bis zum
Derivat
Stufe Azid
TR-CN Edukte siehe Abbildung 24 36 %* 31 %
Rot-1 Edukte siehe Abbildung 25 40 %* -
Rot-2e 22 23 40 % -
Rot-3e 85 % 57 %
Rot-4 16 83 % -
Rot-4m 17 70 % 44 %
Rot-5 15 24 64 % -
Rot-5m 25 63 % 33%
Rot-6 26 73 % -
Rot-6m 27 77 % 58 %
Rot-7m 29 90 % -
Blau-Tm 31 32 69 % 54 %
= Gran-1 ) 16 67 % i
Grin-1m 17 59 % 32%
Grin-2 31 16 61 % -
Grin-2m 17 61 % 49 %
Grin-3 34 26 77 % -
Grin-3m 27 71 % 31 %
Grin-4 31 26 86 % -
Grin-4m 27 69 % -
CylQ 59 16 58 % 27 %
Gelb-Tm 17 41 % 26 %
Gelb-2 35 41 % -
Gelb-3 37 16 31 % -
Gelb-4 39 40 % -
Gelb-4m 17 35% 19 %

Tabelle 11: Ubersicht zu den neuen Styryl-Farbstoffen. Die Struktur beider Edukte fiir ein Fluorophor

sowie die Gesamtausbeute Uber alle Synthesestufen bis zum Cyaninfarbstoff (OH-Stufe) und, soweit

durchgefiihrt, die Gesamtausbeute Uber alle Synthesestufen bis zum Azid des Fluoreszenzfarbstoffes.
Anmerkung: * Hier existiert keine OH-Stufe, deshalb ist Gesamtausbeute auf die lodid-Spezies

berechnet worden. Die Edukte und Ausbeuten von TO, TO-CN und TR sind hier nicht aufgefiihrt.



Synthesevorschriften

(E)-2-(Benzo[d]thiazol-2-yl)-3-(phenylamino)acrylonitril

NG
ch
’

N” S

10

Unter Argonatmosphdre wurde eine Mischung aus Benzothiazol-2-acetonitril (9,
1.74g, 10.0 mmol), N,N’-Diphenylformamidin (2.16 g, 11.0 mmol) und
Triethylorthoformiat (1.48 g, 1.65 mL, 10.0 mmol) in 20 mL Ethanol 3 h in der Siedehitze
gerthrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde bet 50 °C unter vermindertem
Druck das Losungsmittel entfernt, und der erhaltene Rickstand in 25 mL Essigester und
10 mL Hexan suspendiert. Die so gewonnene Ausfallung wurde gesammelt und dret
Mal mit Hexan gewaschen. Trocknung des Niederschlages unter vermindertem Druck

ergab das Produkt als hellgelben Feststoff (84 %).

DC (Dichlormethan : 2-Propanol = 19: 1): R = 0.81.

IR (DRIFT): © (cm™) = 3053 (w), 2199 (s), 1635 (s), 1325 (m), 1305 (m).

TH-NMR (400 MHz;, DMSO-de):

S (ppm) =719 (t, /= 7.4, 1H), 740 — 7.46 (m, 3H), 7.51 = 7.58 (m, 3H), 8.03 — 8.17 (m,
2H), 8.63 (d, /= 13.1, 1H), 12.09 (d, /= 13.1, TH).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

S (ppm) = 77.0,117.3,119.5, 121.5, 122.0, 124.7, 124.8, 126.6, 129.7, 131.6, 138.8, 146.3,

152.7, 164.6.

MS (FAB) m/z (%): 278 (100) [M*].
HR-MS (FAB) m/z: berechnet fir C16H12N3S [M*]: 278.0752, gefunden: 278.0750.
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Synthesevorschriften
(E)- N-(2-(Benzo[d]thiazol-2-yl)-2-cyanovinyl)- N-phenylacetamid
e
)J\N
N7 s
SR

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 10 (2.22 g, 8.00 mmol) und
Essigsaureanhydrid (27.0 g, 25.0 mL, 264 mmol) 19 h bei 139 °C geruhrt. Nach Abkihlen
auf Raumtemperatur wurde die Mischung auf 100 g Eis gegossen und die wassrige
Phase dret Mal mit jeweils 100 mL Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit 100 mL gesattigter NaHCO3-L6sung gewaschen, tber NaxSO4
getrocknet und das Losungsmittel bei 50 °C unter vermindertem Druck entfernt.
AnschlieBend wurde das Rohprodukt in 125 mL Wasser suspendiert und das
Losungsmittel erneut bet 50 °C unter vermindertem Druck entfernt. Im Rohprodukt
enthaltenes Wasser wurde im Anschluss mit ca. 30 mL Ethanol (100%) bei 50 °C
koevaporiert. Nach Suspendieren des erhaltenen Ruickstandes in 10 mL Essigester,
wurde mit 150 mL Hexan verdunnt, der gewonnene Niederschlag gesammelt und dret
Mal mit Hexan gewaschen. Das Produkt wurde nach Trocknung unter vermindertem

Druck als brauner Feststoff erhalten (87 %).
DC (Dichlormethan : 2-Propanol = 19: 1): R = 0.71.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3054 (w), 2214 (s), 1716 (s), 1603 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):
d (ppm) = 2.03 (s, 2H), 7.36 = 7.45 (m, 1H), 7.52 (td, /= 8.3, 7.8, 1.3, 1H), 7.60 (q, / = 3.0,
2.4,6H),7.97 (d, /=79, 1H), 8.06 (d, /=7.4, TH), 9.11 (s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):
d (ppm) = 22.8, 86.5, 113.0, 122.2, 125.1, 126.8, 129.4, 129.8, 130.6, 133.6, 137.1, 142.5,
153.0, 163.8, 170.3.

MS (FAB) m/z (%): 320 (100) [M*], 278 (49).
HR-MS (FAB) m/z: berechnet fir C1gH14N30S [M*]: 320.0858, gefunden: 320.0858.



Synthesevorschriften

1,4-Dimethylchinolin-1-ium-iodid

I 13

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 4-Methylchinolin (12, 0.72 g,
0.67 mL, 5.0 mmol) und Methyliodid (0.31 mL, 0.71 g, 5.0 mmol) in 7 mL 1,4-Dioxan
1.5 h bei 101 °C in einem verschlossenen Bordelglas geriihrt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde die Mischung mit 5 mL Diethylether verdiinnt, der entstandene
Niederschlag gesammelt und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Das Produkt wurde
nach Trocknung unter vermindertem Druck als gelber Feststoff in quantitativer

Ausbeute erhalten.

DC (Dichlormethan : Methanol = 9: 1): R = 0.04.
207

IR (DRIFT): & (cm™) = 3009 (w), 1604 (m), 1525 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):
d (ppm) = 3.00 (s, 3H), 4.58 (s, 3H), 8.06 (td, /= 6.8, 6.4, 4.4, 2H), 8.27 (ddd, /= 8.6, 7.0,
1.4, TH), 8.45 - 8.62 (m, 2H), 9.38 (d, /= 6.0, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):
d (ppm) = 19.6, 45.1, 119.5, 122.4, 126.8, 128.4, 129.6, 134.9, 137.6, 148.9, 158.1.

MS (FAB) m/z (%): 158 (100) [M*].
HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C11H12N [M*]: 158.0970, gefunden: 158.0968.
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Synthesevorschriften

(2E,42)-2-(Benzo[d]thiazol-2-yl)-4-(1-methylchinolin-4(1H)-yliden)but-2-en-

nitril

O .

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 11 (0.32 g, 1.00 mmol), 13 (0.29 g,
1.00 mmol) in 10 mL Dichlormethan mit Triethylamin (0.61 g, 0.83 mL, 6.00 mmol)
versetzt und anschlieBend 22 h bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel unter einem Argonstrom auf ca. 2 mL reduziert und die erhaltene
Suspension mit 40 mL tert. Butylmethylether verdiinnt. Die so gewonnene Ausfallung
wurde gesammelt und je dret Mal mit tert. Butylmethylether und Hexan gewaschen.
Das erhaltene Rohprodukt wurde anschlieBend in 300 mL Dichlormethan geldst, zwet
Mal mit je 100 mL Wasser gewaschen, tiber Na>SO4 getrocknet und das Lésungsmittel
bet 40 °C unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wurde nach Trocknung unter

vermindertem Druck als dunkelblau-griiner Feststoff erhalten (93 %).
DC (Dichlormethan : 2-Propanol = 19: 1): R = 0.43.
IR (DRIFT): © (cm™") = 2920 (w), 2185 (s), 1622 (s), 1531 (m).

TH-NMR (500 MHz; DMSO-d):

d (ppm) = 3.85 (s, 3H), 6.57 (d, /= 13.1, 1H), 7.18 (d, /= 7.4, 1H), 7.27 (t, / = 7.6, TH),
742 (t, /=76, 1H), 752 (t, /= 7.6, TH), 7.68 (d, /= 8.5, TH), 7.78 (dt, /= 15.7, 7.8, 3H),
794 (d, /=179, 1H), 8.15(d, /= 84, 1H), 8.36 (d, /= 13.0, TH).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-de):
S (ppm) = 41.2,88.7, 101.0, 106.4, 117.5, 1194, 121.3, 122.1, 123.4, 124.1, 1245, 125.9,
126.8, 132.6, 133.7, 139.3, 140.9, 142.8, 147.8, 154.4, 166.0.

MS (FAB) m/z (%): 342 (100) [M*], 107 (36).
HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C21H16N3S [M*]: 342.1065, gefunden: 342.1064.



Synthesevorschriften

1-(3-Hydroxypropyl)-4-methylchinolin-1-ium-iodid

!

OH 15

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 4-Methylchinolin (14, 0.72 g,
0.67 mL, 5.0 mmol) und 3-lod-1-propanol (0.72 mL, 1.40 g, 7.5 mmol) in 3 mL 1,4-
Dioxan 2 h bei 101 °C in einem verschlossenen Bordelglas geriihrt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde die Mischung mit 5 mL Diethylether verdiinnt, der entstandene
Niederschlag gesammelt und dret Mal mit Diethylether gewaschen. Nach Trocknung

unter vermindertem Druck wurde das Produkt als gelber Feststoff gewonnen (95 %).
IR (DRIFT): & (cm™) = 3351 (s), 2934 (m), 2867 (M), 1366 (w), 1060 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.11 (t, /= 6.5, 2H), 3.00 (s, 3H), 3.52 (t, /= 5.7, 2H), 4.56 (s, 1H), 5.07 (t, / =
7.2, 2H), 8.01 = 8.09 (m, 2H), 8.21 - 8.31 (m, 1H), 8.50 — 8.61 (m, 2H), 9.39 (d, /= 6.0,
TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 19.7, 32.0, 54.8, 57.4, 119.3, 122.6, 127.2, 128.9, 129.5, 135.0, 136.7, 148.7,
158.5.

MS (FAB) m/z (%): 202.3 (100) [M].
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Synthesevorschriften

1-Methyl-1H-indol-3-carbaldehyd

OAE@
N

\ 17

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Indol-3-carbaldehyd (16, 1.45 g,
10.0 mmol), K2COs3 (1.52 g, 11.1 mmol) und Dimethylcarbonat (2.70 g, 2.53 mL, 30.0
mmol) in 10 mL N,N-Dimethylformamid 19 h bei 130 °C gerihrt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde die Mischung auf 100 g Eis gegossen und die wassrige Phase
zwei Mal mit jeweils 100 mL Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden zwet Mal mit 150 mL Wasser gewaschen, tber Na>SO4 getrocknet und das
Losungsmittel bei 50 °C unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt kristallisierte
anschlieBend aus dem verbliebenen orangefarbenen Ol aus. Das Kristallisat wurde
gesammelt, dret Mal mit Hexan gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet.

Es wurde ein hell-orangefarbener Feststoff erhalten (89 %).
DC (Dichlormethan : Methanol =9:1): R = 0.71.
IR (DRIFT): © (cm™) = 2802 (w), 1638 (m), 1466 (m), 1072 (m), 743 (s).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 3.88 (s, 3H), 7.20 - 7.37 (m, 2H), 7.57 (d, /= 8.0, 1H), 8.10 (d, /= 7.1, 1H), 8.26
(s, TH), 9.89 (s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 33.3, 110.9, 116.9, 120.9, 122.4, 123.4, 124.5, 137.7, 141.5, 184.3.

MS (FAB) m/z (%): 160.5 (100) [M*"].
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Bis(3,4-dimethylbenzo[f]chinolin-4-tum) monoiodid

| 19

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 3-Methylbenzo-5,6-chinolin (18,
0.97 g, 5.0 mmol) und Methyliodid (0.47 mL, 1.07 g, 7.5 mmol) in 7 mL 1,4-Dioxan 20 h
bet 101 °C in einem verschlossenen Bordelglas gerihrt. Nach Abkuihlen auf
Raumtemperatur wurde die Mischung mit 5 mL Diethylether verdiinnt, der entstandene
Niederschlag gesammelt und dret Mal mit Diethylether gewaschen. Das Produkt wurde

nach Trocknung unter vermindertem Druck als gelber Feststoff erhalten (87 %).

DC (Dichlormethan : Methanol = 9: 1): R = 0.07.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3031 (w), 1604 (m), 1430 (w).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 3.10 (s, 3H), 4.51 (s, 3H), 7.96 (p, /= 7.2, 2H), 8.29 (t, /= 7.1, 2H), 8.46 — 8.71
(m, 2H), 9.06 (d, /= 8.0, TH), 9.94 (d, /= 8.7, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 22.6, 116.6, 123.9, 125.4, 125.9, 128.0, 129.2, 129.5, 129.8, 130.5, 137.0, 139.8,
140.2, 158.3.

MS (FAB) m/z (%): 208.2 (100) [M*].
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Synthesevorschriften

(2E,42)-2-(Benzo[d]thiazol-2-yl)-4-(4-methylbenzo[f]chinolin-3(4 H)-
yliden)but-2-enenitril
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Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 11 (0.64 g, 2.00 mmol), 19 (0.67 g,
2.00 mmol) in 10 mL Dichlormethan mit Triethylamin (1.22 g, 1.67 mL, 12.0 mmol)
versetzt und anschlieBend 22 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde die
Reaktionsmischung zwischen 200 mL Dichlormethan 100 mL Wasser verteilt, drei Mal
mit je 100 mL Dichlormethan nachextrahiert, Gber Na>SO4 getrocknet und das
o Losungsmittel bet 40 °C unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt
wurde in ca. 100 mL Aceton suspendiert und mindestens 30 min im Ultraschallbad
behandelt. Das Produkt wurde gesammelt und nach Trocknung unter vermindertem

Druck als griiner Feststoff erhalten (87 %).
DC (Dichlormethan : 2-Propanol = 19 : 1): R = 0.40.
IR (DRIFT): & (cm™) = 2918 (w), 2188 (s), 1539 (s), 1525 (s), 1358 (w).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 3.94 (s, 3H), 598 (d, /= 13.3, TH), 7.27 (t, /= 7.7, TH), 742 (t, /= 7.5, TH),
764 (t, /=74, 1H),7.73 -7.80 (m, 2H), 7.96 (d, /= 7.6, TH), 8.05 (t, /= 11.0, 3H), 8.23
(d, /=94, 1H), 843 (d, /= 13.1, 1H), 8.57 — 8.82 (m, 2H).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d):

S (ppm) = 30.7,96.7, 110.3, 114.5, 116.0, 119.7, 120.6, 121.5, 122.4, 123.4, 124.9, 126.2,
126.4, 128.4, 128.6, 128.7, 129.2, 129.8, 132.9, 133.0, 137.9, 139.2, 143.6, 153.9, 165.8.

MS (FAB) m/z (%): 329.1 (100) [M*].



Synthesevorschriften

1-(3-Hydroxypropyl)-2-methylchinolinium-iodid

OH 22

Unter Argonatmosphdre wurde eine Mischung aus 2-Methylchinolin (21, 0.72 g,
0.67 mL, 5.0 mmol) und 3-lod-1-propanol (0.72 mL, 1.40 g, 7.5 mmol) in 3 mL 1,4-
Dioxan 19 h bet 101 °C in einem verschlossenen Bdrdelglas gertuhrt. Nach Abkuhlen
auf Raumtemperatur wurde die Mischung mit 5 mL Diethylether verdinnt, der
entstandene Niederschlag gesammelt und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Nach
Trocknung unter vermindertem Druck wurde das Produkt als hellgrauer Feststoff

gewonnen (67 %).

IR (DRIFT): & (cm™) = 3381 (s), 2931 (m), 2877 (m), 1351 (m), 1057 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 1.98 - 2.16 (m, 2H), 3.13 (s, 3H), 3.63 (t, /= 5.3 Hz, 2H), 4.81 — 5.13 (m, 3H),
799 (d, /=7.5Hz 1H), 813 (d, /= 8.6 Hz, 1H), 8.23 (t, /= 7.8 Hz, 1H), 8.41 (d, /= 8.0
Hz, 1H), 8.60 (d, /= 9.0 Hz, 1H), 9.11 (d, /= 8.6 Hz, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 22.5, 31.1, 49.3, 57.5, 118.8, 125.5, 128.2, 129.0, 130.6, 135.2, 138.3, 145.6,
160.8.

MS (ESI) m/z (%): berechnet fir C13H16NO: 202.1, gefunden: 201.8 (100 %) [M*].
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Synthesevorschriften

6-Isopropyl-1-methyl-1H-indol-3-carbaldehyd

OAE@/<
N

\ 25

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 6-lsopropylindol-3-carbaldehyd
(24,0.94 g, 5.0 mmol), K2CO3 (0.76 g, 5.5 mmol) und Dimethylcarbonat (1.35 g, 1.26 mL,
15.0 mmol) in 5 mL N,N-Dimethylformamid 19 h bei 130 °C gerihrt. Nach Abkiihlen
auf Raumtemperatur wurde die Mischung auf 100 g Eis gegossen und die wassrige
Phase dret Mal mit jeweils 100 mL Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden zwet Mal mit 150 mL Wasser gewaschen, tber Na>SO4 getrocknet und
das Losungsmittel bei 50 °C unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt
kristallisierte anschlieBend aus dem verbliebenen gelben Ol aus. Das Kristallisat wurde
gesammelt, dret Mal mit Hexan gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet.

Es wurde ein gelber Feststoff erhalten (85 %).
DC (Dichlormethan : Methanol = 9: 1): R = 0.74.
IR (DRIFT): & (cm™) = 2955 (m), 2883 (m), 1643 (s), 1399 (m), 1066 (m), 814 (s).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 1.25 (s, 3H), 1.28 (s, 3H), 3.02 (p, / = 6.9, 1H), 3.87 (s, 3H), 7.17 (dd, /= 8.2,
1.5, TH), 7.40 (s, 1H), 7.99 (d, /= 8.2, 1H), 8.19 (d, /= 1.5, T1H), 9.85 (s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 24.3, 33.2, 33.8, 108.0, 116.8, 120.7, 121.5, 122.7, 138.0, 141.3, 144.3, 184.1.

MS (FAB) m/z (%): 202.5 (100) [M*1].
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1-Methyl-2-phenyl-1H-indol-3-carbaldehyd

27

2.21 g (10.0 mmol) 2-Phenyl-1H-indol-3-carbaldehyd 26 und 1.52 g (11.1 mmol)
Kaliumcarbonat wurden unter Argonatmosphdare in  10.0 mL trockenem
N,N -Dimethylformamid suspendiert. Nach Zugabe von 3.37 mL Dimethylcarbonat
(3.60 g, 40.0 mmol) wurde 19 h auf 130 °C erhitzt. Nach Abkihlen der
Reaktionsmischung, wurde diese auf 100 g Eis gegossen und die wassrige Phase finf
Mal mit je 50 ml Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte
wurden zwei Mal mit je 150 ml Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert, das Losungsmittel unter vermindertem Druck bei 50 °C entfernt und das
Produkt im Vakuum getrocknet. Es konnten 2.30 g des buttergelben Feststoffes isoliert

werden (98 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.80.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3044 (w), 1642 (s), 1379 (m), 1069 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 3.69 (s, 3H), 7.28 — 7.42 (m, 2H), 7.65 (dp, /= 10.0, 3.4, 2.9, 6H), 8.16 — 8.31
(m, 1H), 9.61 (s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 31.0, 111.0, 114.4, 120.8, 122.9, 123.7, 124.5, 128.1, 128.6, 129.9, 131.0, 137.1,
151.2, 185.2.

MS (FAB) m/z (%): 236.4 (100) [M*].
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5-(Benzyloxy)-1-methyl-1H-indol-3-carbaldehyd

he
o

\ 29

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 5-Benzyloxyindol-3-carbaldehyd
(28, 0.25 g, 1.00 mmol), KoCO3 (0.15 g, 1.11 mmol) und Dimethylcarbonat (0.27 g,
0.25 mL, 3.00 mmol) in 2.0 mL trockenem DMF 19 h bei 130 °C geruhrt. Nach Abkuhlen
auf RT wurde die Mischung auf 10 g Eis und 50 mL Wasser gegossen und die wassrige
Phase zwei Mal mit jeweils 50 mL Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden zwet Mal mit 20 mL Wasser gewaschen, Gber Na,SO4 getrocknet und
das Losungsmittel bet 50 °C unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt
216 kristallisierte anschlieBend aus dem verbliebenen orangefarbenen Ol aus, wurde zwei

Mal mit 15 mL Heptan digeriert und unter vermindertem Druck getrocknet. Es wurde

ein hellbeiger Feststoff erhalten (99 %).
DC (Dichlormethan : Methanol =9:1): R = 0.72.
IR (DRIFT): & (cm™) = 3105 (w), 1637 (s), 1532 (m), 1370 (m), 1224 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 3.84 (s, 3H), 5.14 (s, 2H), 7.03 (dd, /= 8.9, 2.5, 1H), 7.29 — 7.42 (m, 3H), 7.44 -
7.51 (m, 3H),7.72 (d, /= 2.5, 1H), 8.18 (s, 1H), 9.85 (s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 33.3, 69.6, 104.1, 104.2, 111.8, 113.6, 116.6, 125.3, 127.6, 128.3, 132.8, 137.3,
141.4, 141.5, 155.0, 184.0, 184.2.

MS (FAB) m/z (%): 266.1 (100) [M*1].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fir C17H1sNO, [M*1]: 266.1176, gefunden: 266.1175.
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1-(3-Hydroxypropyl)-4-methylpyridin-1-iumiodid

N, ©
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Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 4-Methylpyridin (30, 047 g,
0.49 mL, 5.0 mmol) und 3-lod-1-propanol (0.72 mL, 1.40 g, 7.5 mmol) in 3 mL 1,4-
Dioxan 16 h bet 101 °C in einem verschlossenen Bordelglas gerthrt. Nach Abkuhlen
auf Raumtemperatur wurde die Mischung mit 7 mL Diethylether verdiinnt und
grundlich vermischt. AnschlieBend wurde die obere Phase entfernt und der
Reinigungsschritt zwei Mal wiederholt. Das Produkt wurde nach Trocknung unter

vermindertem Druck als braunes Ol in quantitativer Ausbeute erhalten.

DC (Dichlormethan : Methanol = 9: 1): R = 0.04.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3442 (s), 3047 (m), 2926 (m), 1643 (m), 1068 (w).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 1.97 - 2.12 (m, 2H), 2.60 (s, 3H), ), 3.40 — 3.45 (m, 2H), 3.45 - 3.84 (m, 1H),
4.61(t /=170, 2H),7.98 (d, /= 6.1, 2H), 8.88 — 8.97 (m, 2H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 21.4,33.1,57.1, 57.8, 128.1, 128.3, 143.8, 144.0, 158.6.

MS (FAB) m/z (%): 152.6 (100) [M*].
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1-(3-Hydroxypropyl)-2-methylpyridin-1-iumiodid
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KLOH 34

Unter Argonatmosphéare wurde eine Mischung aus 2-Methylpyridin (33, 0.47 g, 0.49
mL, 5.0 mmol) und 3-lod-1-propanol (0.72 mL, 1.40 g, 7.5 mmol) in 3 mL 1,4-Dioxan
16 h bei 101 °C in einem verschlossenen Bordelglas gerthrt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde die Mischung mit 7 mL Diethylether verdiinnt und grindlich
vermischt. AnschlieBend wurde die obere Phase entfernt und der Reinigungsschritt
zwel Mal wiederholt. Das Produkt wurde nach Trocknung unter vermindertem Druck

als braunes Ol in quantitativer Ausbeute erhalten.

DC (Dichlormethan : Methanol = 9: 1): R = 0.04.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3441 (s), 3041 (m), 2929 (m), 2882 (w), 1633 (m), 1054 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.02 (p, /= 6.5, 2H), 2.84 (s, 3H), 3.34 — 3.40 (m, 1H), 3.49 (t, /= 5.8, 2H), 4.62
(t, /=7.3,2H),796 (t, /= 6.8, 1H), 8.04 (d, /= 8.1, 1H), 8.47 (td, /= 7.8, 1.7, TH), 8.96
(d, /= 6.1, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

S (ppm) = 19.6, 32.1, 55.0, 57.2, 125.5, 129.8, 145.0, 145.5, 155.2.

MS (FAB) m/z (%): 152.6 (100) [M*].
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4-(3-Hydroxypropyl)-3-methylbenzo[f]chinolin-4-iumiodid

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 3-Methylbenzo-5,6-chinolin (18,
0.97 g, 5.0 mmol) und 3-lod-1-propanol (1.44 mL, 2.80 g, 15.0 mmol) in 5 mL 1,4-
Dioxan 68 h bet 101 °C in einem verschlossenen Bordelglas geriihrt. Nach Abkthlen
auf Raumtemperatur wurde die Mischung mit 5 mL Diethylether verdinnt, der
entstandene Niederschlag gesammelt und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Nach
Trocknung unter vermindertem Druck wurde das Produkt als hellgrauer Feststoff

gewonnen (69 %).

IR (DRIFT): & (cm™) = 3334 (s), 2869 (m), 1599 (m), 1337 (m), 1056 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.00 = 2.20 (m, 2H), 3.16 (s, 3H), 3.49 — 3.79 (m, 2H), 4.19 (s, 1H), 4.71 - 5.26
(s, 2H), 7.86 — 8.03 (m, 2H), 8.16 — 8.39 (m, 2H), 8.41 - 8.82 (m, 2H), 9.06 (d, /= 8.5, TH),
9.94 (d, /= 9.1, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 22.0, 31.4, 49.8, 57.5, 116.3, 123.9, 125.8, 126.4, 129.1, 129.5, 129.8, 130.4,
134.2, 137.1, 139.4, 140.0, 157.9.

MS (FAB) m/z (%): 252.2 (100) [M*].
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Synthesevorschriften

6-Fluor-1-(3-hydroxypropyl)-2-methylchinolin-1-iumiodid

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 6-Fluor-2-methylchinolin (36,
0.81 g, 0,68 mL, 5.0 mmol) und 3-lod-1-propanol (1.44 mL, 2.80 g, 15.0 mmol) in 3 mL
1,4-Dioxan 29 h bei 101 °C in eitnem verschlossenen Bordelglas gertihrt. Nach Abkulhlen
auf Raumtemperatur wurde die Mischung mit 5 mL Diethylether verdinnt, der
entstandene Niederschlag gesammelt und dret Mal mit Diethylether gewaschen. Das
Rohprodukt wurde anschlieBend aus Methanol und Diethylether umkristallisiert. Das
gereinigte Produkt wurde gesammelt, drei Mal mit Diethylether gewaschen und unter
vermindertem Druck getrocknet. Die gewtinschte Verbindung konnte als leicht

grunlicher Feststoff gewonnen werden (55 %).

IR (DRIFT): & (cm™) = 3346 (s), 2927 (w), 2878 (w), 1374 (w), 1052 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.00 — 2.17 (m, 2H), 3.13 (s, 3H), 3.63 (t, /= 5.6, 2H), 4.51 (s, 1H), 5.00 (t, / =
7.9, 2H), 8.13 - 8.23 (m, 2H), 8.29 (dd, /= 8.3, 3.0, 1H), 8.70 (dd, / = 9.8, 4.4, 1H), 9.05
(d, /= 8.7, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 22.5, 31.1, 49.7, 57.5, 113.8, 122.4, 124.6, 126.6, 129.7, 129.8, 135.2, 144.8,
160.7.

MS (FAB) m/z (%): 220.1 (100) [M*].
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1-(3-Hydroxypropyl)-6-methoxy-2-methylchinolin-1-iumiodid
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Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 6-Methoxychinaldin (38, 0.87 g,
5.0 mmol) und 3-lod-1-propanol 1.44 mL, 2.80 g, 15.0 mmol) in 3 mL 1,4-Dioxan 18 h
bet 101 °C in einem verschlossenen Bordelglas gerthrt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde der entstandene Niederschlag gesammelt und dret Mal mit
Diethylether gewaschen. Das Rohprodukt wurde anschlieBend aus Methanol und
Diethylether umkristallisiert. Das gereinigte Produkt wurde gesammelt, drei Mal mit
Diethylether gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet. Die gewlinschte

Verbindung konnte als hellgelber Feststoff gewonnen werden (60 %).
IR (DRIFT): & (cm™") = 3299 (s), 2928 (w), 2865 (w), 1389 (m), 1064 (m).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 1.99 - 2.10 (m, 2H), 3.07 (s, 3H), 3.62 (t, / = 5.4 Hz, 2H), 3.99 (s, 3H), 4.81 -
5.01 (m, 3H), 7.78 — 7.89 (m, 2H), 8.06 (d, /= 8.6 Hz, 1H), 8.52 (d, /= 10.1 Hz, 1H), 8.95
(d, /= 8.6 Hz, 1H.

13C-NMR (100 MHz, DMSO-de):

& (ppm) = 22.0, 31.3, 40.1, 49.3, 56.3, 108.5, 120.6, 125.8, 126.7, 130.2, 133.9, 144.1,
157.6, 158.5.

MS (FAB) m/z (%): 232.2 (21) [M*], 137.1 (100), 90.1 (27).
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Synthesevorschriften

Bis(2-((7E,32)-1-cyano-3-(1-methylchinolin-4 (7H)-ylidene)prop-1-en-1-yl)-3-
(3-iodopropyl)benzo[d]thiazol-3-ium)iodid

Q| i f
TR-CN

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 14 (0.30 g, 0.88 mmol) in 1,3-
Diiodopropan (10.0 mL, 25.7 g, 86.7 mmol) 4 Tage bei 90 °C in einem verschlossenen
Bordelglas gertihrt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde die Mischung in ca.
600 mL Aceton gel6st und Uber 150 g Kieselgel aufgereinigt. Es wurde dabet mit
Aceton eluiert, bis keine Blaufarbung der gesammelten Fraktionen erkennbar war (zur
Beschleunigung wurde das Kieselgel mehrmals durchmischt). AnschlieBend wurde das
Produkt mit Aceton + Natriumiodid (500 mg / 100 mL) eluiert und das Losungsmittel
bet 50 °C unter vermindertem Druck entfernt. Der verbliebene Rickstand wurde
zwischen 150 mL Wasser und 150 mL Dichlormethan verteilt. Die wassrige Phase wurde
vier Mal mit 100 mL Dichlormethan nachextrahiert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Koevaporation mit 100 mL Ethanol (100%) und Trocknen

unter vermindertem Druck ergab das Produkt als dunkel-violetten Feststoff (53 %).
DC (Dichlormethan : Methanol = 9: 1): R = 0.14.
IR (DRIFT): © (cm™) = 2920 (w), 2182 (s), 1611 (m), 1557 (m), 1464 (s).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) =243 (t, /=7.7,2H),338 (t, /=73, 2H), 440 (s, 3H), 4.62 (t, /= 7.8, 2H), 7.21
(d, /=142, 1H), 741 (t, /= 7.6, TH), 7.55-7.59 (m, 1H), 7.75 (d, /= 8.4, 1H), 7.95 - 8.03
(m, 3H), 8.15-8.19 (m, 1H), 8.27 - 8.31 (m, 2H), 8.51 (dd, /= 8.9, 1.4, 1H), 9.00 (d, / =
6.8, TH).
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13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 28.0, 31.2, 42.8, 47.0, 73.5, 109.3, 112.1, 112.7, 116.2, 118.1, 121.6, 123.3,
123.8, 124.0, 124.1, 127.0, 127.8, 133.5, 137.7, 140.0, 141.1, 145.2, 150.6, 163.3.

MS (FAB) m/z (%): 510 (100) [M*], 418 (19), 107 (21).

HR-MS (FAB) m/z: berechnet flir Co4H21IN3S* [M*]: 510.0495, gefunden: 510.0496.

Elementaranalyse
berechnet fur C24H2112N3S:
N: 6.59 % - gefunden: 5.99 % C: 45.23 % - gefunden: 45.75 %

H: 3.32 % > gefunden: 3.70% S:5.03 % - gefunden: 4.48%
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3-(3-Azidopropyl)-2-((7E 32)-1-cyano-3-(1-methylchinolin-4 (7H)-yliden)prop-
1-en-1-yl)benzo[d]thiazol-3-iumiodid

Q| ? f
TR-CN-N;3

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus TR-CN (0.13 g, 0.20 mmol),
Natriumazid (0.26 g, 400 mmol) und Natriumiodid (0.10 g, 0.67 mmol) in 5 mL
N, N -Dimethylformamid 20 h bet Raumtemperatur in einem verschlossenen Bordelglas
gerthrt. AnschlieBend wurde die Mischung in ca. 200 Diethylether eingegossen, der
entstandene Niederschlag gesammelt und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Der
94 Niederschlag wurde im Anschluss mit 2 g Natriumiodid versetzt und zwischen 150 mL
Wasser und 150 mL Dichlormethan verteilt. Die wassrige Phase wurde zwet Mal mit 100
mL Dichlormethan nachextrahiert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
bet 35 °C entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde unter Verwendung von Ultraschall
in 10 mL Methanol suspendiert. Das Produkt wurde gesammelt und dret Mal mit

Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

dunkel-violetter Feststoff erhalten (86 %).
DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.07.
IR (DRIFT): & (cm™) = 2184 (w), 2087 (s), 1611 (w), 1556 (m), 1467 (s).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.13 (p, /= 7.0, 2H), 3.57 (t, /= 6.6, 2H), 4.38 (s, 3H), 4.62 (t, /= 7.7, 2H), 7.14
(d, /=14.2,1H), 738 (t, /=7.7,1H), 7.52 (t, /= 7.8, 1H), 7.70 (d, /= 8.6, T1H), 7.96 (dd, /
=21.5,11.2,3H),8.14 (t, /= 7.8, TH), 8.25 (dd, /= 7.5, 4.5, 2H), 8.44 (d, /= 8.7, 1H), 8.97
(d, /=6.9, TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 27.5, 43.7, 449, 47.7, 74.5, 110.1, 113.1, 1135, 117.1, 119.1, 122.5, 124.2,
124.7,124.8, 125.0, 128.0, 128.7, 134.4, 138.6, 140.9, 141.9, 146.1, 151.4, 164.1.

MS (FAB) m/z (%): 425 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet flir C2aH21NeIS* [M*]: 425.1543, gefunden: 425.1542.
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Synthesevorschriften

2-((7E,32)-1-Cyano-3-(4-methylbenzolf]chinolin-3 (4H)-yliden)prop-1-en-1-yl)-
3-(3-todpropyl)benzo[d]thiazol-3-iumiodid

e
Rot-1

Unter Argonatmosphéare wurde eine Mischung aus 20 (0.16 g, 0.41 mmol) in 1,3-
Ditodopropan (4.00 mL, 10.3 g, 34.8 mmol) 67 h bet 90 °C in einem verschlossenen
Bordelglas gerthrt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde die Mischung mit ca.
6 mL Diethylether verdinnt und das Rohprodukt abgesaugt. Das gesammelte
Rohprodukt wurde in ca. 60 mL Aceton suspendiert und 30 min im Ultraschallbad
behandelt, erneut gesammelt und zur Aufreinigung uber Kieselgel in Dichlormethan
geldst und. Zu Beginn der chromatographischen Reinigung wurde mit Dichlormethan
eluiert, bis keine Blaufarbung der gesammelten Fraktionen erkennbar war.
AnschlieBend wurde das Produkt mit Dichlormethan : Methanol (9 : 1) + Natriumiodid
(200 mg / 100 mL) eluiert und das Losungsmittel bei 50 °C unter vermindertem Druck
entfernt. Der verbliebene Rickstand wurde zwischen 150 mL Wasser und 150 mL
Dichlormethan verteilt. Die wassrige Phase wurde vier Mal mit 100 mL Dichlormethan
nachextrahiert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Koevaporation mit 100 mL Ethanol (100%) und Trocknen unter vermindertem Druck

ergab das Produkt als dunkel-violetten Feststoff (73 %).
DC (Dichlormethan : Methanol = 9: 1): R = 0.26.

IR (DRIFT): & (cm™) = 2916 (w), 2184 (m), 1567 (s), 1486 (s), 1444 (s), 1358 (w).
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TH-NMR (600 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.52 -2.56 (m, 2H), 3.41 (d, /= 7.3, 2H), 4.44 (s, 3H), 4.63 - 4.72 (m, 2H), 6.80
(dd, /=143, 2.8, 1H), 7.44 - 7.48 (m, 1H), 7.61 - 7.64 (m, 1H), 7.81 (d, /= 8.4, 1H), 7.87
(t, /=7.5,1H), 7.95 (ddd, /= 84, 6.9, 1.4, 1H), 8.01 —8.05 (m, 2H), 8.25 (dd, /= 8.0, 1.3,
1H), 8.41 (d, /= 9.4, TH), 8.53 — 8.57 (m, TH), 8.62 (d, /= 9.3, 1H), 9.04 (d, /= 8.5, TH),
9.61(d, /= 9.3, TH).

13C-NMR (150 MHz, DMSO-de):

d (ppm) = 32.6, 48.6, 70.3, 74.6, 109.7, 113.8, 117.2, 117.6, 121.8, 123.1, 124.2, 124.3,
124.9, 125.7, 128.6, 128.7, 129.2, 129.5, 129.9, 130.7, 136.4, 136.9, 140.2, 142.5, 143.9,
154.6, 165.3.

MS (FAB) m/z (%): 560.1 (90) [M~].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C2sH23N3IS* [M*]: 560.0652, gefunden: 560.0651. 22)
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Synthesevorschriften

(E)-2-(2-(9-Ethyl-9 H-carbazol-3-yl)vinyl)-1-(3-hydroxypropyl)chinolin-1-ium-
iodid

OH Rot-2e

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 22 (0.33 g, 1.00 mmol) und 9-Ethyl-
3-carbazolcarboxaldehyd (23, 0.67 g, 3.00 mmol) in 13 mL Ethanol mit Piperidin
(0.38 g, 0.44 mL, 4.40 mmol) versetzt und 19 h bei 80 °C in einem verschlossenen
Bordelglas gerihrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde der erhaltene
Niederschlag dret Mal mit Diethylether gewaschen und unter vermindertem Druck
getrocknet. (Aus der Mutterlauge konnte zusatzlich eine zweite Produktfraktion

gewonnen werden.) Es wurde ein orangefarbener bis roter Feststoff erhalten (59 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.26.

IR (DRIFT): ©(cm™) = 3275 (m), 1583 (s), 1568 (s), 1523 (w), 1379 (m), 1301 (w),
1056 (m).

TH-NMR (500 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) =135(, /=72,3H), 221 /=7.5,2H),3.76 (9, /= 5.1, 2H), 450 (q, /= 7.1,
2H),5.13 (t, /=8.0,2H),5.30 (t, /=4.7,1H), 7.32 (t, /=7.4,1H), 7.54 (t, /= 7.7, TH), 7.68
(d, /=82, 1H), 777 (d, /= 85, 1H), 7.90 (t, /= 7.5, 1H), 7.97 (d, /= 15.6, 1H), 8.05 -
8.10 (m, 1H), 8.14 (t, /= 7.9, 1H), 8.22 (d, /= 7.7, 1H), 8.30 (d, /= 8.0, TH), 8.49 — 8.57
(m, 2H), 8.63 (d, /= 9.1, TH), 8.78 (s, 1H), 8.96 (d, /= 8.9, TH).
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13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 14.3, 32.1, 37.8, 48.7, 58.0, 110.4, 110.5, 115.1, 119.2, 120.5, 121.1, 122.6,
122.8, 123.3, 126.6, 127.2, 128.1, 128.2, 129.0, 130.7, 135.2, 138.9, 140.7, 142.2, 143.8,
150.0, 156.2.

MS (FAB) m/z (%): 407.1 (13) [M*], 137.5 (61).

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C2gH27N20O [M*]: 407.2123, gefunden: 407.2126.

Elementaranalyse
berechnet fur C2gH27IN20:
N: 5.24 % > gefunden: 5.12 % C: 62.93 % > gefunden: 62.53 %

H: 5.09 % - gefunden: 5.21 %
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(E)-4-(2-(9-Ethyl-9 H-carbazol-3-yl)vinyl)-1-(3-hydroxypropyl)chinolin-1-ium-
iodid

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 15 (0.33 g, 1.00 mmol) und 9-Ethyl-
3-carbazolcarboxaldehyd (23, 0.67 g, 3.00 mmol) in 13 mL Ethanol mit Piperidin
(0.38 g, 0.44 mL, 4.40 mmol) versetzt und 20 Minuten bet 80 °C in einem verschlossenen
Bordelglas gerihrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde der erhaltene
Niederschlag drei Mal mit Diethylether gewaschen und unter vermindertem Druck

getrocknet. Es wurde ein dunkelroter Feststoff erhalten (89 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80:15:5): R = 0.21.

IR (DRIFT): © (cm™) = 3335 (s), 1563 (m), 1530 (m), 1346 (w), 1328 (w), 1079 (m),
1048 (m).

TH-NMR (500 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 136 (t, /=7.1,3H), 2.13 (t, /= 6.8, 2H), 3.56 (t, /= 5.8, 2H), 4.51 (q, /= 7.1,
2H), 4.82 (s, 1H), 5.00 (t, /= 7.2, 2H), 7.31 (t, /=7.4,1H), 753 (t, /= 7.6, 1H), 7.68 (d, / =
8.1,1H), 7.76 (d, /= 8.5, 1H), 8.04 (t, /= 7.7, 1H), 8.13 (dd, /= 8.6, 1.8, 1H), 8.25 (dd, /=
8.5, 6.3, 2H), 8.35 (d, /= 15.7, 1H), 8.44 (d, /= 15.8, 1H), 8.49 (d, /= 7.7, 2H), 8.88 (s,
1H), 9.14 (d, /= 8.5, 1H), 9.28 (d, /= 6.6, TH).
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13C-NMR (125 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 14.3, 32.5, 37.8, 54.6, 58.0, 110.3, 110.5, 115.7, 116.7, 119.5, 120.3, 121.1,
122.4, 122.8, 123.4, 127.0, 127.2, 127.3, 128.1, 129.3, 135.4, 138.4, 140.7, 141.8, 145.6,
147.7,153.7.

MS (FAB) m/z (%): 407.0 (72) [M*], 137.4 (100).

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C2gH27N20O [M*]: 407.2123, gefunden: 407.2121.

Elementaranalyse
berechnet fur C2gH27IN20:
N: 5.24 % > gefunden: 5.18 % C: 62.93 % > gefunden: 62.03 %

H: 5.09 % - gefunden: 5.27 %
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(E)-4-(2-(9-Ethyl-9 H-carbazol-3-yl)vinyl)-1-(3-iodpropyl)chinolin-1-iumiodid

A Rot-3e-I

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Rot-3e (0.27 g, 0.50 mmol),
Triphenylphosphin (0.39 g, 1.50 mmol) und Tetrabrommethan (0.55 g, 1.65 mmol) in 5
mL Dichlormethan in einem verschlossenen Boérdelglas 2 h bei Raumtemperatur
gerthrt. Im Anschluss wurde die Mischung mit 2 g Natriumiodid versetzt und in 75 mL
Aceton und 10 mL Methanol geldst. Nach Entfernung des Losungsmittels bei 50 °C
unter vermindertem Druck wurde der erhaltene Riickstand in 15 mL Aceton und 8 mL
Methanol aufgenommen und 75 h beit 50 °C gertuhrt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde der enthaltene Niederschlag abgetrennt und das Filtrat bei
50 °C unter vermindertem Druck bis auf einen verbleibenden Rest von ca. 5 mL
eingeengt. Die Suspension wurde mit 10 mL Methanol verdiinnt und das Produkt mit
Hilfe von Ultraschall gewonnen. Das Produkt wurde gesammelt und drei Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

orangefarbener Feststoff erhalten (93 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.27.

IR (DRIFT): & (cm™) = 1579 (m), 1551 (s), 1327 (m), 1227 (s).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 136 (t, /= 7.1, 3H), 251 - 2.61 (m, 2H), 3.37 — 3.44 (m, 2H), 4.48 — 4.55 (m,
2H), 4.95 - 5.10 (m, 2H), 7.30 —= 7.34 (m, 1H), 7.54 (t, / = 7.8, 2H), 7.68 — 7.71 (m, TH),
7.76 = 7.79 (m, 1H), 8.03 - 8.08 (m, 1H), 8.13 - 8.17 (m, 1H), 8.27 (t, /= 7.8, 2H), 8.39 -
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8.45 (m, TH), 8.47 - 8.53 (m, 2H), 8.89 (t, /= 2.6, 2.2, 1H), 9.17 (d, /= 12.0, 8.8, TH), 9.29
(dt, /=8.2,44, TH).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-de):

d (ppm) = 11.6, 28.3, 284, 29.7, 35.1, 107.6, 113.0, 113.9, 116.6, 117.6, 118.3, 119.8,
120.0, 120.6, 124.3, 124.3, 1244, 124.6, 125.4, 126.6, 132.8, 135.8, 137.9, 139.1, 143.1,
144.9, 151.3.

MS (FAB) m/z (%): 517.1 (20) [M~].
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(E)-1-(3-Azidpropyl)-4-(2-(9-ethyl-9 H-carbazol-3-yl)vinyl)chinolin-1-iumiodid

N3/\/\N|®
P //

A Rot-3e-N3

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Rot-3e-l1 (0.19 g, 0.30 mmol),
Natriumazid (0.20 g, 3.00 mmol) und Natriumiodid (0.15 g, 1.00 mmol) in 3 mL
N,N-Dimethylformamid 19 h bei Raumtemperatur in einem verschlossenen Bordelglas
gerlhrt. AnschlieBend wurde die Mischung in ca. 150 mL Diethylether eingegossen, der
entstandene Niederschlag gesammelt und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Der
Niederschlag wurde im Anschluss mit 2 g Natriumiodid versetzt und zwischen 100 mL
Wasser und 100 mL Dichlormethan verteilt. Die wassrige Phase wurde zwet Mal mit
50 mL Dichlormethan nachextrahiert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
bet 35 °C entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde unter Verwendung von Ultraschall
in 20 mL Methanol suspendiert. Das Produkt wurde gesammelt und dret Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

dunkelroter Feststoff erhalten (73 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.28.

IR (DRIFT): © (cm™) = 2928 (w), 2092 (s), 1551 (s), 1326 (w), 1225 (s).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 1.28 — 1.41 (m, 3H), 2.24 (s, 2H), 3.59 (t, /= 6.4, 2H), 4.43 — 4.58 (m, 2H), 5.00
(s,2H), 7.33 (d, /=82, 1H), 7.55 (d, /= 9.4, 1H), 7.70 (d, /= 8.3, 1H), 7.78 (d, / = 8.6,

1H), 8.06 (t, /= 7.6, 1H), 8.15 (d, /= 8.7, 1H), 8.26 (d, / = 8.4, 2H), 8.34 — 8.48 (m, 2H),
8.53 (d, /= 8.0, 2H), 8.89 (s, 1H), 9.16 (d, /= 8.4, 1H), 9.31 (d, /= 6.7, TH).

MS (FAB) m/z (%): 432.2 (100) [M*].
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(E)-4-(2-(1 H-Indol-3-yl)vinyl)-1-(3-hydroxypropyl)quinolin-1-iumiodid

Rot-4

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 15 (0.33 g, 1.00 mmol) und Indol-
3-carbaldehyd (16, 0.44 g, 3.00 mmol) in 13 mL Ethanol mit Piperidin (0.19 g, 0.22 mL,
2.20 mmol) versetzt und 19 h bei 80 °C in einem verschlossenen Bordelglas gerihrt.
Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde der erhaltene Niederschlag gesammelt,
dret Mal mit Diethylether gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet. Das

Produkt konnte als roter Feststoff gewonnen werden (87 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.18.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3372 (m), 1584 (s), 1554 (s), 1510 (m), 1397 (m), 1311 (w),
1048 (w).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.10 (t, /= 6.5, 2H), 3.48 — 3.65 (m, 2H), 4.63 —4.87 (m, 1H), 493 (t, /=71,
2H), 7.24 - 7.36 (m, 2H), 7.50 - 7.61 (m, 1H), 7.93 — 8.07 (m, 2H), 8.15 — 8.30 (m, 2H),
8.33-8.48 (m, 3H), 8.59 (d, /= 15.6, 1H), 8.98 (d, /= 8.6, 1H), 9.11 (d, /= 6.8, TH), 12.14
(s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 31.9, 53.5, 57.5, 99.5, 112.7, 113.5, 114.6, 118.8, 120.3, 121.5, 123.1, 125.4,
125.7,126.5, 128.4, 133.0, 134.6, 137.4, 137.9, 138.7, 146.2, 153.7.

235



Synthesevorschriften

MS (FAB) m/z (%): 329.2 (10) [M*], 137.5 (53).

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C22H21N20 [M*]: 329.1654, gefunden: 329.1652.

Elementaranalyse
berechnet flir C22H21IN20:
N: 6.14 % > gefunden: 6.12 % C: 57.91 % > gefunden: 57.66 %

H: 4.64 % - gefunden: 4.67 %
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(E)-1-(3-Hydroxypropyl)-4-(2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl)chinolin-1-ium-
iodid

Rot-4m

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 15 (0.33 g, 1.00 mmol) und 17
(0.34 g, 2.11 mmol) in 13 mL Ethanol mit Piperidin (0.19 g, 0.22 mL, 2.2 mmol) versetzt
und 19 h bet 80 °C in einem verschlossenen Bordelglas gertihrt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde der erhaltene Niederschlag dret Mal mit Diethylether
gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet. Es wurde ein dunkelroter

Feststoff erhalten (83 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.29.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3362 (m), 1585 (s), 1561 (m), 1519 (s), 1299 (w), 1225 (w),
1077 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.09 (t, /= 6.6, 2H), 3.53 (g, /= 5.2, 2H), 3.92 (s, 3H), 4.83 (t, /= 4.8, 1H), 4.92
(t, /=17.0,2H),7.29 - 7.39 (m, 2H), 7.56 = 7.64 (m, 1H), 7.92 = 7.97 (m, 1H), 7.97 - 8.05
(m, TH), 8.19 (t, /= 7.9, 1H), 8.23 - 8.29 (m, TH), 8.33 (s, 1H), 8.37 — 8.45 (m, 2H), 8.54
(d, /=157, 1H), 8.94 (d, /= 8.4, 1H), 9.08 (d, /= 6.6, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

6 (ppm) = 31.9, 334, 53.5, 57.5, 111.1, 112.6, 113.4, 113.6, 118.7, 120.4, 121.8, 123.1,
125.7,125.8, 126.4, 128.3, 134.6, 136.2, 137.8, 137.9, 138.1, 146.1, 153.5.
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MS (FAB) m/z (%): 343.2 (100) [M*], 136.5 (27).

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C23H23N20 [M*]: 343.1810, gefunden: 343.1808.

Elementaranalyse
berechnet flir C23H23IN20:
N: 5.96 % > gefunden: 5.83 % C: 58.73 % > gefunden: 57.76%

H: 4.93 % - gefunden: 5.03 %
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(E)-1-(3-Brompropyl)-4-(2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl)chinolin-1-ium-

bromid

Rot-4m-Br

Unter Argonatmosphdre wurde eine Mischung aus Rot-4m (0.24 g, 0.50 mmol),
Triphenylphosphin (0.39 g, 1.50 mmol) und Tetrabrommethan (0.55 g, 1.65 mmol) in 5
mL Dichlormethan in eitnem verschlossenen Boérdelglas 2 h bet Raumtemperatur
gerthrt. Im Anschluss wurde die Mischung mit 0.1 g Natriumbromid versetzt und in
100 mL Aceton und 75 mL Methanol geldst. Nach Entfernung des Losungsmittels bet
50 °C unter vermindertem Druck bis auf einen verbleibenden Rest von ca. 10 mL
eingeengt. Die Suspension wurde mit 5 mL Methanol verdiinnt und das Produkt mit
Hilfe von Ultraschall gewonnen. Das Produkt wurde gesammelt und drei Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein 239

schwarzroter Feststoff erhalten (96 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.28.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3258 (m), 2916 (w), 1583 (w), 1561 (w), 1519 (m), 1072 (m).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.54 (s, 2H), 3.66 — 3.72 (m, 2H), 3.93 (s, 3H), 495 (t, /= 7.3, 2H), 7.35 (p, / =
7.0,2H),7.61(d, /= 7.3, 1H), 7.98 (dd, /= 15.9, 8.7, 2H), 8.20 (t, /= 7.9, 1H), 8.25 - 8.29
(m, 1H), 8.36 (s, TH), 8.43 (dd, /= 12.7, 7.8, 2H), 8.58 (d, /= 15.6, 1H), 8.96 (d, / = 8.5,
1H), 9.11 (d, /= 6.7, TH).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d):
d (ppm) = 30.5, 31.8, 33.3, 54.4, 111.0, 112.5, 113.5, 113.6, 118.5, 120.3, 121.7, 123.1,
125.6, 125.8, 126.4, 128.3, 134.7, 136.3, 137.8, 138.3, 146.0, 153.8.

MS (FAB) m/z (%): 405.3 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C23H22N2Br* [M*]: 405.0961, gefunden: 405.0960.
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(E)-1-(3-Azidpropyl)-4-(2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl)chinolin-1-iumiodid

Rot-4m-N3

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Rot-4m-Br (0.17 g, 0.30 mmol),
Natriumazid (0.20 g, 3.00 mmol) und Natriumiodid (0.15 g, 1.00 mmol) in 3 mL
N,N-Dimethylformamid 19 h bei Raumtemperatur in einem verschlossenen Bordelglas
gerlhrt. AnschlieBend wurde die Mischung in ca. 150 mL Diethylether eingegossen, der
entstandene Niederschlag gesammelt und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Der
Niederschlag wurde im Anschluss mit 2 g Natriumiodid versetzt und zwischen 100 mL
Wasser und 100 mL Dichlormethan verteilt. Die wassrige Phase wurde zwet Mal mit
50 mL Dichlormethan nachextrahiert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
bet 35 °C entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde unter Verwendung von Ultraschall
in 10 mL Methanol suspendiert. Das Produkt wurde gesammelt und dret Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

dunkelroter Feststoff erhalten (68 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.23.

IR (DRIFT): & (cm™) = 2083 (s), 1586 (m), 1521 (m), 1349 (w).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.21 (p, /= 6.9, 2H), 3.58 (t, /= 6.6, 2H), 3.94 (s, 3H), 4.91 (t, /= 7.2, 2H), 7.36
(tt, /=7.2,5.7, 2H), 7.59 = 7.64 (m, 1H), 7.95 - 8.03 (m, 2H), 8.21 (ddd, /= 8.6, 6.9, 1.3,
1H), 8.27 (dd, /= 7.1, 1.9, 1H), 8.34 (s, 1H), 8.43 (t, / = 8.0, 2H), 8.57 (d, / = 15.6, TH),
8.96 (dd, /= 8.9, 14, 1H), 9.11 (d, /= 6.7, TH).
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13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 28.3, 33.4, 479, 53.4, 111.1, 112.6, 113.5, 113.7, 118.7, 120.4, 121.8, 123.2,
125.7,125.9, 126.5, 1284, 134.7, 136.4, 137.9, 137.9, 138.3, 146.1, 153.8.

MS (FAB) m/z (%): 368.2 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C23H22Ns* [M*]: 368.1870, gefunden: 368.1872.
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(E)-1-(3-Hydroxypropyl)-4-(2-(6-isopropyl-1H-indol-3-yl)vinyl)chinolin-1-ium-
iodid

Rot-5

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 15 (0.33 g, 1.00 mmol) und 6-
Isopropylindol-3-carboxaldehyd (24, 0.37 g, 2.00 mmol) in 10 mL Ethanol mit Piperidin
(0.19 g, 0.22 mL, 2.2 mmol) versetzt und 3 h bet 80 °C in einem verschlossenen
Bordelglas gerihrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde der erhaltene
Niederschlag dret Mal mit Diethylether gewaschen und unter vermindertem Druck

getrocknet. Es wurde ein schwarz-roter Feststoff erhalten (67 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80: 15:5): R = 0.21.

IR (DRIFT): & (cm™) = 2953 (w), 2864 (w), 1583 (s), 1556 (s), 1516 (m), 1397 (m),
1218 (m), 1044 (w).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 1.27 (s, 3H), 1.30 (s, 3H), 2.02 - 2.18 (m, 2H), 3.03 (g, / = 6.8, TH), 3.48 - 3.61
(m, 2H), 4.82 (t, /= 4.8, TH), 493 (t, /= 7.2, 2H), 7.20 (d, /= 8.4, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.92 -
8.07 (m, 2H), 8.11 - 8.24 (m, 2H), 8.28 (s, 1H), 8.37 — 8.48 (m, 2H), 8.56 (d, /= 15.4, 1H),
8.96 (d, /= 8.7, TH), 9.09 (d, / = 6.8, TH), 12.05 (s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 24.3, 31.9, 335, 53.5, 57.5, 109.6, 112.4, 113.3, 114.6, 118.7, 120.2, 120.7,
123.5,125.7, 126.5, 128.4, 133.0, 134.6, 137.8, 137.9, 139.0, 143.9, 146.1, 153.7.
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MS (FAB) m/z (%): 371.2 (58) [M*], 137.5 (61).

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir CosH27N20 [M*]: 371.2123, gefunden: 371.2126.

Elementaranalyse
berechnet fur CasH27IN20:
N: 5.62 % - gefunden: 5.42 % C: 60.25 % > gefunden: 58.11 %

H: 5.46 % - gefunden: 5.48 %
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(E)-1-(3-Hydroxypropyl)-4-(2-(6-isopropyl-1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl)-

chinolin-1-tumiodid

Rot-5m

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 15 (0.33 g, 1.00 mmol) und 25
(0.40 g, 2.00 mmol) in 10 mL Ethanol mit Piperidin (0.19 g, 0.22 mL, 2.2 mmol) versetzt
und 19 h bei 80 °C in einem verschlossenen Bordelglas gertihrt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde der erhaltene Niederschlag dret Mal mit Diethylether
gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet. Es wurde ein schwarz-roter

Feststoff erhalten (78 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.26.

IR (DRIFT): © (cm™) = 3297 (m), 2922 (w), 2871 (w), 1577 (m), 1550 (m), 1520 (s),
1221 (m), 1069 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

8 (ppm) = 1.30 (s, 3H), 1.32 (s, 3H), 1.98 — 2.16 (m, 2H), 3.06 (q, /= 6.4, 5.8, 1H), 3.53 (q,
J =53, 2H), 3.91 (s, TH), 4.82 (t, /= 4.8, 1H), 4.90 (t, / = 7.2, 2H), 7.24 (d, /= 8.0, TH),
7.44 (s, 1H), 7.87 — 8.01 (m, 2H), 8.11 — 8.22 (m, 2H), 8.25 (s, TH), 8.33 — 8.45 (m, 2H),
8.51(d, /= 15.5, 1H), 8.93 (d, /= 83, 1H), 9.07 (d, /= 6.7, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 18.5, 24.3,31.9, 33.3, 33.8, 57.5, 108.3, 112.3, 113.3, 113.7, 118.7, 120.4, 120.9,
124.0, 125.6, 126.4, 128.3, 134.6, 136.3, 137.8, 138.3, 138.4, 144.1, 146.0, 153.5.
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MS (FAB) m/z (%): 385.2 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir Co6H29N20 [M*]: 385.2280, gefunden: 385.2278.

Elementaranalyse
berechnet fur Ca¢H29IN20:
N: 5.47 % - gefunden: 5.16 % C: 60.94 % > gefunden: 60.18 %

H: 5.70 % - gefunden: 5.86 %
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(E)-1-(3-Brompropyl)-4-(2-(6-isopropyl-1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl)chinolin-

1-iumbromid

Rot-5m-Br

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Rot-5m (0.26 g, 0.50 mmol),
Triphenylphosphin (0.39 g, 1.50 mmol) und Tetrabrommethan (0.55 g, 1.65 mmol) in 5
mL Dichlormethan in eitnem verschlossenen Boérdelglas 2 h bet Raumtemperatur
gerthrt. Im Anschluss wurde die Mischung mit 0.1 g Natriumbromid versetzt und in
100 mL Aceton und 75 mL Methanol geldst. Nach Entfernung des Losungsmittels bet
50 °C unter vermindertem Druck bis auf einen verbleibenden Rest von ca. 10 mL
eingeengt. Die Suspension wurde mit 5 mL Methanol verdiinnt und das Produkt mit
Hilfe von Ultraschall gewonnen. Das Produkt wurde gesammelt und drei Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

schwarzroter Feststoff erhalten (76 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.32.

IR (DRIFT): & (cm™) = 2951 (w), 1578 (m), 1552 (w), 1516 (m).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 1.31 (s, 3H), 1.32 (s, 3H), 3.07 (g, /= 7.0, TH), 3.13 = 3.60 (m, 2H), 3.69 (t, / =
6.6, 2H), 3.92 (s, 3H), 494 (t, /=73, 2H), 7.25 (d, /= 8.2, TH), 7.46 (s, 1H), 7.92 - 7.99
(m, 2H), 8.19 (t, /= 8.5, 2H), 8.27 (s, 1H), 8.41 (dd, /= 7.9, 4.0, 2H), 8.55 (d, /= 15.5, 1H),
8.95(d, /= 8.7, TH), 9.07 (d, / = 6.8, TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 24.2, 30.5, 31.8, 33.3, 33.7, 54.3, 85.9, 108.2, 112.2, 113.3, 113.7, 118.5, 120.3,
120.9, 123.9, 125.6, 126.4, 128.3, 134.6, 136.4, 137.8, 138.3, 138.6, 144.1, 145.9, 153.8.

MS (FAB) m/z (%): 447.0 (20) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fir CaeH2sN2Br* [M*]: 447.1430, gefunden: 447.1429.
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Azidpropyl)-4-(2-(6-isopropyl-1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl)chinolin-

1-tumiodid

Rot-5m-Ns

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Rot-5m-Br (0.16 g, 0.30 mmol),
Natriumazid (0.20 g, 3.00 mmol) und Natriumiodid (0.15 g, 1.00 mmol) in 3 mL
N, N -Dimethylformamid 19 h bet Raumtemperatur in einem verschlossenen Bordelglas
gerlhrt. AnschlieBend wurde die Mischung in ca. 150 mL Diethylether eingegossen, der
entstandene Niederschlag gesammelt und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Der
Niederschlag wurde im Anschluss mit 2 g Natriumiodid versetzt und zwischen 100 mL
Wasser und 100 mL Dichlormethan verteilt. Die wassrige Phase wurde zwet Mal mit
50 mL Dichlormethan nachextrahiert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
bet 35 °C entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde unter Verwendung von Ultraschall
in 10 mL Methanol suspendiert. Das Produkt wurde gesammelt und dret Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

dunkelroter Feststoff erhalten (69 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.27.

IR (DRIFT): & (cm™") = 2952 (w), 2095 (s), 1578 (m), 1516 (s), 1219 (m).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-d):

d (ppm) = 1.31 (s, 3H), 1.32 (s, 3H), 2.19 (p, /= 6.7, 2H), 3.08 (hept, /= 7.0, 1H), 3.57 (t,
J=16.5,2H),392 (s, 3H), 489 (t, /=73, 2H), 7.25 (dd, /= 8.2, 1.6, TH), 745 (d, /= 1.6,
1H), 7.90 — 8.02 (m, 2H), 8.13 - 8.23 (m, 2H), 8.25 (s, TH), 8.40 (dd, /= 7.8, 3.7, 2H), 8.53
(d, /=15.5, 1H), 8.90 — 9.00 (m, 1H), 9.08 (d, /= 6.7, TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 24.3, 28.3,33.4,33.8,47.9,53.3,108.3, 112.3, 113.4, 113.7, 118.6, 120.4, 121.0,
124.0, 125.7, 126.4, 128.4, 134.7, 136.5, 137.9, 138.4, 138.7, 144.2, 146.0, 153.8.

MS (FAB) m/z (%): 410.3 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C26H2gNs* [M*]: 410.2339, gefunden: 410.2340.

249



250

Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Hydroxypropyl)-4-(2-(2-phenyl-1H-indol-3-yl)vinyl)chinolin-1-ium-
iodid

Rot-6

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 15 (50.0 mg, 0.15 mmol) und 2-
Phenyl-TH-indol-3-carbaldehyd (26, 67.3 mg, 0.30 mmol) in 2 mL Ethanol mit Piperidin
(0.07 g, 0.08 mL, 0.33 mmol) versetzt und 17 h bet 80 °C in einem verschlossenen
Bordelglas gerihrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde der erhaltene
Niederschlag gesammelt, dret Mal mit Diethylether gewaschen und aus Ethanol
umkristallisiert. Das Produkt wurde unter vermindertem Druck getrocknet und konnte

als tiefroter Feststoff gewonnen werden (77 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.25.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3178 (w), 1560 (s), 1453 (m), 1388 (m), 1223 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.04 -2.16 (m, 2H), 3.53 (9, /=5.2, 2H), 4.82 (t, /= 4.7, 1H), 494 (t, /= 7.2,
2H), 7.36 (g, /= 4.3, 3.8, 2H), 7.61 (dq, /= 23.5, 5.9, 4.8, 4H), 7.75 (d, /= 6.7, 2H), 7.96 -
8.09 (m, 2H), 8.20 (dd, /= 16.7, 7.5, 3H), 8.32 — 8.39 (m, 1H), 8.44 (d, /= 8.7, 1H), 8.87
(d, /=85, TH), 9.04 (d, /= 6.5, TH), 12.44 (s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 31.9, 53.7, 57.4, 111.2, 112.4, 114.1, 114.4, 118.8, 122.0, 123.7, 125.6, 125.8,
126.5, 128.7, 129.2, 129.4, 129.8, 130.7, 134.7, 137.0, 137.7, 138.2, 145.2, 146.7, 153.8.



Synthesevorschriften

MS (FAB) m/z (%): 405.1 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C2gH2sN20 [M*]: 405.1967, gefunden: 405.1965.

Elementaranalyse
berechnet fur C2gH2sIN20:
N: 5.26 % - gefunden: 5.21 % C: 63.16 % > gefunden: 62.09 %

H: 4.73 % - gefunden: 4.74 %
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Hydroxypropyl)-4-(2-(1-methyl-2-phenyl-1H-indol-3-yl)vinyl)chinolin-

1-tumiodid

Rot-6m

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 15 (0.33 g, 1.00 mmol) und 27
(0.47 g, 2.00 mmol) in 13 mL Ethanol mit Piperidin (0.19 g, 0.22 mL, 2.2 mmol) versetzt
und 19 h bet 80 °C in einem verschlossenen Bordelglas geriihrt. Nach Abklhlen auf
Raumtemperatur wurde der erhaltene Niederschlag gesammelt, dret Mal mit
Diethylether gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet. Aus der
Mutterlauge konnte eine 2. Fraktion gewonnen werden. Es wurde ein dunkelroter

Feststoff erhalten (83 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.29.

IR (DRIFT): & (cm™") = 3355 (w), 1580 (m), 1550 (s), 1386 (m), 1227 (s).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.06 (p, /= 6.5, 2H), 3.50 (q, /= 5.4, 2H), 3.71 (s, 3H), 4.79 (t, /= 4.8, 1H), 4.90
t /=71,2H), 7.37 =748 (m, 2H), 7.59 - 7.74 (m, 6H), 7.80 — 7.99 (m, 4H), 8.18 (t, / =
7.9, 1H), 8.39 (t, /= 7.6, 2H), 8.68 (d, /= 8.4, 1H), 8.98 (d, /= 6.6, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

6 (ppm) = 31.5, 31.8, 53.7, 57.4, 111.3, 111.9, 113.6, 113.7, 118.8, 121.0, 122.5, 123.7,
124.7, 125.7, 126.2, 128.6, 129.0, 129.3, 129.8, 131.0, 134.7, 137.7, 137.9, 146.6, 147.2,
153.5, 162.4.



Synthesevorschriften

MS (FAB) m/z (%): 419.1 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir CogH27N20O [M*]: 419.2123, gefunden: 419.2121.

Elementaranalyse
berechnet fur Ca9H27IN20:
N: 5.13 % - gefunden: 5.01 % C: 63.74 % > gefunden: 62.89 %

H: 4.98 % - gefunden: 4.95 %
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Brompropyl)-4-(2-(1-methyl-2-phenyl-1H-indol-3-yl)vinyl)chinolin-1-

tumbromid

Rot-6m-Br

Unter Argonatmosphdre wurde eine Mischung aus Rot-6m (0.27 g, 0.50 mmol),
Triphenylphosphin (0.39 g, 1.50 mmol) und Tetrabrommethan (0.55 g, 1.65 mmol) in 5
mL Dichlormethan in einem verschlossenen Boérdelglas 2 h bei Raumtemperatur
gerthrt. Im Anschluss wurde die Mischung mit 0.1 g Natriumbromid versetzt und in
100 mL Aceton und 75 mL Methanol geldst. Nach Entfernung des Losungsmittels bet
50 °C unter vermindertem Druck bis auf einen verbleibenden Rest von ca. 10 mL
eingeengt. Die Suspension wurde mit 5 mL Methanol verdiinnt und das Produkt mit
Hilfe von Ultraschall gewonnen. Das Produkt wurde gesammelt und dret Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

schwarzroter Feststoff erhalten (90 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.48.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3340 (w), 1550 (s), 1385 (s), 1222 (m), 1130 (w).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-d):

S (ppm) = 2.41-2.49 (m, 2H), 3.66 (t, /= 6.9, 2H), 3.74 (s, 3H), 4.88 —4.99 (m, 2H), 7.41
—7.49 (m, 2H), 7.64 = 7.75 (m, 6H), 7.89 — 8.03 (m, 4H), 8.17 — 8.24 (m, 1H), 8.44 (dd, /=
8.0, 4.6, 2H), 8.72 (d, /= 9.0, TH), 8.95 - 9.04 (m, TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 30.5, 31.5, 31.8, 54.5, 111.3, 111.9, 113.5, 113.8, 118.6, 120.9, 122.4, 123.6,
124.6, 125.7, 126.3, 128.5, 128.9, 129.2, 129.7, 130.9, 134.7, 137.7, 137.8, 137.9, 146.5,
147.3, 153.7.

MS (FAB) m/z (%): 481.0 (20) [M~].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet flir CogH26N2Br* [M*]: 481.1274, gefunden: 481.1276.
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Azidpropyl)-4-(2-(1-methyl-2-phenyl-1H-indol-3-yl)vinyl)chinolin-1-

iumiodid

Rot-6m-N3

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Rot-6m-Br (0.17 g, 0.30 mmol),
Natriumazid (0.20 g, 3.00 mmol) und Natriumiodid (0.15 g, 1.00 mmol) in 3 mL
N, N -Dimethylformamid 19 h bei Raumtemperatur in einem verschlossenen Bordelglas
gerthrt. AnschlieBend wurde die Mischung in ca. 200 mL Diethylether eingegossen, der
entstandene Niederschlag gesammelt und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Der
Niederschlag wurde im Anschluss mit 2 g Natriumiodid versetzt und zwischen 100 mL
Wasser und 100 mL Dichlormethan verteilt. Die wassrige Phase wurde zwet Mal mit
50 mL Dichlormethan nachextrahiert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
bet 35 °C entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde unter Verwendung von Ultraschall
in 10 mL Methanol suspendiert. Das Produkt wurde gesammelt und drei Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

schwarzroter Feststoff erhalten (84 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.45.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3390 (w), 2098 (s), 1580 (m), 1385 (m), 1220 (w).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.16 (p, /= 6.7, 2H), 3.54 (t, /= 6.6, 2H), 3.72 (s, 3H), 4.90 (t, /= 7.3, 2H), 7.43
(p, /=7.1,2H),7.62 -7.74 (m, 6H), 7.84 — 8.01 (m, 4H), 8.19 (t, /= 7.9, 1H), 841 (t, /=
9.0, 2H), 8.69 (d, /= 8.5, 1H), 9.01 (d, /= 6.7, TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 28.2, 31.5, 47.7, 53.5, 111.3, 112.0, 113.6, 113.8, 118.8, 121.0, 122.5, 123.7,
124.7, 125.7, 126.3, 128.6, 129.0, 129.3, 129.8, 131.0, 134.7, 137.7, 137.9, 137.9, 146.5,
147.3, 153.7.

MS (FAB) m/z (%): 444.1 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet flir CogH26Ns* [M*]: 444.2183, gefunden: 444.2181.
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Synthesevorschriften

(E)-4-(2-(5-(Benzyloxy)-1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl)-1-(3-hydroxypropyl)-

chinolin-1-tumiodid

Rot-7m

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 15 (0.17 g, 0.50 mmol) und 29
(0.27 g, 1.00 mmol) in 6.5 mL Ethanol mit Piperidin (0.09 g, 0.11 mL, 1.10 mmol) versetzt
und 3 h bet 80 °C in einem verschlossenen Bordelglas gertihrt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde der erhaltene Niederschlag gesammelt, dret Mal mit
Diethylether gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet. Aus der
Mutterlauge konnte eine 2. Fraktion gewonnen werden. Es wurde ein roter Feststoff

erhalten (96 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.29.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3334 (m), 3013 (w), 1589 (s), 1523 (m), 1048 (s).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.08 (s, 2H), 3.54 (s, 2H), 3.88 (s, 3H), 4.84 (s, 1H), 4.90 (s, 2H), 5.26 (s, 2H),
7.05 (s, TH), 7.47 (d, /= 3 5.0, 6H), 7.79 (s, 3H), 8.17 (s, 1H), 8.38 (s, 3H), 8.55 (d, /= 15.6,
1H), 8.89 (s, TH), 9.05 (s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 31.9, 33.6, 53.4, 57.5, 69.9, 103.9, 111.9, 112.2, 113.0, 113.3, 113.5, 118.7,
125.6, 126.3, 127.1, 127.7, 127.8, 128.2, 128.4, 132.9, 134.5, 135.7, 137.4, 137.8, 138.0,
145.9, 153.5, 154.5.

MS (FAB) m/z (%): 449.0 (100) [M*].
HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C3oH29N202 [M*]: 449.2224, gefunden: 449.2222.



Synthesevorschriften

1-(3-Hydroxypropyl)-4-methylpyridin-1-iumiodid

N, ©
e ) !

N

KLOH 31

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 4-Methylpyridin (30, 047 g,
0.49 mL, 5.0 mmol) und 3-lod-1-propanol (0.72 mL, 1.40 g, 7.5 mmol) in 3 mL 1,4-
Dioxan 16 h bet 101 °C in einem verschlossenen Bordelglas gerthrt. Nach Abkuhlen
auf Raumtemperatur wurde die Mischung mit 7 mL Diethylether verdiinnt und
grundlich vermischt. AnschlieBend wurde die obere Phase entfernt und der
Reinigungsschritt zwei Mal wiederholt. Das Produkt wurde nach Trocknung unter

vermindertem Druck als braunes Ol in quantitativer Ausbeute erhalten.

DC (Dichlormethan : Methanol = 9: 1): R = 0.04.

IR (DRIFT): & (cm™") = 3442 (s), 3047 (m), 2926 (m), 1643 (m), 1068 (w).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 1.97 - 2.12 (m, 2H), 2.60 (s, 3H), ), 3.40 — 3.45 (m, 2H), 3.45 - 3.84 (m, 1H),
4.61(t /=170, 2H),7.98 (d, /= 6.1, 2H), 8.88 — 8.97 (m, 2H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 21.4,33.1,57.1, 57.8, 128.1, 128.3, 143.8, 144.0, 158.6.

MS (FAB) m/z (%): 152.6 (100) [M*].

259



260

Synthesevorschriften

(E)-4-(2-(5-Cyano-1-methyl-1H-pyrrol-3-yl)vinyl)-1-(3-hydroxypropyl)-

pyridin-1-iumiodid

\ Blau-1m

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 31 (0.21 g, 1.00 mmol) und 4-
Formyl-1-methyl-1H-pyrrol-2-carbonitril (0.20 g, 2.00 mmol) in 10 mL Ethanol mit
Piperidin (0.14 g, 0.16 mL, 1.65 mmol) versetzt und 19 h bei 65 °C in einem
verschlossenen Bordelglas gerihrt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde der
erhaltene Niederschlag drei Mal mit Diethylether gewaschen und unter vermindertem
Druck getrocknet. Aus der Mutterlauge konnte eine 2. Fraktion gewonnen werden. Es

wurde ein beige-brauner Feststoff erhalten (69 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.10.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3345 (s), 2211 (s), 1610 (s), 1314 (w), 1146 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 1.93 - 2.13 (m, 2H), 3.39 - 3.53 (m, 2H), 3.81 (s, 3H), 4.44 - 4.63 (m, 2H), 4.74
(s, TH), 7.13 (d, /= 16.0, 1H), 7.41 (s, TH), 7.64 (s, 1H), 7.87 (d, /= 15.8, 1H), 8.08 (d, / =
5.6, 2H), 8.84 (d, /= 5.9, 2H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 33.1, 35.5, 57.1, 57.3, 105.6, 113.0, 117.9, 120.5, 121.3, 122.8, 131.0, 133.8,
144.2, 153.2.



Synthesevorschriften

MS (FAB) m/z (%): 268.1 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C16H1gN3O [M*]: 268.1450, gefunden: 268.1448.

Elementaranalyse
berechnet fur C1gH1sIN3O:
N: 10.63 % - gefunden: 10.45 % C: 48.62 % > gefunden: 48.71 %

H: 4.59 % - gefunden: 4.39 %
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Synthesevorschriften

(E)-4-(2-(5-Cyano-1-methyl-1H-pyrrol-3-yl)vinyl)-1-(3-iodpropyl) pyridin-

1-tum-iodid

\ Blau-1m-I

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Blau-1m (0.20 g, 0.50 mmol),
Triphenylphosphin (0.39 g, 1.50 mmol) und Tetrabrommethan (0.55 g, 1.65 mmol) in 5
mL Dichlormethan in einem verschlossenen Boérdelglas 2 h bei Raumtemperatur
gerthrt. Im Anschluss wurde die Mischung mit 2 g Natriumiodid versetzt und in 75 mL
Aceton und 10 mL Methanol geldst. Nach Entfernung des Losungsmittels bei 50 °C
unter vermindertem Druck wurde der erhaltene Ruckstand in 20 mL Aceton und 8 mL
Methanol aufgenommen und 90 h bei 50 °C gerthrt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde der enthaltene Niederschlag abgetrennt und das Filtrat bet
50 °C unter vermindertem Druck bis auf einen verbleibenden Rest von ca. 5 mL
eingeengt. Die Suspension wurde mit 5 mL Methanol verdiinnt und das Produkt mit
Hilfe von Ultraschall gewonnen. Das Rohprodukt wurde gesammelt, dret Mal mit
Diethylether gewaschen und zwischen 50 mL Wasser und 150 mL Dichlormethan
verteilt. Die wassrige Phase wurde zwei Mal mit 50 mL Dichlormethan nachextrahiert,
die vereinigten organischen Phasen bet 50 °C unter vermindertem Druck eingeengt
und der erhaltene Rickstand im Ultraschallbad in 10 mL Methanol suspendiert. Das
Produkt wurde gesammelt und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Nach Trocknung

unter vermindertem Druck wurde ein beige-brauner Feststoff erhalten (95 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.18.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3036 (w), 2221 (s), 1597 (s), 1501 (m), 1150 (m).



Synthesevorschriften

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) =245 (t, /=7.0,2H),3.24 (t, /=7.0, 2H), 3.81 (s, 3H), 449 (t, /= 7.1, 2H), 7.11
(d, /=16.1, TH), 7.40 (s, 1H), 7.63 (s, 1H), 7.87 (d, /= 16.0, TH), 8.08 (d, /= 6.5, 2H), 8.82
(d, /= 64, 2H).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg):

d (ppm) = 32.3, 34.0, 58.5, 104.2, 111.5, 116.4, 118.9, 119.7, 121.57, 129.5, 132.5, 142.6,
151.9.

MS (FAB) m/z (%): 378.1 (60) [M~].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fir C16H17Nsl* [M*]: 378.0462, gefunden: 378.0464.
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Azidpropyl)-4-(2-(5-cyano-1-methyl-1H-pyrrol-3-yl)vinyl) pyridin-

1-tumiodid

\ Blau-1m-N3s

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus (Blau-1m-I) (0.15 g, 0.30 mmol),
Natriumazid (0.20 g, 3.00 mmol) und Natriumiodid (0.15 g, 1.00 mmol) in 3 mL
N,N-Dimethylformamid 19 h bei Raumtemperatur in einem verschlossenen Bordelglas
gerlhrt. AnschlieBend wurde die Mischung in ca. 150 Diethylether und 50 mL Hexan
eingegossen und die Uberstehende Losung vom entstandenen Niederschlag
abdekantiert. Der Niederschlag wurde im Anschluss zwei Mal mit Diethylether
gewaschen, mit 2 g Natriumiodid versetzt und zwischen 50 mL Wasser und 150 mL
Dichlormethan verteilt. Die wassrige Phase wurde zwei Mal mit 50 mL Dichlormethan
nachextrahiert, die organischen Phasen vereinigt und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck bei 35 °C entfernt. Der erhaltene Rickstand wurde unter
Verwendung von Ultraschall in 3 mL Methanol und 12 mL Aceton geldst und mit
120 mL Diethylether und 100 mL Hexan verdiinnt. Diese Mischung wurde bet 35 °C
unter vermindertem Druck fast vollstandig vom Diethylether befreit. Nach
Ultraschallbehandlung wurde das Produkt gesammelt und dret Mal mit Diethylether
gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein beige-brauner

Feststoff erhalten (82 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.12.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3006 (w), 2219 (s), 2074 (s), 1611 (s), 1150 (m).



Synthesevorschriften

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.17 (p, /= 6.9, 2H), 3.47 (t, /= 6.4, 2H), 3.81 (s, 3H), 4.52 (t, /= 7.1, 2H), 7.12
(d, /=16.1, TH), 7.41 (s, 1H), 7.64 (s, 1H), 7.88 (d, /= 16.1, TH), 8.10 (d, / = 6.6, 2H), 8.86
(d, /= 6.6, 2H).

13C-NMR (100 MHz, DMSO-dg):

d (ppm) = 295, 35.5, 47.6, 57.2, 105.7, 113.0, 117.9, 120.5, 121.2, 122.9, 131.0, 134.0,
144.1, 153.3.

MS (FAB) m/z (%): 293.2 (95) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C1eH17Ne* [M+]: 293.1509, gefunden: 293.1508.
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Synthesevorschriften

1-(3-Hydroxypropyl)-2-methylpyridin-1-iumiodid

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 2-Methylpyridin (33, 047 g,
0.49 mL, 5.0 mmol) und 3-lod-1-propanol (0.72 mL, 1.40 g, 7.5 mmol) in 3 mL 1,4-
Dioxan 16 h bet 101 °C in einem verschlossenen Bordelglas gerthrt. Nach Abkuhlen
auf Raumtemperatur wurde die Mischung mit 7 mL Diethylether verdiinnt und
grindlich vermischt. AnschlieBend wurde die obere Phase entfernt und der
Reinigungsschritt zwei Mal wiederholt. Das Produkt wurde nach Trocknung unter

vermindertem Druck als braunes Ol in quantitativer Ausbeute erhalten.

DC (Dichlormethan : Methanol = 9: 1): R = 0.04.

IR (DRIFT): v(cm™") = 3441 (s), 3041 (m), 2929 (m), 2882 (w), 1633 (m), 1054 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.02 (p, /= 6.5, 2H), 2.84 (s, 3H), 3.34 — 3.40 (m, 1H), 3.49 (t, /= 5.8, 2H), 4.62
(t, /=7.3,2H),796 (t, /= 6.8, 1H), 8.04 (d, /= 8.1, 1H), 8.47 (td, /= 7.8, 1.7, TH), 8.96
(d, /= 6.1, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

S (ppm) = 19.6, 32.1, 55.0, 57.2, 125.5, 129.8, 145.0, 145.5, 155.2.

MS (FAB) m/z (%): 152.6 (100) [M*].



Synthesevorschriften

(E)-2-(2-(1 H-Indol-3-yl)vinyl)-1-(3-hydroxypropyl)pyridin-1-iumiodid

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 34 (0.28 g, 1.00 mmol) und Indol-
3-carbaldehyd (16, 0.44 g, 3.00 mmol) in 13 mL Ethanol mit Piperidin (0.19 g, 0.22 mL,
2.20 mmol) versetzt und 19 h bet 80 °C in einem verschlossenen Boérdelglas geruhrt.
Nach Abkulhlen auf Raumtemperatur wurde der erhaltene Niederschlag gesammelt,
dret Mal mit Diethylether gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet. Das

Produkt konnte als gelber Feststoff gewonnen werden (67 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.18. =

IR (DRIFT): © (cm™) = 3375 (w), 3174 (m), 3029 (w), 1609 (s), 1562 (m), 1425 (m),
1323 (w).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.07 (g, /= 6.6, 2H), 3.54 (q, /=54, 2H),4.78 (t, /= 7.2, 2H), 498 (t, /= 4.7,
1H), 7.09 —= 7.41 (m, 3H), 7.52 (d, /= 7.8, 1H), 7.72 (t, /= 6.7, 1H), 8.15 (d, / = 7.4, 2H),
8.23 - 8.44 (m, 2H), 8.54 (d, /= 8.7, TH), 8.77 (d, /= 6.5, TH), 12.03 (s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 32.2, 54.7, 57.1, 109.6, 112.6, 113.5, 120.2, 121.4, 122.9, 123.0, 123.7, 124.9,
132.6, 137.4, 138.5, 143.1, 144.7, 153.1.



Synthesevorschriften

MS (FAB) m/z (%): 279.2 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C1gH19N20O [M*]: 279.1496, gefunden: 279.1499.

Elementaranalyse
berechnet fur Cy1gH19IN2O:
N: 6.90 % > gefunden: 6.77 % C: 53.22 % - gefunden: 52.56 %

H: 4.71 % - gefunden: 4.72 %
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Hydroxypropyl)-2-(2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl)pyridin-1-ium-
iodid

=
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OH Griin-1m

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 34 (0.28 g, 1.00 mmol) und 17
(0.34 g, 2.11 mmol) in 13 mL Ethanol mit Piperidin (0.19 g, 0.22 mL, 2.2 mmol) versetzt
und 20 h bet 80 °C in einem verschlossenen Bordelglas gertihrt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde der erhaltene Niederschlag dret Mal mit Diethylether
gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet. Es wurde ein orangefarbener
Feststoff erhalten (66 %).

269

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80:15:5): = 0.11.
IR (DRIFT): & (cm™") = 3356 (M), 1604 (s), 1561 (m), 1501 (m), 1380 (m), 1053 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.06 (t, /=7.0, 2H), 3.54 (q, /= 5.3, 2H), 3.91 (s, 3H), 4.77 (t, /= 7.6, 2H), 4.97
(t, /=46, 1H), 7.22 - 7.40 (m, 3H), 7.60 (d, /= 8.0, TH), 7.72 (t, /= 6.7, 1H), 8.05 — 8.22
(m, 2H), 8.27 (d, /= 15.5, 1H), 8.36 (t, /= 7.9, TH), 8.55 (d, /= 8.5, 1H), 8.76 (d, /= 6.2,
TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 32.1, 33.2, 54.7, 57.1, 109.5, 111.0, 112.5, 120.3, 121.6, 122.8, 123.0, 123.8,
125.3, 137.9, 143.0, 144.7, 153.0.



Synthesevorschriften

MS (FAB) m/z (%): 293.3 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C19H21N20 [M*]: 293.1654, gefunden: 293.1655.

Elementaranalyse
berechnet flir C19H21IN20:
N: 6.67 % > gefunden: 6.68 % C: 54.30 % > gefunden: 54.08 %

H: 5.04 % - gefunden: 4.97 %
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-lodpropyl)-2-(2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl) pyridin-1-iumiodid

X
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Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Griin-1m (0.21 g, 0.50 mmol),
Triphenylphosphin (0.39 g, 1.50 mmol) und Tetrabrommethan (0.55 g, 1.65 mmol) in
5 mL Dichlormethan in einem verschlossenen Bordelglas 2 h bei Raumtemperatur
gerthrt. Im Anschluss wurde die Mischung mit 2 g Natriumiodid versetzt und in 75 mL
Aceton und 10 mL Methanol gel6st. Nach Entfernung des Losungsmittels bet 50 °C
unter vermindertem Druck wurde der erhaltene Riickstand in 10 mL Aceton und 6 mL
Methanol aufgenommen und 71 h bei 50 °C gerthrt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde der enthaltene Niederschlag abgetrennt und das Filtrat bet
50 °C unter vermindertem Druck bis auf einen verbleibenden Rest von ca. 5 mL
eingeengt. Die Suspension wurde mit 10 mL Methanol verdiinnt und das Produkt mit
Hilfe von Ultraschall gewonnen. Das Produkt wurde gesammelt und dret Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

orangefarbener Feststoff erhalten (69 %).
DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 :15:5): R = 0.13.
IR (DRIFT): & (cm™") = 3025 (w), 1598 (m), 1556 (w), 1501 (m), 1316 (m).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.36 — 2.47 (m, 2H), 3.36 — 3.52 (m, 2H), 3.91 (s, 3H), 4.80 (dt, / = 26.3, 7.7,
2H), 7.19-7.38 (m, 3H), 7.60 (d, /= 8.1, TH), 7.73 (t, /= 6.9, 1H), 8.16 (dd, /= 14.7, 6.9,
2H), 8.26 - 8.41 (m, 2H), 8.57 (d, /= 8.7, TH), 8.71 - 8.84 (m, TH).
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Synthesevorschriften

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 28.6, 31.2, 53.8, 55.6, 107.4, 109.0, 110.4, 118.2, 119.5, 121.0, 122.0, 123.5,
133.5,133.7, 135.8, 135.9, 141.3, 142.6, 151.1.

MS (FAB) m/z (%): 403 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C19H20IN2* [M*]: 403.0666, gefunden: 403.0664.

272



Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Azidopropyl)-2-(2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl) pyridin-1-iumiodid

N3 Griin-1m-N3

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Griin-1m-I (0.16 g, 0.30 mmol),
Natriumazid (0.20 g, 3.00 mmol) und Natriumiodid (0.15 g, 1.00 mmol) in 3 mL
N, N -Dimethylformamid 19 h bei Raumtemperatur in einem verschlossenen Bordelglas
gerlhrt. AnschlieBend wurde die Mischung in ca. 150 Diethylether eingegossen, der
entstandene Niederschlag gesammelt und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Der
Niederschlag wurde im Anschluss mit 2 g Natriumiodid versetzt und zwischen 100 mL
Wasser und 100 mL Dichlormethan verteilt. Die wassrige Phase wurde zwet Mal mit
50 mL Dichlormethan nachextrahiert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
bet 35 °C entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde unter Verwendung von Ultraschall
in 15 mL Methanol suspendiert. Das Produkt wurde gesammelt und dret Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

orangefarbener Feststoff erhalten (79 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80:15:5): R = 0.11.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3028 (w), 2098 (s), 1598 (m), 1556 (w), 1503 (m), 1380 (m).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.13 (p, /= 6.6, 2H), 3.60 (t, /= 6.2, 2H), 3.91 (s, 3H), 4.78 (t, /= 7.4, 2H), 7.21
—7.38 (m, 3H), 7.60 (d, /= 8.1, 1H), 7.73 (t, /= 6.9, 1H), 8.16 (t, /= 4.1, 2H), 829 (d, / =
15.6, 1H), 8.37 (t, /= 8.0, TH), 8.57 (d, /= 8.6, TH), 8.78 (d, / = 6.5, TH).
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Synthesevorschriften

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 285, 33.3, 47.7, 54.7, 109.5, 111.1, 112.5, 120.1, 121.6, 123.0, 123.1, 123.9,
125.4,135.9, 137.9, 138.0, 143.2, 144.7, 153.1.

MS (FAB) m/z (%): 318 (100) [M*], 136 (35).

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C19H20Ns* [M+]: 318.1713, gefunden: 318.1715.
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Synthesevorschriften

(E)--4-(2-(1H-Indol-3-yl)vinyl)-1-(3-hydroxypropyl)pyridin-1-iumiodid
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Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 31 (0.28 g, 1.00 mmol) und Indol-

3-carbaldehyd (16, 0.44 g, 3.00 mmol) in 13 mL Ethanol mit Piperidin (0.19 g, 0.22 mL,

Griin-2

2.20 mmol) versetzt und 19 h bei 80 °C in einem verschlossenen Bordelglas gerihrt.
Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde der erhaltene Niederschlag gesammelt,
dret Mal mit Diethylether gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet. Das

Produkt konnte als gelber Feststoff gewonnen werden (61 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.22.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3372 (w), 3175 (m), 1604 (s), 1504 (m), 1364 (w).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.05 (s, 2H), 3.46 (s, 2H), 4.49 (s, 2H), 4.76 (s, TH), 7.19 — 7.38 (m, 3H), 7.46 —
7.58 (m, TH), 7.99 (s, 1H), 8.10 — 8.34 (m, 4H), 8.75 (d, /= 6.1, 2H), 11.95 (s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 33.1, 56.8, 57.1, 112.6, 113.6, 116.8, 120.4, 121.1, 121.7, 122.9, 124.9, 1324,
136.4, 137.5, 143.5, 154.5.

MS (FAB) m/z (%): 279.3 (20) [M~].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fir C1gH19N20 [M*]: 279.1496, gefunden: 279.1497.
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Synthesevorschriften

Elementaranalyse
berechnet fur C1gH19IN20:
N: 6.90 % > gefunden: 6.86 % C: 53.22 % > gefunden: 52.95 %

H: 4.71 % - gefunden: 4.69 %
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Hydroxypropyl)-4-(2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl) pyridin-

1-tumiodid

\ Griin-2m

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 31 (0.28 g, 1.00 mmol) und 17
(0.34 g, 2.11 mmol) in 13 mL Ethanol mit Piperidin (0.19 g, 0.22 mL, 2.2 mmol) versetzt
und 20 h bet 80 °C in einem verschlossenen Bordelglas gertihrt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde der erhaltene Niederschlag drei Mal mit Diethylether
gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet. Es wurde ein orangefarbener

Feststoff erhalten (69 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.18.

IR (DRIFT): & (cm™") = 3333 (m), 1594 (s), 1504 (m), 1307 (w), 1173 (m).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.05 (p, /= 6.6, 2H), 3.46 (g, /= 5.5, 2H), 3.88 (s, 3H), 449 (t, /= 7.0, 2H), 4.76
(t, /=48, 1H), 7.25-7.36 (m, 3H), 7.57 (d, /= 8.0, 1H), 7.97 (s, TH), 8.12 — 8.27 (m, 4H),
8.75 (d, /= 6.5, 2H).

13C-NMR 100 MHz, DMSO-de):

d (ppm) = 33.1, 56.8, 57.1, 111.0, 112.6, 116.8, 120.6, 121.4, 121.8, 123.0, 125.3, 135.7,
135.8, 138.0, 143.5, 154.3.
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Synthesevorschriften

MS (FAB) m/z (%): 293.2 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C19H21N20 [M*]: 293.1648, gefunden: 293.1648.

Elementaranalyse
berechnet flir C19H21IN20:
N: 6.67 % > gefunden: 6.58 % C: 54.30 % > gefunden: 53.99 %

H: 5.04 % - gefunden: 5.05 %
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-lodpropyl)-4-(2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl) pyridin-1-iumiodid
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Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Griin-2m (0.21 g, 0.50 mmol),
Triphenylphosphin (0.39 g, 1.50 mmol) und Tetrabrommethan (0.55 g, 1.65 mmol) in 5
mL Dichlormethan in eitnem verschlossenen Boérdelglas 2 h bet Raumtemperatur
gerthrt. Im Anschluss wurde die Mischung mit 2.5 g Natriumiodid versetzt und in
75 mL Aceton und 10 mL Methanol geldst. Nach Entfernung des Losungsmittels bei
50 °C unter vermindertem Druck wurde der erhaltene Rickstand in 20 mL Aceton und
8 mL Methanol aufgenommen und 90 h bei 50 °C gerihrt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde der enthaltene Niederschlag abgetrennt und das Filtrat bet
50 °C unter vermindertem Druck bis auf einen verbleibenden Rest von ca. 5 mL
eingeengt. Die Suspension wurde mit 10 mL Methanol verdiinnt und das Produkt mit
Hilfe von Ultraschall gewonnen. Das Rohprodukt wurde gesammelt, drei Mal mit
Diethylether gewaschen und zwischen 50 mL Wasser und 150 mL Dichlormethan
verteilt. Die wassrige Phase wurde zwei Mal mit 50 mL Dichlormethan nachextrahiert,
die vereinigten organischen Phasen bei 50 °C unter vermindertem Druck eingeengt
und der erhaltene Riickstand im Ultraschallbad in 10 mL Methanol suspendiert. Das
Produkt wurde gesammelt und dret Mal mit Diethylether gewaschen. Nach Trocknung

unter vermindertem Druck wurde ein orangefarbener Feststoff erhalten (95 %).
DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.33.

IR (DRIFT): & (cm™") = 1586 (m), 1567 (w), 1370 (w), 1169 (m).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.42 -2.48 (m, 2H), 3.25 (t, /= 7.0, 2H), 3.89 (s, 3H), 445 (t, /= 7.1, 2H), 7.25
—7.36 (m, 3H), 7.58 (d, /= 8.0, TH), 7.96 (s, TH), 8.13 —8.28 (m, 4H), 8.74 (d, /= 6.7, 2H).
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Synthesevorschriften

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 31.5, 32.2, 57.9, 109.4, 111.0, 115.1, 118.9, 119.8, 120.3, 121.4, 123.7, 134.2,
134.4,136.4, 141.8, 153.0.

MS (FAB) m/z (%): 403.2 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C19H20N2I* [M*]: 403.0666, gefunden: 403.0667.
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Azidpropyl)-4-(2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl)pyridin-1-iumiodid
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Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Griin-2m-I (0.16 g, 0.30 mmol),
Natriumazid (0.20 g, 3.00 mmol) und Natriumiodid (0.15 g, 1.00 mmol) in 3 mL
N, N -Dimethylformamid 19 h bet Raumtemperatur in einem verschlossenen Bordelglas
gerthrt. AnschlieBend wurde die Mischung in ca. 100 Diethylether und 100 mL Hexan
eingegossen und die Uberstehende Losung vom entstandenen Niederschlag
abdekantiert. Der Niederschlag wurde im Anschluss zwei Mal mit Diethylether
gewaschen, mit 2 g Natriumiodid versetzt und zwischen 50 mL Wasser und 150 mL
Dichlormethan verteilt. Die wassrige Phase wurde zwet Mal mit 50 mL Dichlormethan
nachextrahiert, die organischen Phasen vereinigt und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck bet 35 °C entfernt. Der erhaltene Rickstand wurde unter
Verwendung von Ultraschall in 3 mL Methanol und 12 mL Aceton gelost und mit
120 mL Diethylether und 100 mL Hexan verdiinnt. Diese Mischung wurde bet 35 °C
unter vermindertem Druck fast vollstandig vom Diethylether befreit. Nach
Ultraschallbehandlung wurde das Produkt gesammelt und drei Mal mit Diethylether
gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein orangefarbener

Feststoff erhalten (84 %).
DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.27.
IR (DRIFT): & (cm™) = 2924 (w), 2085 (s), 1593 (s), 1376 (w), 1170 (m).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.18 (p, /= 6.7, 2H), 3.48 (t, /= 6.5, 2H), 3.89 (s, 3H), 4.48 (t, /= 7.1, 2H), 7.25
—-7.36 (m, 3H), 7.58 (d, /= 8.1, TH), 7.97 (s, TH), 8.13 = 8.27 (m, 4H), 8.76 (d, /= 6.7, 2H).
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13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 295, 33.1, 47.6, 56.7, 111.0, 112.6, 116.8, 120.5, 121.4, 121.9, 123.0, 125.3,
135.8, 136.0, 138.0, 143.4, 154.6.

MS (FAB) m/z (%): 318.2 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C19gH2oNs* [M*]: 318.1713, gefunden: 318.1715.
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Hydroxypropyl)-2-(2-(2-phenyl-1H-indol-3-yl)vinyl) pyridin-

1-tumiodid

Grin-3

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 34 (42.7 mg, 0.15 mmol) und
2-Phenyl-1H-indol-3-carbaldehyd (26, 67.3 mg, 0.30 mmol) in 2 mL Ethanol mit
Piperidin (0.07 g, 0.08 mL, 0.33 mmol) versetzt und 3 h bet 80 °C in einem
verschlossenen Bordelglas geriihrt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde der
erhaltene Niederschlag gesammelt, drei Mal mit Diethylether gewaschen und aus
Ethanol umkristallisiert. Das Produkt wurde unter vermindertem Druck getrocknet und

konnte als orangefarbener Feststoff gewonnen werden (77 %). 283

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.18.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3409 (m), 3139 (m), 1601 (s), 1564 (m), 1450 (m), 1432 (m),
1048 (w).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.01 -2.15 (m, 2H), 3.54 (s, 2H), 4.79 (t, /= 7.7, 2H), 4.93 - 5.07 (m, 1H), 7.25
—7.37 (m, 2H), 743 (d, /= 15.4, TH), 7.52 - 7.68 (m, 4H), 7.74 (d, / = 8.4, 3H), 7.94 (d,
J=154,1H),8.23(d, /=7.6, 1H), 8.34 (d, /= 4.9, 2H), 8.82 (d, /= 6.3, TH), 12.35 (s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 32.1, 54.8, 57.1, 109.9, 111.4, 112.3, 120.7, 121.8, 123.5, 124.3, 125.4, 129.2,
129.3, 129.6, 130.7, 132.9, 136.9, 137.7, 143.6, 144.3, 144.8, 153.1.



Synthesevorschriften

MS (FAB) m/z (%): 355.2 (100) [M*], 307.2 (20).

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C24H23N20 [M*]: 355.1810, gefunden: 355.1808.

Elementaranalyse
berechnet flir C19H21IN20:
N: 6.67 % > gefunden: 5.52 % C: 54.30 % > gefunden: 57.64 %

H: 5.04 % - gefunden: 4.86 %
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Hydroxypropyl)-2-(2-(1-methyl-2-phenyl-1H-indol-3-yl)vinyl) pyridin-

1-tumiodid

Griin-3m

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 34 (0.28 g, 1.00 mmol) und 27
(0.47 g, 2.00 mmol) in 13 mL Ethanol mit Piperidin (0.19 g, 0.22 mL, 2.20 mmol) versetzt
und 22 h bet 80 °C in einem verschlossenen Bordelglas geriihrt. Nach Abkthlen auf
Raumtemperatur wurde der erhaltene Niederschlag gesammelt, dret Mal mit
Diethylether gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet. Es wurde ein
orangefarbener Feststoff erhalten (72 %).

285

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.15.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3345 (w), 1585 (s), 1591 (m), 1567 (m), 1462 (s), 1377 (w),
1162 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 1.98 (p, /= 6.5,5.9, 2H), 3.49 (q, /= 5.2, 2H), 3.68 (s, 3H), 4.68 (t, /= 7.3, 2H),
496 (d, /=49, 1H), 7.21 - 7.44 (m, 3H), 7.55-7.77 (m, 8H), 8.16 (d, /= 8.5, 1H), 8.21 -
8.40 (m, 2H), 8.77 (d, /= 6.3, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 31.4, 32.0, 54.8, 57.0, 110.6, 110.7, 111.2, 120.4, 122.2, 123.2, 123.5, 123.9,
124.6, 129.0, 129.2, 129.6, 130.9, 137.2, 137.7, 143.5, 144.8, 146.3, 152.9.



Synthesevorschriften

MS (FAB) m/z (%): 369.2 (80) [M~].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir CasH2sN20 [M*]: 369.1967, gefunden: 369.1965.

Elementaranalyse
berechnet fur C2sH2sN20:
N: 5.64 % - gefunden: 5.62 % C: 60.49 % > gefunden: 60.39 %

H: 5.08 % > gefunden: 5.04 %
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-lodpropyl)-2-(2-(1-methyl-2-phenyl-1H-indol-3-yl)vinyl) pyridin-

1-tumiodid

Griin-3m-I|

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Griin-3m (0.25 g, 0.50 mmol),
Triphenylphosphin (0.39 g, 1.50 mmol) und Tetrabrommethan (0.55 g, 1.65 mmol) in
5 mL Dichlormethan in einem verschlossenen Bordelglas 2 h bei Raumtemperatur
gerthrt. Im Anschluss wurde die Mischung mit 2 g Natriumiodid versetzt und in 75 mL
Aceton und 10 mL Methanol gel6st. Nach Entfernung des Losungsmittels bet 50 °C
unter vermindertem Druck wurde der erhaltene Riickstand in 10 mL Aceton und 6 mL
Methanol aufgenommen und 75 h bei 50 °C gerthrt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde der enthaltene Niederschlag abgetrennt und das Filtrat bei
50 °C unter vermindertem Druck bis auf einen verbleibenden Rest von ca. 5 mL
eingeengt. Die Suspension wurde mit 10 mL Methanol verdiinnt und das Produkt mit
Hilfe von Ultraschall gewonnen. Das Produkt wurde gesammelt und dret Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

orangefarbener Feststoff erhalten (49 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.23.

IR (DRIFT): & (cm™") = 1595 (m), 1560 (m), 1464 (s), 1162 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.30-2.39 (m, 2H), 3.21 - 3.29 (m, 2H), 3.69 (s, 3H), 4.68 (t, /= 7.4, 2H), 7.09
—7.29 (m, 2H), 7.38 (p, /= 7.7, 3H), 7.65 (t, / = 8.3, 6H), 8.16 — 8.34 (m, 3H), 8.75 (d,
J=6.4, 1H).
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Synthesevorschriften

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 29.4, 30.3, 55.8, 108.6, 109.2, 118.5, 120.2, 121.4, 121.5, 122.3, 122.5, 126.9,
127.2,127.6, 128.9, 131.7, 135.5, 135.7, 141.8, 142.8, 144.2, 151.1.

MS (FAB) m/z (%): 479.1 (100) [M*], 403.0 (35).
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Azidpropyl)-2-(2-(1-methyl-2-phenyl-1H-indol-3-yl)vinyl) pyridin-

1-tumiodid

Griin-3m-N3

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Griin-3m-I (0.18 g, 0.30 mmol),
Natriumazid (0.20 g, 3.00 mmol) und Natriumiodid (0.15 g, 1.00 mmol) in 3 mL
N, N -Dimethylformamid 19 h bet Raumtemperatur in einem verschlossenen Bordelglas
gerthrt. AnschlieBend wurde die Mischung in ca. 150 mL Diethylether eingegossen, der
entstandene Niederschlag gesammelt und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Der
Niederschlag wurde im Anschluss mit 2 g Natriumiodid versetzt und zwischen 100 mL
Wasser und 100 mL Dichlormethan verteilt. Die wassrige Phase wurde zwet Mal mit
50 mL Dichlormethan nachextrahiert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
bet 35 °C entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde unter Verwendung von Ultraschall
in 20 mL Methanol suspendiert. Das Produkt wurde gesammelt und dret Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

orangefarbener Feststoff erhalten (90 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.21.

IR (DRIFT): & (cm™) = 2925 (w), 2093 (s), 1594 (m), 1560 (m), 1462 (m), 1263 (m).
TH-NMR (300 MHz; DMSO-de):

3 (ppm) = 2.08 (g, /= 7.2, 2H), 3.55 (t, /= 6.0, 2H), 3.70 (s, 3H), 4.71 (t, /= 7.4, 2H), 7.20
(d, /=15.7,1H), 7.34 = 7.46 (m, 2H), 7.59 - 7.77 (m, 8H), 8.19 (d, /= 8.5, 1H), 8.23 — 8.41

(m, 2H), 8.79 (d, /= 6.2, TH).

MS (FAB) m/z (%): 394.3 (100) [M*].
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Hydroxypropyl)-4-(2-(2-phenyl-1H-indol-3-yl)vinyl) pyridin-

1-tumiodid

Griin-4

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 31 (42.7 mg, 0.15 mmol) und
2-Phenyl-1H-indol-3-carbaldehyd (26, 67.3 mg, 0.30 mmol) in 2 mL Ethanol mit
Piperidin (0.07 g, 0.08 mL, 0.33 mmol) versetzt und 18 h bet 80 °C in einem
verschlossenen Bordelglas gerihrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde der
erhaltene Niederschlag gesammelt, drei Mal mit Diethylether gewaschen und aus
Ethanol umkristallisiert. Das Produkt wurde unter vermindertem Druck getrocknet und

konnte als orangefarbener Feststoff gewonnen werden (86 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.23.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3379 (w), 3162 (m), 1597 (s), 1452 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.03 (p, /= 6.5,2H),3.45(q, /=5.5,2H),449 (t, /=7.0, 2H), 4.76 (t, /= 4.7,
1H), 7.30 (p, /= 7.7, 6.0, 2H), 7.43 — 7.55 (m, 2H), 7.57 = 7.67 (m, 3H), 7.68 — 7.78 (m,
2H), 797 (d, /= 16.1, 1H), 8.09 (d, /= 6.5, 2H), 8.24 (d, /= 7.4, 1H), 8.72 (d, /= 6.4, 2H),
12.27 (s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 33.1, 56.8, 57.1, 110.0, 112.3, 118.5, 120.9, 121.5, 122.1, 123.4, 125.6, 129.1,
129.2, 129.6, 130.8, 135.4, 136.9, 143.6, 143.9, 154.2.



Synthesevorschriften

MS (FAB) m/z (%): 355.2 (75) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C24H23N20 [M*]: 355.1810, gefunden: 355.18009.

Elementaranalyse
berechnet fur C24H23IN20:
N: 5.81 % - gefunden: 5.63 % C: 59.76 % > gefunden: 59.17 %

H: 4.81 % - gefunden: 4.79 %
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Hydroxypropyl)-4-(2-(1-methyl-2-phenyl-1H-indol-3-yl)vinyl) pyridin-

1-tumiodid

Griin-4m

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 31 (0.14 g, 0.50 mmol) und 27
(0.24 g, 1.00 mmol) in 6 mL Ethanol mit Piperidin (0.11 g, 0.094 mL, 1.10 mmol) versetzt
und 17 h bet 80 °C in einem verschlossenen Bordelglas gertihrt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde der erhaltene Niederschlag gesammelt, dret Mal mit
Diethylether gewaschen und aus Ethanol umkristallisiert. Das Produkt wurde unter
vermindertem Druck getrocknet und konnte als orangefarbener Feststoff gewonnen

werden (70 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.20.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3301 (m), 1588 (s), 1467 (M), 1174 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.01 (p, /= 6.5, 2H), 3.41 = 3.47 (m, 2H), 3.69 (s, 3H), 4.47 (t, /= 7.0, 2H), 4.74
(t, /=48, 1H), 732 - 744 (m, 3H), 7.57 - 7.70 (m, 7H), 7.94 (d, /= 6.4, 2H), 829 (d, /=
7.5, 1H), 8.67 (d, /= 6.6, 2H).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 31.4, 33.1, 56.8, 57.1, 110.9, 111.2, 117.8, 120.8, 121.8, 122.0, 123.4, 124.5,
128.8, 129.2, 129.5, 131.0, 135.1, 137.8, 143.5, 146.2, 154.0.



Synthesevorschriften

MS (FAB) m/z (%): 369.2 (20) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir CasH2sN20 [M*]: 369.1967, gefunden: 369.1965.

Elementaranalyse
berechnet fur C2sH2sN20:
N: 5.64 % - gefunden: 5.53 % C: 60.49 % > gefunden: 60.49 %

H: 5.08 % > gefunden: 5.15 %
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Synthesevorschriften

(E)-2-(2-(1H-Indol-3-yl)vinyl)-1-(3-hydroxypropyl)chinoliniumiodid

sy
@kL L

OH Cle

22 (9.93 g, 30.2 mmol) wurden in 80 mL Ethanol geldst und 10 Minuten im Rickfluss
erhitzt. AnschlieBend wurde Piperidin (6.60 mL, 66.4 mmol) zugegeben und die
Reaktionsmischung weitere 30 Minuten im Ruickfluss erhitzt. Danach wurde eine
Losung aus Indole-3-carbaldehyd (16, 13.14 g, 90.5 mol) in Ethanol zugegeben und
16 h in der Siedehitze geruhrt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde der
entstandene Niederschlag gesammelt, dret Mal mit Diethylether gewaschen und unter
vermindertem Druck getrocknet. Das Produkt wurde als dunkelroter Feststoff erhalten
(87 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80: 15:5): R = 0.21.

IR (DRIFT): o (cm™) = 3347 (m), 1593 (m), 1569 (m), 1510 (m), 1347 (w), 1316 (w),
1048 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.06 - 2.23 (m, 2H), 3.69 - 3.81 (m, 2H), 4.93 - 5.08 (m, 2H), 5.20 — 5.32 (m,
1H), 7.23-7.34 (m, 2H), 7.50-7,63 (m, 2H), 7.83 (t, /= 7.5 Hz, 1H), 8.00-8.12 (m, 1H), 8.19
- 8.33 (m, 3H), 8.46 (d, /= 9.0 Hz, 1H), 8.60 (d, /= 9.3 Hz, 1H), 8.69 (d, /= 15.3 Hz, 1H),
8.80 (d, /= 9.2 Hz, TH), 12.32 (s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 31.1, 47.6, 57.5, 110.3, 112.8, 114.7, 118.4, 119.8, 120.6, 122.0, 123.5, 124.9,
126.8, 127.9, 130.0, 134.2, 135.2, 137.6, 138.3, 141.8, 143.6, 156.0.



Synthesevorschriften

MS (FAB) m/z (%): 329.2 (59) [M"].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fir C22H21NO* [M*]: 329.1648, gefunden: 329.1656.

Elementaranalyse
berechnet fur C22H21IN20:
N: 6.14 % - gefunden: 5.94 % C: 57.91 % > gefunden: 57.92 %

H: 4.64 % - gefunden: 4.48 %
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Synthesevorschriften

(E)-2-(2-(1 H-Indol-3-yl)vinyl)-1-(3-iodpropyl)chinolin-1-iumiodid

| CylQ-I

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus CylQ (0.23 g, 0.50 mmol),
Triphenylphosphin (0.39 g, 1.50 mmol) und Tetrabrommethan (0.55 g, 1.65 mmol) in
5 mL Dichlormethan in einem verschlossenen Bordelglas 18 h bet Raumtemperatur
gerthrt. Im Anschluss wurde die Mischung mit 2 g Natriumiodid versetzt und in 100 mL
Aceton und 20 mL Methanol gel6st. Danach wurde das Losungsmittel bet 50 °C unter
vermindertem Druck bis auf einen verbleibenden Rest von ca. 20 mL Methanol
eingeengt. Die Suspension wurde mit 10 mL Methanol verdiinnt und das Produkt mit
Hilfe von Ultraschall gewonnen. Das Produkt wurde gesammelt und dret Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

orangefarbener Feststoff erhalten (70 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15: 5): R = 0.26.

IR (DRIFT): 5 (cm™") = 1586 (m), 1563 (s), 1303 (m), 962 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 3.52 - 3.76 (m, 2H), 4.88 - 5.14 (m, 2H), 7.23-7.37 (m, 2H), 7.44 (d, /= 15.1
Hz, 1H), 7.51 = 7.62 (m, 1H), 7.84 (t, /= 7.2 Hz, 1H), 8.09 (t, /= 7.5 Hz, 1H), 8.18 - 8.31
(m, 2H), 8.35 - 8.48 (m, 2H), 8.63 (d, /= 9.1 Hz, 1H), 8.72 (d, /= 15.2 Hz, 1H), 8.82 (d,
J=9.0 Hz, TH), 12.36 (s, TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (75 MHz. DMSO-ds):

& (ppm) = 28.3, 31.2, 50.6, 110.3, 112.9, 114.5, 118.2, 120.0, 120.4, 121.9, 123.5, 125.1,
126.9, 127.9, 130.1, 134.3, 134.8, 137.5, 138.4, 142.0, 143.7, 156.2.

MS (FAB) m/z (%): 439.1 (48) [M*], 106.9 (35).

HR-MS (FAB) m/z: calculated for C22H20N2l [M*]: 439.0666, found: 439.0672.
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Synthesevorschriften

(E)-2-(2-(1 H-Indol-3-yl)vinyl)-1-(3-azidpropyl)chinolin-1-iumiodid

N3 CylQ-N;

Unter Argonatmosphdre wurde eine Mischung aus CylQ-l1 (0.17 g, 0.30 mmol),
Natriumazid (0.20 g, 3.00 mmol) und Natriumiodid (0.15 g, 1.00 mmol) in 3 mL
N, N -Dimethylformamid 18 h bei Raumtemperatur in einem verschlossenen Bordelglas
gerlhrt. AnschlieBend wurde die Mischung in ca. 150 mL Diethylether eingegossen, der
entstandene Niederschlag gesammelt und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Der
Niederschlag wurde im Anschluss mit 2 g Natriumiodid versetzt und zwischen 100 mL
Wasser und 100 mL Dichlormethan verteilt. Die wassrige Phase wurde zwet Mal mit
50 mL Dichlormethan nachextrahiert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
bet 35 °C entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde unter Verwendung von Ultraschall
in 15 mL Methanol suspendiert. Das Produkt wurde gesammelt und dret Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

orange-roter Feststoff erhalten (65 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.26.

IR (DRIFT): 5 (cm™) = 2088 (s), 1597 (s), 1570 (m), 1513 (m), 1352 (w), 1319 (w).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.07 - 2.32 (m, 2H), 3.68 - 3.94 (m, 2H), 4.86 - 5.17 (m, 2H), 7.22-7.38 (m, 2H),
7.46 (d, /=153 Hz, 1H), 7.56 (d, /= 7.2 Hz, 1H), 7.84 (t, /= 7.5 Hz, 1H), 8.09 (t, /= 7.9
Hz, 1H), 8.19 - 8.39 (m, 3H), 8.45 (d, /= 9.0 Hz, 1H), 8.61 (d, /= 9.0 Hz, 1H), 8.71 (d, /=
15.2 Hz, 1H), 8.82 (d, /= 9.1 Hz, 1H), 12.36 (s, TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (75 MHz. DMSO-ds):

& (ppm) = 27.3, 47.4, 48.0, 110.2, 113.0, 114.6, 118.3, 119.9, 120.2, 122.0, 123.5, 124.9,
126.8, 127.9, 130.1, 134.3, 135.4, 137.7, 138.2, 142.0, 143.9, 156.0.

MS (FAB) m/z (%): 354.3 (50) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: calculated for C22H2o0Ns [M*]: 354.1713, found: 354.1718.
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Hydroxypropyl)-2-(2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl)chinolin-1-ium-
iodid

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 22 (0.33 g, 1.00 mmol) und 17
(0.34 g, 2.11 mmol) in 12 mL Ethanol mit Piperidin (0.19 g, 0.22 mL, 2.2 mmol) versetzt
und 19 h bet 80 °C in einem verschlossenen Bordelglas gertihrt. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurde der erhaltene Niederschlag dret Mal mit Diethylether
gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet. (Aus der Mutterlauge konnte
zusatzlich eine zweite Produktfraktion gewonnen werden.) Es wurde ein roter Feststoff

erhalten (68 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 :15:5): R = 0.13.

IR (DRIFT): & (cm™) = 3334 (m), 1593 (m), 1568 (m), 1516 (m), 1353 (w), 1314 (w),
1073 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.08 — 2.25 (m, 2H), 3.70 - 3.82 (m, 2H), 3.95 (s, 3H), 5.01 (t, /= 7.6, 2H), 5.27
(t, /=46, 1H), 729 - 7.43 (m, 2H), 7.52 - 7.68 (m, 2H), 7.84 (t, /= 7.5, 1H), 8.08 (t, / =
7.9, TH), 8.20 — 8.34 (m, 3H), 8.46 (d, /= 9.0, 1H), 8.59 - 8.73 (m, 2H), 8.81 (d, /= 9.1,
TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 31.1, 33.5, 47.6, 57.4, 111.3, 113.7, 118.4, 119.8, 120.7, 122.4, 123.5, 125.4,
126.9, 127.9, 130.0, 134.2, 138.2, 138.4, 141.8, 143.0, 155.9.

MS (FAB) m/z (%): 343.2 (50) [M*], 137.5 (61).

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C23H23N20 [M*]: 343.1810, gefunden: 343.1808.

Elementaranalyse
berechnet fiir C23H23IN20:
N: 5.96 % - gefunden: 5.80 % C: 58.73 % - gefunden: 58.15 %

H: 4.93 % > gefunden: 4.91 %
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Brompropyl)-2-(2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl)chinolin-

1-iumbromid

Br Gelb-1m-Br

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Gelb-1m (0.24 g, 0.50 mmol),
Triphenylphosphin (0.39 g, 1.50 mmol) und Tetrabrommethan (0.55 g, 1.65 mmol) in
5 mL Dichlormethan in einem verschlossenen Bordelglas 2 h bei Raumtemperatur
gerthrt. Im Anschluss wurde die Mischung mit 0.1 g Natriumbromid versetzt und in
100 mL Aceton und 75 mL Methanol geldst. Nach Entfernung des Losungsmittels bei
50 °C unter vermindertem Druck bis auf einen verbleibenden Rest von ca. 10 mL
eingeengt. Die Suspension wurde mit 5 mL Methanol verdiinnt und das Produkt mit
Hilfe von Ultraschall gewonnen. Das Produkt wurde gesammelt und dret Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

orange-roter Feststoff erhalten (82 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.21.

IR (DRIFT): & (cm™") = 3339 (w), 3009 (w), 1591 (s), 1516 (s), 1315 (w), 1167 (w).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.51 -2.58 (m, 2H), 3.29 - 3.63 (m, 2H), 3.94 (s, 3H), 5.07 (t, /= 8.1, 2H), 7.25
—7.49 (m, 3H),7.63 (d, /= 7.8, 1H), 7.84 (t, /= 7.5, 1H), 8.06 — 8.14 (m, 1H), 8.24 (t, / =
6.7, 2H), 8.36 (s, TH), 8.44 (d, /= 8.9, 1H), 8.61 - 8.74 (m, 2H), 8.81 (d, /= 9.1, TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 30.5, 31.2, 33.5, 48.5, 110.0, 111.4, 113.5, 118.1, 119.9, 120.4, 122.2, 123.5,
125.4,126.8, 127.8, 130.1, 134.2, 138.0, 138.1, 138.2, 141.9, 143.1, 156.0.

MS (FAB) m/z (%): 405.3 (30) [M~].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet flir C23H22N2Br* [M*]: 405.0961, gefunden: 405.0959.
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Azidpropyl)-2-(2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl)chinolin-1-iumiodid

N3 Gelb-1m-N3

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Gelb-1m-Br (0.09 g, 0.19 mmol),
Natriumazid (0.13 g, 2.00 mmol) und Natriumiodid (0.10 g, 0.65 mmol) in 2 mL
N, N -Dimethylformamid 19 h bei Raumtemperatur in einem verschlossenen Bordelglas
gerlhrt. AnschlieBend wurde die Mischung in ca. 150 mL Diethylether eingegossen, der
entstandene Niederschlag gesammelt und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Der
Niederschlag wurde im Anschluss mit 2 g Natriumiodid versetzt und zwischen 100 mL
Wasser und 100 mL Dichlormethan verteilt. Die wassrige Phase wurde zwetl Mal mit
50 mL Dichlormethan nachextrahiert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
bet 35 °C entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde unter Verwendung von Ultraschall
in 10 mL Methanol suspendiert. Das Produkt wurde gesammelt und dret Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

orangefarbener Feststoff erhalten (77 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.21.

IR (DRIFT): & (cm™") = 2086 (s), 1590 (m), 1514 (m), 1461 (m).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.18 (p, /= 12.2,6.4, 2H), 3.82 (t, /= 6.1, 2H), 3.94 (s, 3H), 4.99 (t, /= 7.5, 2H),
732 -=7.44 (m, 3H), 7.59 - 7.66 (m, 1H), 7.84 (t, /= 7.5, 1H), 8.09 (ddd, /= 8.8, 7.1, 1.7,
1H), 8.25 (ddd, /= 7.5, 5.4, 1.6, 2H), 8.32 (s, TH), 8.44 (d, /= 9.0, 1H), 8.60 — 8.71 (m, 2H),
8.80 (d, /= 9.1, TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 27.3, 33.5, 47.3, 48.0, 110.1, 111.5, 113.6, 118.2, 119.9, 120.4, 122.3, 123.6,
125.3, 126.8, 127.9, 130.1, 134.3, 138.2, 138.5, 141.9, 143.2, 155.9.

MS (FAB) m/z (%): 368.2 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C23H22Ns* [M*]: 368.1870, gefunden: 368.1867.
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Synthesevorschriften

(E)-3-(2-(1H-Indol-3-yl)vinyl)-4-(3-hydroxypropyl)benzo[f]chinolin-4-ium-
iodid

Gelb-2

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 35 (0.38 g, 1.00 mmol) und Indol-
3-carbaldehyd (16, 0.44 g, 3.0 mmol) in 15 mL Ethanol mit Piperidin (0.19 g, 0.22 mL,
2.2 mmol) versetzt und 19 h bei 80 °C in einem verschlossenen Bordelglas gerihrt.
Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde der erhaltene Niederschlag gesammelt
und dret Mal mit Diethylether gewaschen. (Aus der Mutterlauge konnte zusatzlich eine
zweite Rohproduktfraktion gewonnen werden.) Das Rohprodukt wurde anschlieBend
aus Methanol und Diethylether umkristallisiert. Das gereinigte Produkt wurde
gesammelt, dret Mal mit Diethylether gewaschen und unter vermindertem Druck
getrocknet. Die gewtlinschte Verbindung konnte als orangefarbener Feststoff

gewonnen werden (60 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.32.

IR (DRIFT): 5(cm™) = 3337 (w), 2929 (w), 2876 (w), 1594 (s), 1571 (s), 1340 (w),
1312 (w), 1049 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.11 =231 (m, 2H), 3.71 - 3.87 (m, 2H), 4.96 — 5.19 (m, 2H), 5.28 (s, 1H), 7.20
—7.33 (m, 2H), 746 = 7.61 (m, 2H), 7.80 — 7.96 (m, 2H), 8.18 — 8.32 (m, 3H), 8.24 — 8.73
m, 4H), 9.02 (d, /= 7.7, 1H), 9.63 (d, /= 8.5, TH), 12.20 (s, TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 31.4, 48.5, 57.5, 99.5, 110.3, 112.7, 114.4, 116.3, 120.4, 120.5, 121.8, 123.2,
123.7, 124.3, 124.9, 128.3, 128.9, 129.3, 130.2, 134.3, 136.0, 136.9, 137.5, 138.9, 142.0,
154.5.

MS (FAB) m/z (%): 379.3 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C26H23N20 [M*]: 379.1805, gefunden: 379.1806.

Elementaranalyse
berechnet fur C26H23IN20:
N: 5.53 % - gefunden: 5.75 % C: 61.67 % > gefunden: 62.51 %

H: 4.58 % - gefunden: 4.66 %
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Synthesevorschriften

(E)-2-(2-(1 H-Indol-3-yl)vinyl)-6-fluor-1-(3-hydroxypropyl)chinolin-1-iumiodid

@kL‘NH

OH Gelb-3

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 37 (0.35 g, 1.00 mmol) und Indol-
3-carbaldehyd (16, 0.44 g, 3.0 mmol) in 13 mL Ethanol mit Piperidin (0.19 g, 0.22 mL,
2.2 mmol) versetzt und 17 h bet 80 °C in einem verschlossenen Bordelglas geruhrt.
Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde der erhaltene Niederschlag gesammelt
und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Das Rohprodukt wurde anschlieBend aus
Methanol, Aceton und Diethylether umkristallisiert. Das gereinigte Produkt wurde
gesammelt, drei Mal mit Diethylether gewaschen und unter vermindertem Druck
getrocknet. Die gewtlinschte Verbindung konnte als dunkel-orangefarbener Feststoff

gewonnen werden (57 %).
DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.34.

IR (DRIFT): &(cm™") = 1593 (m), 1567 (s), 1511 (m), 1349 (w), 1226 (m), 1130 (m),
1047 (w).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.04 - 2.24 (m, 2H), 3.64 —3.83 (m, 2H), 4.87 - 5.13 (m, 2H), 5.26 (s, 1H), 7.21 -
7.36 (m, 2H), 7.46 — 7.63 (m, 2H), 7.92 — 8.04 (m, 1H), 8.10 (d, /= 8.3, 1H), 8.22 — 8.38
(m, 2H), 8.48 — 8.58 (m, 1H), 8.61 —8.80 (m, 3H), 12.34 (s, TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 31.1, 47.9, 57.4, 110.1, 112.9, 113.7, 114.0, 114.7, 120.6, 121.0, 121.6, 121.5,
122.1,123.0, 123.5, 124.9, 128.2, 135.4, 137.7, 140.9, 143.9, 155.7.

MS (FAB) m/z (%): 347.1 (18) [M*], 137.5 (61).

HR-MS (FAB) m/z: berechnet flir C22H20FN20O [M*]: 347.1560, gefunden: 347.1562.

Elementaranalyse
berechnet fur C22H20FIN2O:
N: 5.91 % - gefunden: 5.41 % C: 55.71 % > gefunden: 51.76 %

H: 4.25 % - gefunden: 4.30 %
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Synthesevorschriften

(E)-2-(2-(1H-Indol-3-yl)vinyl)-1-(3-hydroxypropyl)-6-methoxychinolin-1-ium-
iodid

@\‘NH

OH Gelb-4

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 39 (0.18 g, 0.50 mmol) und Indol-
3-carbaldehyd (16, 0.22 g, 1.5 mmol) in 7 mL Ethanol mit Piperidin (0.10 g, 0.11 mL,
1.1 mmol) versetzt und 19 h bet 80 °C in etnem verschlossenen Bordelglas gerthrt.
Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde die Mischung mit 5 mL Diethylether
verdunnt, der erhaltene Niederschlag gesammelt und drei Mal mit Diethylether
gewaschen. Das Produkt wurde unter vermindertem Druck getrocknet und konnte als

orangefarbener Feststoff gewonnen werden (66 %).
DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.30.
IR (DRIFT): 5(cm™") = 3375 (s), 1598 (s), 1572 (s), 1512 (m), 1352 (w), 1319 (w), 1020 (w).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.05-2.24 (m, 2H), 3.62 — 3.80 (m, 2H), 3.97 (s, 3H), 4.88 - 5.13 (m, 2H), 5.15
—-5.34 (m, TH), 7.21 = 7.37 (m, 2H), 7.48 — 7.66 (m, 2H), 7.64 - 7.78 (m, 2H), 8.25 (d, / =
8.7,2H),842(d, /=97 1H), 857 (d, /= 71.9 2H), 872 (d, / = 9.0, TH), 12.21 (s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 31.4, 47.7, 56.1, 57.4, 109.1, 110.5, 112.7, 114.4, 120.2, 120.3, 120.5, 121.8,
123.3,124.9, 128.7, 133.5, 134.2, 137.6, 140.9, 141.0, 153.7, 158.0.



Synthesevorschriften

MS (FAB) m/z (%): 359.1 (97) [M*], 136.4 (62).

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C23H23N202 [M*]: 359.1760, gefunden: 359.1757.

Elementaranalyse
berechnet fiir C23H23IN202:
N: 5.76 % > gefunden: 5.37 % C: 56.80 % - gefunden: 55.10 %

H: 4.77 % - gefunden: 4.75 %
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Hydroxypropyl)-6-methoxy-2-(2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl)-

/O
P KL -

OH Gelb-4m

chinolin-1-tumiodid

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 39 (0.36 g, 1.00 mmol) und 17
(0.34 g, 2.11 mmol) in 13 mL Ethanol mit Piperidin (0.19 g, 0.22 mL, 2.2 mmol) versetzt
und 19 h bei 80 °C in einem verschlossenen Bordelglas gertihrt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde der erhaltene Niederschlag dret Mal mit Diethylether
gewaschen und unter vermindertem Druck getrocknet. (Aus der Mutterlauge konnte
zusatzlich eine zweite Produktfraktion gewonnen werden) Es wurde ein

orangefarbener Feststoff erhalten (66 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.19.

IR (DRIFT): 5(cm™) = 3392 (m), 1595 (m), 1568 (m), 1513 (m), 1350 (w), 1319 (w),
1072 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.03 = 2.19 (m, 2H), 3.66 — 3.78 (m, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.96 (s, 3H), 4.91 — 5.05
(m, 2H), 5.26 (s, 1H), 7.33 (p, /= 6.9, 2H), 7.46 — 7.56 (m, 1H), 7.57 —= 7.62 (m, 1H), 7.64 -
7.74 (m, 2H), 8.14 — 8.22 (m, 1H), 8.26 (d, /= 7.4, 1H), 8.35 — 8.44 (m, 1H), 8.48 — 8.60
(m, 2H), 8.65 - 8.73 (m, TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

& (ppm) = 31.3, 33.4, 56.1, 57.4, 109.0, 110.4, 111.2, 113.4, 120.2, 120.3, 120.6, 123.3,
124.9,125.3, 128.7, 133.4, 134.3, 137.4, 138.1, 140.8, 141.3, 153.6, 158.0.

MS (FAB) m/z (%): 373.3 (87) [M*], 136.1 (75).

HR-MS (FAB) m/z: berechnet flir C2sH2sN202 [M*]: 373.1911, gefunden: 373.1912.

Elementaranalyse
berechnet fur C24H25IN20z2:
N: 5.60 % - gefunden: 5.48 % C: 57.61 % > gefunden: 57.13 %

H: 5.04 % - gefunden: 5.00 %
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Brompropyl)-6-methoxy-2-(2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl)chinolin-

1-iumbromid

Br Gelb-4m-Br

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus Gelb-4m (0.25 g, 0.50 mmol),
Triphenylphosphin (0.39 g, 1.50 mmol) und Tetrabrommethan (0.55 g, 1.65 mmol) in
5 mL Dichlormethan in einem verschlossenen Bordelglas 2 h bei Raumtemperatur
gerthrt. Im Anschluss wurde die Mischung mit 0.1 g Natriumbromid versetzt und in
75 mL Aceton und 10 mL Methanol geldst. Nach Entfernung des Losungsmittels bei
50 °C unter vermindertem Druck bis auf einen verbleibenden Rest von ca. 15 mL
eingeengt. Die Suspension wurde mit 5 mL Methanol verdiinnt und das Produkt mit
Hilfe von Ultraschall gewonnen. Das Produkt wurde gesammelt und drei Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

orangefarbener Feststoff erhalten (75 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.36.

IR (DRIFT): & (cm™") = 1592 (m), 1568 (m), 1513 (m), 1350 (w).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 3.87 —4.02 (m, 8H), 4.98 - 5.15 (m, 2H), 7.28 = 7.45 (m, 3H), 7.62 (d, / = 8.1,
1H), 7.68 - 7.79 (m 2H), 8.21 (d, /= 7.6, TH), 8.26 — 8.33 (m, 1H), 8.39 (d, /= 9.6, TH),
8.57 (dd, /= 20.6, 7.5, 2H), 8.72 (d, /= 9.4, 1H).



Synthesevorschriften

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 30.8, 31.3, 33.5, 48.8, 56.1, 109.2, 1104, 111.3, 113.3, 120.0, 120.4, 120.5,
122.0, 123.4, 125.0, 125.5, 128.8, 133.5, 137.2, 138.1, 141.1, 141.5, 153.8, 158.1.

MS (FAB) m/z (%): 435.0 (50) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet flir C2aH24N2Br* [M*]: 435.1067, gefunden: 435.1066.
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Synthesevorschriften

(E)-1-(3-Azidpropyl)-6-methoxy-2-(2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)vinyl)chinolin-

1-tumiodid

N3 Gelb-4m-N3

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus (Gelb-4m-Br) (0.16 g, 0.30 mmol),
Natriumazid (0.20 g, 3.00 mmol) und Natriumiodid (0.15 g, 1.00 mmol) in 6 mL
N, N -Dimethylformamid 19 h bei Raumtemperatur in einem verschlossenen Bordelglas
gerlhrt. AnschlieBend wurde die Mischung in ca. 150 Diethylether und 50 mL Hexan
eingegossen und die Uberstehende Losung vom entstandenen Niederschlag
abdekantiert. Der Niederschlag wurde im Anschluss zwei Mal mit Diethylether
gewaschen, mit 2 g Natriumiodid versetzt und zwischen 50 mL Wasser und 150 mL
Dichlormethan verteilt. Die wassrige Phase wurde vier Mal mit 50 mL Dichlormethan
nachextrahiert, die organischen Phasen vereinigt und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck bei 35 °C entfernt. Der erhaltene Rickstand wurde unter
Verwendung von Ultraschall in 10 mL Methanol suspendiert. Das Produkt gesammelt
und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Aus der Mutterlauge konnte eine 2. Fraktion
gewonnen werden. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

orangefarbener Feststoff erhalten (72 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.32.

IR (DRIFT): & (cm™") = 3056 (w), 2097 (s), 1592 (m), 1567 (m), 1511 (w), 1350 (w).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

S (ppm) = 2.12 = 2.24 (m, 2H), 3.78 (t, /= 6.1, 2H), 3.94 (s, 3H), 3.97 (s, 3H), 4.92 - 5.07
(m, 2H), 7.31-7.46 (m, 3H), 7.64 (d, /= 8.0, 1H), 7.68 — 7.77 (m, 2H), 8.20 — 8.30 (m, 2H),
8.40 (d, /= 9.8, TH), 8.51 - 8.62 (m, 2H), 8.72 (d, /= 9.2, TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 27.5, 33.4, 475, 48.0, 56.1, 109.2, 110.4, 111.36, 113.3, 120.1, 120.3, 120.4,
122.1,123.4,125.0, 125.4, 128.8, 133.4, 137.6, 138.2, 141.1, 141.5, 153.7, 158.1.

MS (FAB) m/z (%): 398.3 (300) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet flir C24H240ONs* [M*]: 398.1975, gefunden: 398.1974.
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Synthesevorschriften

(Z2)-3-(3-lodpropyl)-2-((1-methylchinolin-4 (7H)-yliden)methyl)benzo[d]thiazol-

3-tumiodid

TO-I

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus TO (0.19 g, 0.40 mmol),
Triphenylphosphin (0.32 g, 1.20 mmol) und Tetrabrommethan (0.44 g, 1.32 mmol) in
4 mL Dichlormethan in einem verschlossenen Bordelglas 2 h bet Raumtemperatur
gerthrt. Im Anschluss wurde die Mischung mit 2 g Natriumiodid versetzt und in 75 mL
Aceton und 10 mL Methanol gel6st. Nach Entfernung des Losungsmittels bet 50 °C
unter vermindertem Druck wurde der erhaltene Riickstand in 10 mL Aceton und 6 mL
Methanol aufgenommen und 75 h bei 50 °C gerthrt. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde der enthaltene Niederschlag abgetrennt und das Filtrat bei
50 °C unter vermindertem Druck bis auf einen verbleibenden Rest von ca. 5 mL
eingeengt. Die Suspension wurde mit 10 mL Methanol verdiinnt und das Rohprodukt
mit Hilfe von Ultraschall gewonnen, gesammelt und drei Mal mit Diethylether
gewaschen. Das Produkt wurde aus Methanol umkristallisiert, gesammelt und drei Mal
mit Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

orangefarbener Feststoff erhalten (83 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80:15:5): R = 0.17.

IR (DRIFT): & (cm™") = 2949 (w), 1543 (w), 1479 (s), 1372 (m), 1317 (s).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.22 - 2.29 (m, 2H), 2.81 - 3.05 (m, 2H), 4.19 (d, /= 6.5, 3H), 4.66 (t, /= 19.4,
12.0, 2H), 6.91 (s, TH), 7.38 = 7.44 (m, 2H), 7.60 (d, /= 7.5, 1H), 7.77 (t, /= 7.7, 2H), 8.03
—8.11 (m, 3H), 8.67 (d, /= 8.6, 1H), 8.78 (d, /= 7.5, TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 20.7,42.5,43.0,44.7,87.3,99.4,110.2, 115.3, 118.8, 121.8, 123.2, 123.4, 127 1,
129.6, 134.4, 138.9, 141.1, 144.7, 153.3, 155.9.

MS (FAB) m/z (%): 458.9 (100) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet fiir C21H20N2SI* [M*]: 459.0386, gefunden: 459.0388.
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Synthesevorschriften

(Z2)-3-(3-Azidpropyl)-2-((1-methylchinolin-4 (7H)-yliden)methyl)benzo[d]-

thiazol-3-iumiodid

TO-N3

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus TO-l (0.15 g, 0.25 mmol),
Natriumazid (0.16 g, 2.50 mmol) und Natriumiodid (0.12 g, 0.83 mmol) in 2.5 mL
N, N -Dimethylformamid 19 h bet Raumtemperatur in einem verschlossenen Bordelglas
gerthrt. AnschlieBend wurde die Mischung in ca. 175 mL Diethylether eingegossen, der
entstandene Niederschlag gesammelt und drei Mal mit Diethylether gewaschen. Der
Niederschlag wurde im Anschluss mit 2 g Natriumiodid versetzt und zwischen 100 mL
Wasser und 100 mL Dichlormethan verteilt. Die wassrige Phase wurde zwet Mal mit
50 mL Dichlormethan nachextrahiert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
bei 35 °C entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde unter Verwendung von Ultraschall
in 10 mL Methanol suspendiert. Das Produkt wurde gesammelt und dret Mal mit
Diethylether gewaschen. Nach Trocknung unter vermindertem Druck wurde ein

dunkelroter Feststoff erhalten (80 %).

DC (2-Butanol : Wasser : Essigsaure = 80 : 15:5): R = 0.18.

IR (DRIFT): & (cm™") = 2086 (s), 1612 (s), 1482 (m), 1319 (m).

TH-NMR (400 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.05 (p, /= 6.9, 2H), 3.55 - 3.64 (m, 2H), 4.17 (s, 3H), 4.63 (t, /= 7.2, 2H), 6.90
(s, TH), 7.31-7.44 (m, 2H), 7.59 (t, /= 7.8, 1H), 7.70 = 7.81 (m, 2H), 7.96 — 8.10 (m, 3H),
8.63(d, /=7.2,1H), 8.74 (d, /= 8.6, TH).



Synthesevorschriften

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 26.1, 42.5, 43.1, 48.0, 87.4, 108.0, 112.6, 118.3, 122.9, 123.8, 124.0, 124.4,
125.3,127.0, 128.2, 133.2, 138.0, 139.8, 145.0, 148.6, 159.2.

MS (FAB) m/z (%): 374.2 (10) [M*].

HR-MS (FAB) m/z: berechnet flir C21H2oNsS* [M*]: 374.1434, gefunden: 374.1432.
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Synthesevorschriften

2-lodoxybenzoesaure (IBX)

/N

HO" 0 40

In etnem 250 mL-Rundkolben wurden 2-lodbenzoesaure (6.25 g, 25.0 mmol) und
Oxone® (Kaliummonopersulfat) (45.3 g, 65.0 mmol) in 80 mL Wasser suspendiert und
3.5 h bet 70 °C geruhrt. Nach Abkthlen der Reaktionsmischung kristallisierte das
Produkt aus, wurde mehrmals mit Wasser und einmal mit Aceton gewaschen und unter
vermindertem Druck getrocknet. 2-lodoxybenzoesdure wurde als weil3 kristalliner

Feststoff gewonnen (88 %).1273:274]

Analytische Daten!?’!

IR (DRIFT): & (cm™) = 1640 (s).

TH-NMR (DMSO-ds):

S (ppm) = 7.84 (t, 1H), 7.98 (t, 1H), 8.01 (d, 1H), 8.15 (d, TH).

13C-NMR (DMSO-de):

d (ppm) = 125.0, 130.1, 131.4, 133.0, 133.4, 146.6, 167.5.



Synthesevorschriften

4-Pentinal

3:0
7

41

0.43 g (5.0 mmol; 380 pL) 4-Pentinol wurden in 35 mL Essigester geldst und mit 1.68 g
(15.0 mmol) 2-lodoxybenzoesaure (IBX, 40) versehen. Die Mischung wurde 3.5 h in der
Siedehitze (80 °C) geriihrt und anschlieBend auf Raumtemperatur abgekihlt. Das IBX
wurde abfiltriert und das Filtrat mit ca. 30 mL Aceton verdiinnt (Nachwaschen des
Rickstandes). Das Filtrat wurde bet 35 °C unter vermindertem Druck vom

Lésungsmittel befreit. Das Produkt 4-Pentinal verblieb als hellgelbes Ol (58 %).

IR (DRIFT): & (cm™") = 3292 (s), 2925 (w), 2720 (w), 2120 (w), 1711 (s).

323
TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 2.42 (s, TH), 2.64 (t, /= 7.2, 2H), 2.75 (dd, /= 4.7, 2.3, 2H), 9.64 (s, TH).

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

8 (ppm) = 13.9, 41.7, 71.3, 83.5, 201.5.

MS (FAB) m/z (%): 83.1 (100) [M~].
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Synthesevorschriften

3-lodpropan-1-ol
42
HO™ > C3H710
M = 185.99 g/mol

In etnem 100 mL Rundkolben wurden 20.0 g (2.10 eq, 133 mmol) Natriumiodid in
90 mL Aceton geldst. AnschlieBend wurden 5.30 mL (6.00 g, 1.00 eq, 63.4 mmol)
3-Chlorpropanol zugegeben und die Reaktionsmischung 40 Stunden bei 65 °C gerihrt.
AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung bet 40 °C und 200 mbar eingeengt. Der
erhaltende Ruickstand wurde zwischen Wasser und die Diethylether verteilt, die Phasen
getrennt und die wassrige Phase zweimal mit Diethylether nachextrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iber Natriumsulfat getrocknet und das Filtrat
bet 40 °C und maximal 29 mbar eingeengt. Das so erhaltende Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch Uber Kieselgel aufgereinigt. Als FlieBmittel wurde ein
Gradient mit Hexan:Essigester-Mischungen von 29:1 — 9:1 verwendet. Die Produkt
enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und eingeengt. Es wurden 9.81 g

(52.7 mmol; 83 %) als hellgelbe Flussigkeit erhalten.

DC: R = 0.60 (Dichlormethan : Methanol = 9: 1).

IR (DRIFT): 0 (cm™") = 2935 (m), 2881 (m), 1469 (m), 602 (M).

TH-NMR (300 MHz. DMSO-ds):

& (ppm) = 1.88 (qi, 3/ = 6.8 Hz, 2 H), 3.27 (t, 3/ = 6.8 Hz, 2 H), 3.43 (t, 3/ = 5.8 Hz, 2 H),

4.58 (s, 1 H).

13C-NMR (75 MHz. DMSO-ds):

8 (ppm) = 5.4, 36.1, 60.4.

MS (El): m/z (%) = 186 (14) [M], 153 (90), 136 (37), 107 (61), 89 (56), 77 (100).



Synthesevorschriften

2-((7E,32)-1-Cyano-3-(1-methylchinolin-4 (7H)-ylidene)prop-1-en-1-yl)-3-
methylbenzo[d]thiazol-3-iumiodid

@lif
55

Unter Argonatmosphare wurde eine Mischung aus 14 (0.15 g, 1.00 eq, 0.44 mmol) in
1.0 mL 1,4-Dioxan suspendiert, mit 0.28 mL (0.62 g, 10.0 eq, 440 mmol) lodmethan
versetzt und in einem "headspace-vial” fest verschlossen. Die Reaktionsmischung
wurde 20 h bet 90 °C geruhrt und nach Abkihlen auf Raumtemperatur mit Hexan
verdunnt. Der erhaltene Niederschlag wurde abgesaugt, mit Hexan gewaschen und 375
anschlieBend uber Kieselgel aufgereinigt. Als Eluens wurde erst reines Dichlormethan

und anschlieBend ein Gradient mit Methanol (29:1 — 9:1) verwendet. Es wurden 0.18 g

(0.37 mmol) 55 als schwarz-braunes Pulver erhalten (85 %).
DC (Dichlormethan : Methanol =9:1): R = 0.16.
IR (DRIFT): 0 (cm™) = 3010 (w), 2185 (s), 1613 (s), 1552 (s), 1504 (m).

TH-NMR (300 MHz; DMSO-ds):

d (ppm) = 4.09 (s, 3 H),4.38(s,3H), 711 (d, /=139 Hz, 1 H), 7.31-7.39 (m, 1 H), 7.45-
7.59 (m, 1 H), 7.60-7.76 (m, 1 H), 8.03-8.32 (m, 4 H), 8.37-8.53 (m, 1 H), 8.94 (d, /= 5.4 Hz,
1 H).



Synthesevorschriften

13C-NMR (75 MHz, DMSO-ds):

d (ppm) = 36.1, 43.6, 75.3, 109.3, 113.1, 113.4, 117.4, 118.9, 122.4, 124.2, 124.5, 124.7,
127.8, 128.5, 134.3, 138.5, 140.8, 142.6, 145.8, 151.4, 164.8.

MS (FAB) m/z (%): 356 (100) [M*], 107 (16).
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8.4 Charakterisierung der Cyaninfarbstoffe

Im Folgenden sind die gesammelten Daten wund Spektren aus der
Photostabilitatsuntersuchung,  der  Fluoreszenztitration,  der  Fluoreszenz-
Quantenausbeute und entsprechende Ubersichtstabellen gezeigt. AnschlieBend sind n

in einer Tabelle die Extinktionskoeffizienten aller Cyanine zu finden.

Photostabilitat und Halbwertszeiten

Die Halbwertszeiten und Photostabilitaten der Farbstoffe wurden auf Basis der
Fluoreszenzintensitatsabnahme bet Belichtung bestimmt. Die Probeldsungen
enthielten 10 uM Farbstoff, 2.5 uM DNAO (Abbildung 135), 10 mM NaP; (pH = 7), 250
mM NaCl und 5 % Ethanol. Die Losungen wurden mit einer 75 W Xenon-Lampe
belichtet. Um eine Anregung der DNA-Bestandteile zu unterbinden, wurde ein 305 nm
Vorfilter verwendet, der Licht mit Wellenlangen kleiner 305 nm abfangt. Die
Probelosungen wurden variierenden Belichtungszeiten ausgesetzt, anschliefend
grundlich gemischt und ein Fluoreszenzspektrum aufgezeichnet. Abhangig, von der
Fluoreszenzintensitat der Farbstoffe, wurde unterschiedliche Spaltweite (Eingangs-

und Ausgangsspalt) gewahlt und ist im entsprechenden Abbildungstitel angegeben.

5°- TCA-GTG-ATC-TAG-ACT-GC - 3°
3’- AGT-CAC-TAG-ATC-TGA-CG - 5

Abbildung 135: Sequenz der verwendeten doppelstrdangigen DNAO.

Im Folgenden sind neben den aufgezeichneten Fluoreszenzspektren der
Photostabilitaitsmessungen aller Farbstoffe sowie die prozentuale Abnahme der
Emissionsintensitaten im Zuge der Belichtung abgebildet. Eine exponentielle
Ausgleichsgerade der jeweiligen Intensitatswerte lieferte den Zugang zu den

angegebenen Halbwertszeiten ti.
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Abbildung 136: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 545 M, Aemmax. = 614 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der
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Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 66 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von TR-CN.
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Abbildung 137: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 520 M, Aemmax. = 580 nm, Spalt = 3 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitét (t1,2 = 11 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Rot-1.
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Abbildung 138: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 455 NM, Aemmax. = 648 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitét (t1,2 = 130 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Rot-2e.
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Abbildung 139: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 468 NM, Aemmax. = 637 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 134 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Rot-3e.

Rot-4:
— Omin
— 100+
24 80
'; _o
5, c 601
= o
480 min >
14 X 404
201
0= T — \ 0 T T T T
500 600 700 800 0 120 240 360 480
A [nm] Belichtungszeit [min]

Abbildung 140: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 480 M, Aemmax. = 583 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitét (t1,2 = 186 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Rot-4.
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Abbildung 141: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 494 Nm, Aemmax. = 596 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 331 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Rot-4m.
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Abbildung 142: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 486 NM, Aemmax. = 600 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 67 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Rot-5.
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Abbildung 143: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 501 M, Aemmax. = 603 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der

Rot-6:
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Fluoreszenzintensitat (t12 = 241 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Rot-5m.
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Abbildung 144: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 499 NmM, Aemmax. = 616 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t12 = 101 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Rot-6.
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Abbildung 145: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 507 M, Aemmax. = 615 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 317 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Rot-6m.
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Abbildung 146: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 498 nm, Aemmax. = 612 nm, Spalt = 5 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 269 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Rot-7m.
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Abbildung 147: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 620 NM, Aemmax. = 654 Nm, Spalt = 3 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 7 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von TR.
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Abbildung 148: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 375 NM, Aemmax. = 464 nm, Spalt = 5 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 658 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Blau-1m.
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Abbildung 149: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 409 M, Aemmax. = 517 nm, Spalt = 5 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 187 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Griin-1.
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Abbildung 150: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 419 nm, Aemmax. = 521 nm, Spalt = 5 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 636 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Griin-1m.
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Abbildung 151: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 426 M, Aemmax. = 535 nm, Spalt = 5 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 225 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Griin-2.
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Abbildung 152: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 436 M, Aemmax. = 539 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 293 min) der Photostabilitatsuntersuchung von Griin-2m.
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Abbildung 153: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 427 NmM, Aemmax. = 536 nm, Spalt = 5 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 146 min) der Photostabilitatsuntersuchung von Griin-3.
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Abbildung 154: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 429 NmM, Aemmax. = 529 nm, Spalt = 5 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 162 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Griin-3m.
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Abbildung 155: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 443 nm, Aemmax. = 555 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 78 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Griin-4.
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Abbildung 156: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 447 nM, Aemmax. = 550 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 49 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Griin-4m.
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Abbildung 157: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 504 M, Aemmax. = 528 nm, Spalt = 3 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 32 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von TO.
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Abbildung 158: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 470 nm, Aemmax. = 505 nm, Spalt = 3 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t12 nicht bestimmt) der Photostabilitdtsuntersuchung von TO-CN.
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Abbildung 159: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 460 NM, Aemmax. = 559 nm, Spalt = 3 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitdt (t1,2 = 90 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von CylQ.
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Abbildung 160: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 467 NM, Aemmax. = 563 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 205 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Gelb-1m.

Gelb-2:
61 — Omin
44 — 30 min
5
S,
24
01== T T )
500 600 700 800
A [nm]

% von |

100+

801

60 -

40

201

10 20 30
Belichtungszeit [min]

Abbildung 161: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 461 nM, Aemmax. = 558 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der
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Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 13 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Gelb-2.
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Abbildung 162: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 466 NM, Aemmax. = 566 Nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitét (t1,2 = 50 min) der Photostabilitdtsuntersuchung von Gelb-3.
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Abbildung 163: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 460 M, Aemmax. = 558 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t1,2 = 264 min) der Photostabilitatsuntersuchung von Gelb-4.
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Abbildung 164: Fluoreszenzspektren (Aexc. = 468 NM, Aemmax. = 559 nm, Spalt = 4 nm) und Anderung der

Fluoreszenzintensitat (t12 = 425 min) der Photostabilitatsuntersuchung von Gelb-4m.
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Photostabiltatsdaten

Anregungs- Emissions-
Farbstoff wellenlinge maximum Halbwertszeit
Acxc. [nm] Aemmax. [nM] ti,2 [min]
Blau-1m 375 464 658*
Grin-1 409 517 =
Grun-Tm 426 535 205
Grin-2 419 o1 e3¢
Grun-2m 436 539 293
Grun-3 427 536 146
Grun-3m 443 555 78
Grun-4 429 529 162
Grun-4m 447 550 49
TO-CN 470 505 ]
338 TO 504 528 37
CylQ 460 559 90
Gelb-1m 467 563 205
Gelb-2 461 558 3
Gelb-3 466 566 50
Gelb-4 460 558 264
Gelb-4m 468 559 425
TR-CN 545 614 66
Rot-1 520 580 I
Rot-2e 455 648 130
Rot-3e 468 637 134
Rot-4 480 583 186
Rot-4m 494 596 331
Rot-5 486 600 67
Rot-5m 501 603 241
Rot-6 499 616 101
Rot-6m 507 615 317
Rot-7m 498 612 o
R 620 654 7

Tabelle 12: Ubersicht der Halbwertszeiten t1/2 aus der Photostabilitdtsuntersuchung mit DNAO. Die angegebenen

Werte beziehen sich auf eine Lésung der Farbstoffe in 5 % Ethanol.
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Vergleich der Halbwertszeiten von Farbstoffen gleicher

Fluoreszenzfarbe
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Abbildung 165: Vergleich der Halbwertszeiten von Farbstoffen mit griiner Fluoreszenzfarbe.
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Abbildung 166: Vergleich der Halbwertszeiten von Farbstoffen mit gelber Fluoreszenzfarbe.
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Abbildung 167: Vergleich der Halbwertszeiten von Farbstoffen mit roter Fluoreszenzfarbe.
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Bestimmung der primaren Photo-Abbauprodukte

Mit dem Ziel Hinweise auf die Struktur der primaren Photo-Abbauprodukte von Styryl-
Farbstoffen zu erhalten, wurden die Proben analog zur Photostabilitatsbestimmung
belichtet. Im Anschluss wurden die belichteten Proben mittels HPLC in thre
Hauptbestandteile aufgetrennt und zugleich das Absorptionsspektrum eines jeden
Bestandteils aufgezeichnet. Die gesammelten Fraktionen dieser HPLC-Trennungen
wurden im Vakkum zur Trockene eingeengt. Die erhaltenen Rickstande wurden in
Acetonitril : Wasser = 7 : 3 gelost und danach zur Massenbestimmung mit

Nano-ESI-MS-Messungen analysiert.

Die belichteten Proben wurden Uber reversed phase HPLC an einer Shimadzu 10 HPLC
(online-Entgaser, Pumpe LC-10AT, Injektor SIL-10AD, Diodenarraydetektor SPD-M10A,
Steuereinheit SCL-10A, Steuersoftware Class-VP). Fir die Trennungen wurde eine

SupelcosilLC-318-Saule (250 x 4.6 mm) verwendet.

Eluens A: 50 mM Ammoniumacetat-Puffer (pH = 6.5)

Eluens B: Acetonitril
FluB: 1.0 mL/min
Gradient: 0 min > 0% Eluens B

5 min > 0% Eluens B
40 min - 50 % Eluens B
45 min - 50 % Eluens B

45.1 min - 95 % Eluens B
50 min - 95 % Eluens B
50.1 min - 0% Eluens B
57 min > 0% Eluens B

Die Detektionswellenlangen umfassten einen Bereich von 200 bis 800 nm. Die
erhaltenen Chromatogramme wurden bei dem jeweiligen Absorptionsmaximum der
einzelnen Bestandteile ausgewertet. Der Dioden-Array-Detektor ermdglichte die

Erfassung von Absorptionsspektren der Photo-Abbauprodukte.
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Deprotonierung von CylQ
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Abbildung 168: Mechanistische Vorgange bei der Deprotonierung von CylQ.
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Abbildung 169: Absorptions- und Fluoreszenzspektren der Deprotonierung von CylQ. Die ausgepragte

Absorptionsmaximum-Verschiebung ist deutlich an der Probeldsung (oben) sichtbar. Mit zunehmender Bildung

von 43 geht die Emission stark zurtck.
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Analyse des primdren Photo-Abbauproduktes von CylQ

Spectrum at time 32.64 min.
Viavelength: 467.355 nm - Ampltude: 53.559 mAU
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Abbildung 170: Spektrum von CylQ.
Spectrum at time 28.51 min.
Wavelength: 519.366 nm - Amplitude: 11.624 mAU
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Abbildung 171: Spektrum vom CylQ-Abbauprodukt CylQ©°x.

Time: 456.3178 Minutes - Amplitude: -0.591 mAL
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Abbildung 172: HPLC-Chromatogramm der praparativen Trennung der Abbauprodukte von CylQ bei 468 nm.
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Time: 46.3178 Mnutes - Amplitude: -1.106 mAL
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Abbildung 173: HPLC-Chromatogramm der praparativen Trennung der Abbauprodukte von CylQ bei 519 nm.
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Abbildung 174: Nano-ESI-Massenspektrum vom Abbauprodukt CylQ®x.
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Analyse des primdren Photo-Abbauproduktes von Rot-4:

h: 190 nm

tmin

Abbildung 175: DAD-Spektrum der HPLC-Trennung von der belichteten Rot-4-Probeldsung.

344
Es ist ein konjugiertes Photo-Abbauprodukt analog zu CylQ zu erkennen, generell
zeigte Rot-4 deutlich mehr Abbauprodukte als CylQ. Nachfolgend sind die

entsprechenden Chromatogramme und Spektren dargestellt.

Spectrum at time 33.77 min.
Wavelength: 489.105 nm - Amplitude: 73.464 mAL

33.77 min |

mAL
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Abbildung 176: Spektrum von Rot-4.
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Spectrum at time 31.01 min.
avelength: 530.824 nm - Amplitude: 4.937 mAU

T — #0imin,
18 o Am e e e e e e e e 15
L T e, P S 10
E 2
[ €
3 B e R L5
ol tsel s Rlesenene iSRS S sl e sienesiosndi s e 0
T T 1 T T T T T + T +
200 300 400 500 600 700

Abbildung 177: Spektrum vom Rot-4-Abbauprodukt Rot-4°x.

Time: 45.1662 Mnutes - Amplitude: -0.372 mAU
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Abbildung 178: HPLC-Chromatogramm der praparativen Trennung der Abbauprodukte von Rot-4 bei 489 nm.
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Abbildung 179: HPLC-Chromatogramm der praparativen Trennung der Abbauprodukte von Rot-4 bei 531 nm.
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Abbildung 180: Nano-ESI-Massenspektrum von Abbauprodukt Rot-4°% von Rot-4.

346 Analyse des primaren Photo-Abbauproduktes von Gelb-4

20.0

min

Abbildung 181: DAD-Spektrum der HPLC-Trennung von der belichteten Gelb-4-Probeldsung.

Es ist ein konjugiertes Abbauprodukt analog zu CylQ vorhanden. Allerdings sind bei
Gelb-4 mehrere verschiedene, konjugierte Abbauprodukte entstanden als bei CylQ
oder Gelb-4. Es ist mdglich, dass damit ein zusatzlicher Hinweis auf die groBe

Photostabilitat gegeben wird, da viele andersartige Zersetzungsprodukte einen
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schematisch  verlaufenden Abbauweg ausschlieBen. Nachfolgend sind die

entsprechenden Chromatogramme und Spektren dargestellt.

Spectrum at time 35.08 min.
Wavelength: 467.685 nm - Amplitude: 95.472 mAL
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Abbildung 182: Spektrum von Gelb-4.
Spectrum at time 30.68 min.
Wavelength: 5§19.54 nm - Amplitude: 13.524 mAL
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Abbildung 183: Spektrum vom Abbauprodukt Gelb-4°x.
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Abbildung 184: HPLC-Chromatogramm der praparativen Trennung der Abbauprodukte von Gelb-4 bei 468 nm.
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Abbildung 185: HPLC-Chromatogramm der praparativen Trennung der Abbauprodukte von Gelb-4 bei 519 nm.
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Abbildung 186: Nano-ESI-Massenspektrum vom Abbauprodukt Gelb-4°% des Farbstoffes Gelb-4.
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Fluoreszenztitration mit DNAO

Mit dem Ziel, das Verhalten der synthetisierten Cyaninfarbstoffe in Gegenwart von
DNA, zu untersuchen und zu vergleichen, wurden alle Farbstoffe in einer
Fluoreszenztitration mit insgesamt 4.0 Aquivalenten DNAO (Abbildung 135) versetzt
und spektroskopisch vermessen. Es wurde eine 10 uM Farbstofflésung (mit 10 mM
NaPi (pH = 7), 250 mM NaCl und 2 % Ethanol) in einer Quarzglas-Kivette vorgelegt.
Im Anschluss wurde schrittweise eine DNA-Titrationslésung (mit 40 uM DNAO, 10 uM
Farbstoff, 10 mM NaP; (pH = 7), 250 mM NaCl und 2 % Ethanol) zugegeben. Nach
jedem Zugabeschritt wurde die Probelésung grindlich gemischt und ein
Absorptionsspektrum sowie ein Fluoreszenzspektrum aufgezeichnet. Um eine spatere
Vergleichbarkeit der gemessenen Fluoreszenzintensitaten zu gewahrleisten, wurde bet
allen Titrationen eine Spalteinstellung von 3 nm (Eingangs- und Ausgangsspalt)
verwendet.

Die folgenden Abbildungen zeigen die aufgezeichneten Absorptions- bzw.
Fluoreszenzspektren der Titrationen der neuen Cyanine sowie zum Vergleich die
Spektren der Vorganger TR, TO, TO-CN und CylQ. Zudem sind die Absorbanz-
Anderungen, der Absorptionsmaxima des Farbstoffes in Abwesenheit Asbsmax.ohne bZW.
in  Anwesenheit von 4.0 eq DNAO Ausmaxmit gezeigt. Folgend werden
Intensitatsanderungen der Emission im Verlauf der Titration bei dem jeweils
entsprechenden Emissionsmaximum Aemmax. dargestellt. Die im Anschluss befindliche

Tabelle stellt eine Ubersicht der spektroskopisch gewonnenen Titrationsdaten dar.

TR-CN:

0.124 3.9 eq DNA

3.9 eq DNA

0.08 -

A0

| [a.ul]

0.0 eq DNA
0.04 -

0.00

400 500 600 700 600 650 700 750 800
A [nm] A [nm]

Abbildung 187: links: Absorptionsspektren (Aaps.max. =521 nm — 554 nm, AA = 33 nm) und rechts:
Fluoreszenzspektren (Aexc. = 540 NM, Aemmax. = 615 Nm) der Titration von TR-CN mit DNAO.
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Al (I-g) [a.u]

121

T

2

Aquiv. DNA

Abbildung 188: Titrationsverlauf von TR-CN mit DNAO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne = 521 Nm bzw.

Aabs.maxmit = 554 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 615 nm).

3.9 eq DNA

0.0 eq DNA

A [nm]

700

800

Abbildung 189: links: Absorptionsspektren (Aabs.max. = 500 nm — 531 nm, A = 31 nm) und rechts:
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Fluoreszenzspektren (Aexc = 520 M, Aem.max. = 581 nm) der Titration von Rot-1 mit DNAO.

T
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Abbildung 190: Titrationsverlauf von Rot-1 mit DNAO; links: Absorbanz (Aabsmax.ohne = 500 Nm bzw.

Aabs.maxmit = 531 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitatsanderung (Aemmax. = 581 nm).
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4.0 eq DNA

0.0 eq DNA

0.0 T
400

500
A [nm]

600

700

I [a. ul]

2.04

1.54

1.04

0.51

0.0-

500

4.0 eq DNA

0.0 eq DNA

Abbildung 191: links: Absorptionsspektren (Aabs.max. =449 Nnm — 473 nm, A\ = 24 nm) und rechts:

Fluoreszenzspektren (Aexc. = 455 nm, Aemmax. = 625 nm) der Titration von Rot-2e mit DNAO.
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Abbildung 192: Titrationsverlauf von Rot-2e mit DNAO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne = 449 nm bzw.

Aabs.maxmit = 473 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 625 nm).
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Abbildung 193: links: Absorptionsspektren (Aaps.max. =464 nm — 501 nm, AA = 35 nm) und rechts:

Fluoreszenzspektren (Aexc. = 468 NnM, Aemmax. = 632 Nm) der Titration von Rot-3e mit DNAO.
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Abbildung 194: Titrationsverlauf von Rot-3e mit DNAO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne = 464 nm bzw.

Rot-4:
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Abbildung 195: links: Absorptionsspektren (Aabs.max.
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Aabs.max.mit = 501 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 632 Nm).

— 3.9eqDNA

0.0 eq DNA

Fluoreszenzspektren (Aexc. = 480 nmM, Aem.max. = 590 nm) der Titration von Rot-4 mit DNAO.
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Abbildung 196: Titrationsverlauf von Rot-4 mit DNAO; links: Absorbanz (Aabsmax.ohne =473 Nm bzw.

Aabs.maxmit = 509 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 590 nm).
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Rot-4m:
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Abbildung 197: links: Absorptionsspektren (Aabs.max. =482 nm — 521 nm, AX = 29 nm) und rechts:

Fluoreszenzspektren (Aexc. = 494 nm, Aemmax. = 596 Nm) der Titration von Rot-4m mit DNAO.

0.4 ° 482nm 10-
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0.3
= R
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0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Aquiv. DNA Aquiv. DNA
Abbildung 198: Titrationsverlauf von Rot-4m mit DNAO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne = 482 NmM bzw.
Aabs.maxmit = 521 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 596 nm).
Rot-5:
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Abbildung 199: links: Absorptionsspektren (Aabs.max. =480 nm — 515 nm, A\ = 35 nm) und rechts:
Fluoreszenzspektren (Aexc. = 468 NM, Aemmax. = 598 nm) der Titration von Rot-5 mit DNAO.
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Abbildung 200: Titrationsverlauf von Rot-5 mit DNAO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne = 480 Nm bzw.
Aabs.maxmit = 515 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 598 nm).
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Abbildung 201: links: Absorptionsspektren (Aabs.max. =490 nm — 522 nm, A\ = 32 nm) und rechts:
Fluoreszenzspektren (Aexc. = 501 nmM, Aem.max. = 602 Nnm) der Titration von Rot-5m mit DNAO.
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Abbildung 202: Titrationsverlauf von Rot-5m mit DNAO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne =490 Nm bzw.

Aabs.maxmit = 522 Nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 602 nm).
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Rot-6:
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Abbildung 203: links: Absorptionsspektren (Aabs.max. =485 nm — 535 nm, A = 50 nm) und rechts:
Fluoreszenzspektren (Aexc. = 499 nm, Aemmax. = 616 Nm) der Titration von Rot-6 mit DNAO.
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Abbildung 204: Titrationsverlauf von Rot-6 mit DNAO; links: Absorbanz (Aaps.max.ohne = 485 Nm bzw.

Aabs.max.mit = 535 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitatsanderung (Aem.max. = 616 NM).
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Abbildung 205: links: Absorptionsspektren (Aaps.max. =492 nm — 548 nm, AA = 56 nm) und rechts:

Fluoreszenzspektren (Aexc. = 507 NnmM, Aemmax. = 614 nm) der Titration von Rot-6m mit DNAO.
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Abbildung 206: Titrationsverlauf von Rot-6m mit DNAO; links: Absorbanz (Aaps.max.ohne = 492 Nm bzw.

Aabs.maxmit = 548 Nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 614 nm).
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Abbildung 207: links: Absorptionsspektren (Aaps.max. =480 nm — 525 nm, A\ =45 nm) und rechts:
Fluoreszenzspektren (Aexc. = 498 NM, Aem.max. = 612 Nm) der Titration von Rot-7m mit DNAO.
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Abbildung 208: Titrationsverlauf von Rot-7m mit DNAO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne = 480 Nm bzw.

Aabs.maxmit = 525 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 612 nm).
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TR:
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Abbildung 209: links: Absorptionsspektren (Aaps.max. = 621 nm — 633 nm, A = 12 nm) und rechts:
Fluoreszenzspektren (Aexc. = 624 NmM, Aemmax. = 655 Nm) der Titration von TR mit DNAO.
0.5 e 621 nm
e 633nm 121
0.4
soe o o o - 97 *
8 03_;;’,6Wv' v . s E
< > 64
0.24 <
<
0.1 31
0.0 T T T ) 0 T T T )
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Aquiv. DNA Aquiv. DNA

Abbildung 210: Titrationsverlauf von TR mit DNAO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne = 621 NM bZW. Aaps.maxmit = 633

nm) und rechts: Fluoreszenzintensitatsanderung (Aem.max. = 655 nm).
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Abbildung 211: links: Absorptionsspektren (Aabsmax. = 374 nm, kein Ashitt) und rechts: Fluoreszenzspektren
(Aexc. = 375 NM, Aem.max. = 471 nm) der Titration von Blau-1m mit DNAO.
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Abbildung 212: Titrationsverlauf von Blau-1m mit DNAO; links: Absorbanz (Asps.max. = 374 nm) und rechts:
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Abbildung 213: links: Absorptionsspektren (Aaps.max. =409 nm — 410 nm, AA = 1 nm) und rechts: Fluoreszenzspektren

(Aexc. = 409 NM, Aem.max. = 517 nm) der Titration von Griin-1 mit DNAO.
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Abbildung 214: Titrationsverlauf von Griin-1 mit DNAO; links: Absorbanz (Asps.max. =409 nm) und rechts:

Fluoreszenzintensitatsanderung (Aemmax. = 517 nm).
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Grin-1m:
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Abbildung 215: links: Absorptionsspektren (Aabsmax. =418 nm — 426 nm, A\ = 8 nm) und rechts: Fluoreszenzspektren
(Nexc. = 419 NM, Aem.max. = 518 nm) der Titration von Griin-1m mit DNAO.
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Abbildung 216: Titrationsverlauf von Griin-1m mit DNAO; links: Absorbanz (Aaps.max.chne =418 nm bzw.

Aabs.max.mit = 426 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitatsdnderung (Aemmax. = 518 nm).
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Abbildung 217: links: Absorptionsspektren (Aabs.max. =423 nm — 426 nm, A\ = 3 nm) und rechts: Fluoreszenzspektren
(Aexc. = 426 NM, Aem.max. = 535 nm) der Titration von Griin-2 mit DNAO.
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Abbildung 218: Titrationsverlauf von Griin-2 mit DNAO; links: Absorbanz (Asps.max.chne = 423 nm bzw.

Aabs.maxmit = 426 Nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 535 nm).
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Abbildung 219: links: Absorptionsspektren (Aabs.max. =434 nm — 438 nm, A\ =4 nm) und rechts: Fluoreszenzspektren

(Mexc. = 436 NM, Aem.max. = 540 nm) der Titration von Griin-2m mit DNAO.
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Abbildung 220: Titrationsverlauf von Griin-2m mit DNAO; links: Absorbanz (Asps.maxmit = 438 nm) und rechts:

Fluoreszenzintensitatsanderung (Aem.max. = 540 nm).
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Abbildung 221: links: Absorptionsspektren (Aabs.max. =424 Nnm — 436 nm, AA = 12 nm) und rechts:

Fluoreszenzspektren (Aexc. = 427 nm, Aemmax. = 536 Nm) der Titration von Griin-3 mit DNAO.
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Abbildung 222: Titrationsverlauf von Griin-3 mit DNAO; links: Absorbanz (Asps.max.chne = 424 nm bzw.

Aabs.max.mit = 436 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitatsanderung (Aem.max. = 536 Nm).
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Abbildung 223: links: Absorptionsspektren (Aaps.max. =426 nm —436 nm, AA = 10 nm) und rechts:

Fluoreszenzspektren (Aexc. = 429 nmM, Aemmax. = 529 nm) der Titration von Griin-3m mit DNAO.
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Abbildung 224: Titrationsverlauf von Griin-3m mit DNAO; links: Absorbanz (Aaps.max.chne =426 nm bzw.
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Aabs.max.mit = 436 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsdanderung (Aemmax. = 529 nm).
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Abbildung 225: links: Absorptionsspektren (Aaps.max. = 440 nm — 457 nm, A\ = 17 nm) und rechts:

0.4-

0.3

0.24

A

0.11

° 440 nm
e 457 nm

0.0

T T T

1 2 3
Aquiv. DNA

Al (I-1g) [a.ul

Fluoreszenzspektren (Aexc. = 443 nm, Aemmax. = 555 Nnm) der Titration von Griin-4 mit DNAO.
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Abbildung 226: Titrationsverlauf von Griin-4 mit DNAO; links: Absorbanz (Asps.max.chne = 440 nm bzw.

Aabs.maxmit = 457 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 555 nm).
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Abbildung 227: links: Absorptionsspektren (Aabs.max. = 444 nm — 459 nm, A\ = 15 nm) und rechts:

Fluoreszenzspektren (Aexc. = 447 nmM, Aemmax. = 550 Nnm) der Titration von Griin-4m mit DNAO.
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Abbildung 228: Titrationsverlauf von Griin-4m mit DNAO; links: Absorbanz (Aaps.max.chne = 444 nm bzw.
Aabs.max.mit = 459 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aemmax. = 550 nm).
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Abbildung 229: links: Absorptionsspektren (Aabs.max. = 502 nm — 510 nm, AA = 8 nm) und rechts: Fluoreszenzspektren
(Aexc. = 480 NnM, Aem.max. = 530 nm) der Titration von TO mit DNAO.
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Abbildung 230: Titrationsverlauf von TO mit DNAO; links: Absorbanz (Aaps.max.ohne = 502 NM bZW. Azps maxmit = 510 nm)

und rechts: Fluoreszenzintensitatsanderung (Aem.max. = 530 nm).
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Abbildung 231: links: Absorptionsspektren (Aabsmax. = 495 nm, kein Ashitt) und rechts: Fluoreszenzspektren

(Aexc. = 470 NM, Aem.max. = 530 nm) der Titration von TO-CN mit DNAO.
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Abbildung 232: Titrationsverlauf von TO-CN mit DNAGO; links: Absorbanz (Aaps.max. =495 nm) und rechts:

Fluoreszenzintensitatsanderung (Aem.max. = 530 nm).
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Abbildung 233: links: Absorptionsspektren (Aabs.max. =455 nm — 489 nm, A\ = 34 nm) und rechts:
Fluoreszenzspektren (Aexc. = 460 NM, Aemmax. = 556 Nm) der Titration von CylQ mit DNAO.
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Abbildung 234: Titrationsverlauf von CylQ mit DNAGO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne =455 nm bzw.

Aabs.max.mit = 489 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 556 nm).
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Abbildung 235: links: Absorptionsspektren (Aaps.max. =463 nm — 493 nm, AA = 30 nm) und rechts:
Fluoreszenzspektren (Aexc. = 467 M, Aemmax. = 560 nm) der Titration von Gelb-1m mit DNAO.
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Abbildung 236: Titrationsverlauf von Gelb-1m mit DNAO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne = 463 nm bzw.

Aabs.maxmit = 493 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 560 nm).
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Abbildung 237: links: Absorptionsspektren (Aaps.max. =458 nm — 487 nm, A\ =29 nm) und rechts:
Fluoreszenzspektren (Aexc. = 461 nm, Aemmax. = 555 nm) der Titration von Gelb-2 mit DNAO.
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Abbildung 238: Titrationsverlauf von Gelb-2 mit DNAO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne =458 nm bzw.

Aabs.max.mit = 487 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 555 nm).
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Abbildung 239: links: Absorptionsspektren (Aabs.max. = 458 nm — 486 nm, A\ = 28 nm) und rechts:
Fluoreszenzspektren (Aexc. = 466 M, Aemmax. = 568 Nm) der Titration von Gelb-3 mit DNAO.
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Abbildung 240: Titrationsverlauf von Gelb-3 mit DNAO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne = 458 M bzw.

Aabs.max.mit = 486 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 568 nm).
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Abbildung 241: links: Absorptionsspektren (Aaps.max. =451 nm — 480 nm, AA = 29 nm) und rechts:
Fluoreszenzspektren (Aexc. = 460 M, Aemmax. = 558 nm) der Titration von Gelb-4 mit DNAO.
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Abbildung 242: Titrationsverlauf von Gelb-4 mit DNAO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne =451 nm bzw.

Aabs.maxmit = 480 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 558 nm).
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Abbildung 243: links: Absorptionsspektren (Aabs.max. =457 Nnm — 481 nm, A\ = 24 nm) und rechts:

Fluoreszenzspektren (Aexc. = 468 NM, Aemmax. = 556 Nm) der Titration von Gelb-4m mit DNAO.
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Abbildung 244: Titrationsverlauf von Gelb-4m mit DNAO; links: Absorbanz (Aabs.max.ohne =457 Nm bzw.

Aabs.maxmit = 481 nm) und rechts: Fluoreszenzintensitdtsanderung (Aem.max. = 556 nm).



Charakterisierung der Cyaninfarbstoffe

Titrationsdaten

Diese Tabelle erstreckt sich tUber drei Seiten!

ohne mit 4 eq .
DNAO DNAO A A Probelosung
Farbstoff | 5 A | Mem.max. Stokes Al ohne / mit
abs.max.ohne abs.max.mit [nm] [nm] 4 eq DNAO
[nm] [nm]
TR-CN 521 554 615 61 10.1
Rot-1 500 531 581 50 12.1
Rot-2e 449 473 625 152 1.3
Rot-3e 464 501 632 131 3.3
Rot-4 473 509 590 81 5.7
Rot-4m 482 521 596 75 9.1
Rot-5 480 515 598 83 4.0
Rot-5m 490 522 602 80 7.7 i
)
Rot-6 485 535 616 81 1.4 ‘ '
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ohne mit 4 eq .
DNAO DNAO A Aseor Probelosupg
Farbstoff A A . em.max. okes Al ohne / mit
abs.max.ohne abs.max.mit [nm] [nm] 4 eq DNAO
[nm] [nm]
Rot-6m 492 548 614 66 6.4
Rot-7m 480 525 612 87 1.0
TR 621 633 655 22 9.9 -
Blau-Tm 374 374 471 97 0.02
Grun-1 409 409 517 108 1.0
Grun-Tm 418 426 518 92 2.2
Grin-2 423 426 535 109 1.8
Grun-2m 434 438 540 102 3.7
Grun-3 424 436 536 100 1.0
Grun-3m 426 436 529 93 2.7
Grin-4 440 457 555 98 3.1
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ohne mit 4 eq .
DNAO DNAO A Asor Probelosupg
Farbstoff A A . em.max. tokes Al ohne / mit
abs.max.ohne abs.max.mit [nm] [nm] 4 eq DNAO
[nm] [nm]
Grun-4m 444 459 550 91 9.7 m
TO 502 510 530 20 11.7 -
TO-CN 495 495 530 35 0.1
CylQ 455 489 556 67 2.7 -
Gelb-1m 463 493 560 67 4.5
Gelb-2 458 487 555 68 54
Gelb-3 458 486 568 82 1.1 .
f &
Gelb-4 451 480 558 78 4.1 ‘ : \
Gelb-4m 457 481 556 75 3.7

Tabelle 13: Ubersicht der spektroskopischen Daten aus den Fluoreszenz-Titrationen der Cyanin-Farbstoffe mit
DNAO. Die angegebenen Werte beziehen sich auf eine Losung mit 10 uM Farbstoff, 40 yM DNAO, 10 mM NaP:
(pH = 7), 250 mM NaCl und 2 % Ethanol.
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Anstieg der Fluoreszenzintensitat Al
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Abbildung 245: Vergleich der Intensitdtszunahmen Al im Zuge des Titrationsfortschrittes der gelb-

fluoreszierenden Fluorophore.
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Abbildung 246: Vergleich der Intensitadtszunahmen Al im Zuge des Titrationsfortschrittes der griin-

fluoreszierenden Fluorophore.
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Abbildung 247: Vergleich der Intensitdtszunahmen Al im Zuge des Titrationsfortschrittes der rot-fluoreszierenden

Fluorophore.
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Fluoreszenz-Quantenausbeuten in Gegenwart von DNAO

Im Rahmen der ersten Evaluation aller neuen Fluorophore, wurde die
Quantenausbeute der einzelnen Cyanine in Gegenwart von 4.0 Aquivalenten an DNAO
bestimmt. Hierfir wurde eine 10 uM Farbstofflosung (in 10 mM NaPi (pH = 7),
250 mM NaCl und 2 % Ethanol) in Anwesenheit von 40 yM DNAO analysiert. Die
Anregungswellenldange wurde entsprechend den Fluoreszenztitrationsdaten an das
Absorptionsmaximum in DNA-Gegenwart angepasst. Die nachfolgende Tabelle

prasentiert die Werte der mittels angelagerten Fluorophoren erfassten

Tabelle 14: Ubersicht der Quantenausbeuten von den an DNAO angelagerten Fluorophoren.

Quantenausbeuten.
Farbstoff Br.angel. Farbstoff Br.anget
[%] [%]
Blau-Tm 1.0 TR-CN 329
Grin-1 1.2 Rot-1 355
Grin-Tm 2.4 Rot-2e 6.1
Grun-2 1.9 Rot-3e 12.5
Griin-2m 4.6 Rot-4 12.8
Grin-3 2.3 Rot-4m 17.6
Griin-3m 4.1 Rot-5 12.7
Grin-4 5.8 Rot-5m 15.3
Grin-4m 13.7 Rot-6 5
TO 16.5 Rot-6m 18.8
TO-CN nicht bestimmt Rot-7m 3.6
CylQ 4.4 TR 11.6
Gelb-Tm 6.6
Gelb-2 17.0
Gelb-3 1.5
Gelb-4 5.7
Gelb-4m 5.8
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Extinktionskoeffizienten € der neuen Fluorophore

Zur Bestimmung der Extinktionskoeffizienten beti 260 nm sowie dem jeweiligen
Absorptionsmaximum der Farbstoffe, wurden 10 Farbstoffldsungen variierender
Konzentration hergestellt. Es wurden pro Farbstoff 5 Stammlésungen hergestellt, deren
Konzentrationen zwischen 10 und 60 umol/L lagen. Hierfiir wurden die benétigten
Substanzmengen der Farbstoffe in je einen 50 mL-Messkolben eingewogen und 5 mL
Ethanol (99,8 %) zugegeben. Um eine vollstandige Losung der Farbstoffe zu
gewabhrleisten, wurden die Losungen 15 min im Ultraschallbad behandelt, und erst im
Anschluss mit Wasser (HPLC-rein) zu 50 mL verdiinnt (Ethanolanteil = 10 %). Diese finf

Stammldsungen wurden mit 10%igem Ethanol jeweils 1 : 10 verdunnt.

Von samtlichen hergestellten Farbstoffldsungen wurde ein Absorptionsspektrum von
200 bis 800 nm bei 20 °C aufgezeichnet. Zur Berechnung der Extinktionskoeffizienten,
mit Hilfe des Lambert-Beer'schen Gesetzes (Gleichung 8.3.1), wurden ausschlieBlich
Werte der Absorbanz kleiner 1 verwendet. Die entsprechenden Absorbanzen wurden
in Abhangigkeit der Konzentration aufgetragen. Die Steigung der Ausgleichsgerade

entspricht dem Extinktionskoeffizient.

AQD) = log (%) = &) -c-d (8.1)

A(\): Absorbanz des Farbstoffes bei der Wellenldnge A
I(T): Intensitat des transmittierten Lichtes
1(0): Intensitat des eingestrahlten Lichtes

e(\): molarer dekadischer Extinktionskoeffizient bei der Wellenldnge A

[L/mol*cm]
c Stoffmengenkonzentration [mol/L]

d: Schichtdicke der durchstrahlten Probe [cm]
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Ubersicht der Extinktionskoeffizienten:

30
Farbstoff Asbs.max. [L/mcflzcm] Farbton der
[nm] Fluoreszenz
bei Aabs.max. bei 260 nm
Blau-1m 375 19200 10580 blau
Grin-1 409 19400
Grin-Tm 426 28400
Grin-2 419 24800 8430
Grin-2m 436 30000 10150
Grin-3 427 16400 )
Grin-3m 443 28600 gran
Grin-4 429 16600 8430
Grin-4m 447 30100
TO 502 27000
TO-CN 495 16600
CylQ 461 42400 9830
376 Gelb-1m 470 42700 8450
Gelb-2 461 37700
Gelb-3 466 38000 gelb
Gelb-4 460 39400
Gelb-4m 468 39300 9040
TR-CN 538 13000 2980
Rot-1 510 38400
Rot-2e 455 35700
Rot-3e 468 26100 17300
Rot-4 480 30800
Rot-4m 494 30800 8570 .
Rot-5 486 27500
Rot-5m 501 35700 8580
Rot-6 499 27600
Rot-6m 507 31100 13070
Rot-7m 498 32300
R 624 15000

Tabelle 15: Extinktionskoeffizienten der Farbstoffe bei ihrem jeweiligen Absorptionsmaximum Aabsmax und bei

260 nm (fur ausgewdhlte Cyanine). Die angegebenen Werte beziehen sich auf Farbstofflosungen in 10 % Ethanol.



8.5 Charakterisierung einfach modifizierter DNA

Optimierung der CuUAAC-Methode
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Abbildung 248: MALDI-Spektrum eines Gelb-1m-markierten DNA-Stranges, der Spuren an oxidiertem

Produktstrang enthalt.
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Abbildung 249: MALDI-Spektren von verschiedenen Fraktionen des Gelb-1m-markierten DNA-Stranges, der
mittels flacherem HPLC-Gradient die Separierung des oxidierten Produktstranges erlaubte. Oben: MALDI-
Spektrum des oxidierten Nebenproduktes. Unten: MALDI-Spektrum des gewiinschten unbeschadigten

Produktstranges.



Charakterisierung einfach modifizierter DNA

Absorptions- und Fluoreszenzspektren

Nachfolgend sind die Absorptions- und Fluoreszenzspektren der einfach modifizierten

Einzelstrange DNA1 und DNA2 den doppelstrangigen DNA3 bzw. DNA4

gegenubergestellt.
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Abbildung 250: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der einfach modifizierten DNA-Einzelstrange
(DNA1) und DNA-Doppelstrange (DNA3) von den Donorfarbstoffen Griin-1m, Griin-2m und Blau-1m sowie der
Vergleich zum Referenzfluorophor CylQ (DNA2 und DNA4).
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Abbildung 251: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der einfach modifizierten DNA-Einzelstrange
(DNA1) und DNA-Doppelstrange (DNA3) von den Donorfarbstoffen Griin-1m, Griin-3m und Blau-1m sowie der
Vergleich zum Referenzfluorophor CylQ (DNA2 und DNA4).
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Charakterisierung einfach modifizierter DNA
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Abbildung 252: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der einfach modifizierten DNA-Einzelstrange

(DNA1 und DNA2) und DNA-Doppelstrange (DNA3 und DNA4) von Donor- (Blau-1m) und Akzeptorfarbstoffen

(Gelb-1m, Gelb-4m sowie CylQ zum Vergleich).
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Abbildung 253: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der einfach modifizierten DNA-Einzelstrange
(DNA2) und DNA-Doppelstrédnge (DNA4) von den Akzeptorfarbstoffen TR-CN, Rot-4m und Rot-6m sowie der

Vergleich zum Referenzfluorophor CylQ.
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Abbildung 254: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der einfach modifizierten DNA-Einzelstrange

(DNAZ2) und DNA-Doppelstrange (DNA4) von den Akzeptorfarbstoffen Rot-3e, Rot-4m und Rot-5m sowie der

Vergleich zum Referenzfluorophor CylQ.



Charakterisierung einfach modifizierter DNA
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Abbildung 255: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der einfach modifizierten DNA-Einzelstrange
(DNA1 und DNA2) und DNA-Doppelstrange (DNA3 und DNA4) von Donor- (Blau-1m, Griin-2m) und
Akzeptorfarbstoffen (Gelb-4m, Rot-6m).
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Abbildung 256: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der einfach modifizierten DNA-Einzelstrange
(DNA1 und DNA2) und DNA-Doppelstrange (DNA3 und DNA4) von Donor- (Blau-1m, Griin-1m) und
Akzeptorfarbstoffen (Gelb-1m, TR-CN).

Die folgende Tabelle fasst alle Daten der einfach modifizierten Einzelstrange DNA1
und DNA2 und den doppelstrangigen DNA3 bzw. DNA4 zusammen. Diese

Datentabelle erstreckt sich tUber zwei Seiten!
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Charakterisierung einfach modifizierter DNA

ldspnA

DNA-Strang Aabs.max. | Aemmax. | Astokes (% der P | Tm ss/ds
[om] | [om] | pom] | 1%] | DC DNA

DNA1Griin-1m 451 529 78 - 9.8 -
DNA3Griin-1m 449 528 79 77.0 94 65.1
DNA1Griin-2m 464 534 70 - 36.2 -
DNA3Griin-2m 462 525 63 68.9 28.3 64.6
DNA1Grin-3m | 461 534 73 - 10.2 -
DNA3Griin-3m 462 529 71 82.8 8.9 64.0
DNA1Blau-1m 389 476 87 - 52 -
DNA3Blau-1m 388 463 75 81.7 4.6 63.7
DNA26eib-1m 505 560 55 - 40.4 -
DNA4Geib-1m 503 557 54 426 | 204 | 67.0
DNAZ2gGelb-4m 507 566 59 - 471 -
DNA4gGelb-4m 503 560 57 40.6 21.2 66.3

DNA2¢yiq 503 568 65 - 255 | -

DNA4cyiq 496 566 70 331 109 | 66.1




Charakterisierung einfach modifizierter DNA

oA stang | A | A | Ao ['jder br | Tm | ss/ds
am] | fom] | ml o %] | D DNA

DNA21Rr-cN 560 613 53 - 59.9 -

DNA4tr-cn 551 608 57 95.0 63.4 65.6

DNAZ2Rot-3e 509 617 106 - 57.2 -

DNAA4 grot-3e 515 634 119 52.4 35.8 674

DNAZ2Rot-4m 529 590 71 - 51.2 -

DNA4 Rrot-4m 528 596 68 64.2 33.2 66.4

DNAZ2Rot-5m 538 599 61 - 437 -

DNA4 rot-5m 538 601 63 59.6 26.1 66.2

DNA2Rot-6m 544 604 60 - 39.0 -

DNA4 rot-6m 557 607 50 83.0 31.9 66.6

Tabelle 16: Ubersicht aller Daten der einfach modifizierten Einzelstrange DNA1 und DNA2 und der
doppelstrangigen DNA3 bzw. DNA4. Der Schmelzpunkt der unmodifizierten DNA6 betrdgt 64.5 °C.
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Charakterisierung einfach modifizierter DNA

Uberlappungsintegrale — normierte Spektren

Zur Berechnung der Uberlappungsintegrale wurden die Spektren doppelstrangiger
einfach modifizierter DNA verwendet. Bet Donoren wurde das Emissionsspektrum der
DNA3, bei Akzeptoren wurde das Absorptionsspektrum der DNA4 normiert. Die
folgenden Abbildungen veranschaulichen das jeweilige Uberlappungsintegral anhand

der grau eingefarbten Flache.
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Abbildung 257: Uberlappung des normierten Donor-Emissionsspektrum der DNA3grin-1m mit dem jeweiligen
normierten Akzeptor-Absorptionsspektrum der DNA4. Akzeptor-DNA: DNA41r-cN, DNA4Rot-4m, DNA4Rot-5m und
DNA4Rot-6m.



Charakterisierung einfach modifizierter DNA

— DNA3G 0.2m

norm

—A DNA4,

norm Rot-4m

500 600 700 800

—_— DNA3,

nom. Griin-2m

—iA DNA4. 6

norm

1.04 . |,,o,.,. DNA3G n.2m 1.04
) A o DNAdy =
2 2
2 2
© ©
£ £
‘g‘ 0.54 ‘g‘ 0.5
< <<
e e
c =
3 3
0.0 7 7 | 0.0
400 500 600 700 800 400
A [nm]
1.04 _— Iuo-m DNA3G in2m 1.04
) Ao DNAdg 6 =
2 2
2 k7
© ©
£ £
g 0.54 g 0.51
<< <<
© ©
c =
3 3
0.0 , 7 ) 0.0
400 500 600 700 800 400
A [nm]

500 600 700 800
A [nm]

Abbildung 258: Uberlappung des normierten Donor-Emissionsspektrum der DNA3grin-2m mit dem jeweiligen

normierten Akzeptor-Absorptionsspektrum der DNA4. Akzeptor-DNA: DNA47r-cn, DNA4Rot-4m, DNA4Rot-sm und
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Abbildung 259: Uberlappung des normierten Donor-Emissionsspektrum der DNA3griin-3m mit dem jeweiligen
normierten Akzeptor-Absorptionsspektrum der DNA4. Akzeptor-DNA: DNA41r-cN, DNA4Rot-4m, DNA4Rot-5sm und

DNA4Rot-6m.



Charakterisierung einfach modifizierter DNA
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Abbildung 260: Uberlappung des normierten Donor-Emissionsspektrum der DNA3Btau-1m mit dem jeweiligen

normierten Akzeptor-Absorptionsspektrum der DNA4. Akzeptor-DNA: DNA47r-cn, DNA4Rot-4m, DNA4Rot-sm und

DNA4Rot-6m.
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Abbildung 261: Uberlappung des normierten Donor-Emissionsspektrum der DNA3Blau-1m mit dem jeweiligen

normierten Akzeptor-Absorptionsspektrum der DNA4. Akzeptor-DNA: DNA4Gelb-1m, DNA4Getb-1m Uund DNA4Rot-3e.



8.6 Charakterisierung zweifach modifizierter DNA

Absorptions- und Fluoreszenzspektren
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Abbildung 262: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der zweifach modifizierten DNA5 mit dem

Akzeptor TR-CN und den Donorfarbstoffen Griin-1m, Griin-2m, Griin-3m und Blau-1m.
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Abbildung 263: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der zweifach modifizierten DNA5 mit dem

Akzeptor Rot-4m und den Donorfarbstoffen Griin-1m, Griin-2m, Griin-3m und Blau-1m.
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Charakterisierung zweifach modifizierter DNA

0.20- — DNAS,  imRotssm
DNASGrUn—1m+Rot—5m
0 1 5 ] DNASGrUn-2m+R0l-5m
DNASGrUn—3m+Rot—5m
<
< 0.10 /\
0.05 A
W
0.00 v v — —
300 400 500 600 700
A [nm]

41 DNASBLau-1m+Rot-5m
DNASGrun—1m+Rot—5m
3. DNASGrun—ZerRotrSm
DNASGrun—3m+Ro(—5m
— DNA4R0(—5m
> 24 A =389 nm
Kl e
- DNA4R0(-5m
14 A =430nm
400 500 600 700 800
A [nm]

Abbildung 264: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der zweifach modifizierten DNA5 mit dem

Akzeptor Rot-5m und den Donorfarbstoffen Griin-1m, Griin-2m, Griin-3m und Blau-1m.
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Abbildung 265: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der zweifach modifizierten DNA5 mit dem

Akzeptor Rot-6m und den Donorfarbstoffen Griin-1m, Griin-2m, Griin-3m und Blau-1m.
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Abbildung 266: Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der zweifach modifizierten DNA5 mit dem

Donor Blau-1m und den Akzeptorfarbstoffen Gelb-1m, Rot-3e und Gelb-4m.



Charakterisierung zweifach modifizierter DNA

Ubersicht der spektroskopischen Daten zweifach modifizierter Duplexe DNAS:

ET-Paar | Aexcpo. | Aemak | Aappa. Tm Do / Paar / Ak
. .fKontrast
inDNAS | [nm] | [nm] | [nm] [°C] DNA3/5/4
Gran-Tm | 435 | 609 179 | 94(107) | 67.2
+TR-CN :
Grin-1m 423 609 186 62 (70) | 668
+Rot-4m )
Grin-1m 430 614 184 67 (77) | 669 4 |
+Rot-5m ’
Grin-1m 435 616 181 | 104 (118) | 669 4
+Rot-6m )
Grin-2m
RN 430 609 179 3(11) | 685 n I
Grin-2m
Rotam 423 609 186 36 (40) | 65.9 ﬂ I I
Grin-2m |
JRotem 430 613 183 18(22) | 66.0 n I
Grin-2m
TRetem 435 613 178 72(77) | 662 n I
Grin-3m
RN 430 613 183 | 102 (120) | 66.5 I I

-
Grin-3m
Rotam 423 604 181 35(42) | 664 -
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Charakterisierung zweifach modifizierter DNA

ET-Paar Aexcpo. | Aem.ak. }\appa. f Tm Do / Paar / Ak
Kontrast
inDNA5 | [nm] | [nm] | [nm] [°C] DNA3/5/4
Grin-3m e
‘Rotem | 430 | 609 179 | 65(77) | 67.1 I I 1
Grin-3m
JRotem 435 613 178 | 133 (153) | 66.7 I I I
Blau-1m 389 607 218 | 131(135) | 66.7
+TR-CN )
Blau-1m 389 609 220 67 (69) | 64.9
+Rot-4m )
390 Blau-1m 389 618 229 62 (66) | 65.1
+Rot-5m )
Blau-1m 389 615 226 74 (79) | 656
+Rot-6m ’
Blau-1Tm
CalbAm | 391 572 181 69 (72) | 653 I ﬂ H
Blau-1m 389 637 248 32(36) | 66.1
+Rot-3e )
¥
Blau-1m
Calbam | 391 566 175 66 (69) | 65.3 I

Tabelle 17: Ubersicht der spektroskopischen Daten der doppelt modifizierten DNAS5. Der Schmelzpunkt der
unmodifizierten DNAG6 betrdgt 64.5 °C. Zum Vergleich sind die Kontrastfaktoren ohne Korrekturvornahme, in

Klammern hinter den korrigierten Werten in der Ubersichtstabelle angegeben.



Charakterisierung zweifach modifizierter DNA

Fluoreszenzlebenszeit-Messungen

Die Bestimmung der Fluoreszenzlebenszeiten erfolgte bei 20 °C mit einer Probeldsung,
die 2.5 uM DNA in NaPi-Puffer (10 mM, pH = 7) und 250 mM NaCl enthielt. Die
Fluoreszenzlebenszeiten wurden an einem Horiba Scientific FluoroMax-4
Spektrofluorometer anhand time-correlated single photon counting (TCSPC) Technik
mit NanolLeds als Anregungsquelle bet 370 nm (bet Duplexen mit Blau-1m) oder
455 nm (bet Duplexen mit Griin-1m, Griin-2m und Griin-3m) (Horiba, impulse
repetition rate of 1 MHz, time calibration = 2.74E-11 sec/channel) durchgeflihrt, wobei
das Abklingen der Emisssion bei 478 nm (bet Duplexen mit Blau-1m) bzw. 528 nm (bet

Duplexen mit Griin-1m, Griin-2m und Griin-3m) detektiert wurde.

Die Auswertung der Abklingkurven erfolgte mit dem Programm DAS6 v 6.8 decay
analysis (Horiba), wobel die Fluoreszenzlebenszeiten der Donoren in Abwesenheit des
jeweiligen Akzeptors mit einer monoexponentiellen (Gleichung 8.2) und bet Gegenwart
des Akzeptors mit einer biexponentiellen Fitfunktion (Gleichung 8.2) angepasst

wurden.

° (8.2)

ly = T+ lipoy €™ + ly)-e™ (83)

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen die Abklingkurven sowie die Residuals von
den Fluoreszenzlebenszeit-Bestimmungen des Donors in Abwesenheit (7po) und in

Anwesenheit (7Tpo+ak) des Akzeptors.
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Abbildung 267: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

10000 4

1000 +

100 +

registrierte Photonen

104.

e

Anregung _ 97
-+ Abklingen u_:: 64
Fit <
g 3
X~
QO
< 0
i
< 3
bel
ho -6

1000

2000
Zeit [channels]

3000

DNA3Griin-1m (7 Do).

Residuals

400

600 800 1000
Zeit [channels]

Abbildung 268: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

registrierte Photonen

DNAS5Griin-1m+TR-CN ( 7Do+Ak).

1000

2000
Zeit [channels]

94 .

Anregung . Residuals
-+ Abklingen u_:: 64
Fit S

g 3

=~

QO

< o0

E

< 3

bel

&ho -6
= 9l . . .
3000 600 800 1000 1200

Zeit [channels]

Abbildung 269: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNADS5Griin-1m+Rot-4m (7 Do+Ak).



Charakterisierung zweifach modifizierter DNA
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Abbildung 270: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNAS5Griin-1m+Rot-5m ( TDo+Ak).
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Abbildung 271: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNAS5Griin-1m+Rot-6m ( TDo+Ak).
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Abbildung 272: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNAS3Griin-2m (TDo).
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Abbildung 273: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNAS5Griin-2m+TR-CN ( ZDo+Ak).
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Abbildung 274: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNAS5Griin-2m+Rot-4m ( TDo+Ak).
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Abbildung 275: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNADS5Griin-2m+Rot-5m (7 Do+Ak).



Charakterisierung zweifach modifizierter DNA
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Abbildung 276: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von
DNAS5Griin-2m+Rot-6m ( TDo+Ak).
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Abbildung 277: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNAS3Griin-3m (7Do).

Anregung — Residuals
B k=1
S S N Abklmgen ...IC_ 64
o —— Fit 5
2 £ 3
N N
o o]
it < 0
5 F
3 < 3
I kel
g &H -6
T — : : -9 T r r r
1000 2000 3000 400 600 800 1000
Zeit [channels] Zeit [channels]

Abbildung 278: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNAS5Griin-3m+TR-CN ( 7Do+AK).
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Abbildung 279: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNAJ5Griin-3m+Rot-4m (T Do+Ak).
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Abbildung 280: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNADJGriin-3m+Rot-5m ( TDo+Ak).
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Abbildung 281: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNADS5Griin-3m+Rot-6m ( TDo+Ak).
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Abbildung 282: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNAS3 Blau-1m (7T Do).
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Abbildung 283: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNADB5Blau-1m+TR-CN (7 Do+AK).
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Abbildung 284: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNADB5BIau-1m+Rot-4m (TDo+Ak).
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Abbildung 285: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNADbBBlau-1m +Rot-5m ( TDo+Ak).
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Abbildung 286: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNADbBBlau-1m +Rot-6m (TDo+Ak).
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Abbildung 287: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNAS5BLau-1m+Gelb-1m (T Do+Ak).
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Abbildung 288: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNADS5Blau-1m+Rot-3e ( TDo+Ak).
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Abbildung 289: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

DNAS5Blau-1m+Gelb-4m ( TDo+Ak).
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Charakterisierung zweifach modifizierter DNA

Ubersichtstabelle der Fluoreszenzlebenszeiten des Donors und der

ET-Effizienzen sowie deren Standardabweichungen

T

AT

AT

AE()

Donor | Akzeptor [sec] [sec] (%] Ew %] AE)
- 4.274E-09 | 7.912E-12 | 0.19 - - -
TR-CN 6.371E-10 | 3.092E-11 4.85 0.851 5.04 0.043
Grin-Tm | Rot-4m | 5.351E-10 | 1.717E-11 3.21 0.875 3.39 0.030
Rot-5m | 4.612E-10 | 1.470E-11 3.19 0.892 3.37 0.030
Rot-ém | 3.366E-10 | 1.191E-11 3.54 0.921 3.72 0.034
- 4.326E-09 | 6.855E-12 | 0.16 - - -
TR-CN 1.542E-09 | 1.895E-11 1.23 0.643 1.39 0.009
Grin-2m | Rot-4m | 5.836E-10 | 2.016E-11 3.45 0.865 3.61 0.031
Rot-5m | 7.789E-10 | 2.485E-11 3.19 0.820 3.35 0.027
Rot-ém | 6.235E-10 | 2.836E-11 4.55 0.856 4.71 0.040
- 4.360E-09 | 5.898E-12 | 0.14 - - -
TR-CN 6.373E-10 | 2.486E-11 3.90 0.854 4.04 0.034
Grin-3m | Rot-4m | 6.655E-10 | 3.016E-11 4.53 0.847 4.67 0.040
Rot-5m | 5.435E-10 | 1.705E-11 3.14 0.875 3.27 0.029
Rot-6m | 4.845E-10 | 1.869E-11 3.86 0.889 3.99 0.035
- 2.507E-09 | 4.520E-11 1.80 - - -
TR-CN 3.717E-10 | 1.303E-11 3.51 0.852 5.31 0.045
Rot-4m | 1.115E-10 | 6.203E-12 | 5.56 0.954 7.37 0.070
Rot-5m | 2.152E-10 | 9.582E-12 | 4.45 0914 6.26 0.057
Blau-T1m
Rot-ém | 1.975E-10 | 1.055E-11 5.34 0.921 7.14 0.066
Gelb-Tm | 2.469E-10 | 9.238E-12 | 3.74 0.902 5.54 0.050
Rot-3e 1.816E-10 | 8.164E-12 | 4.50 0.928 6.30 0.058
Gelb-4m | 3.379E-10 | 2.531E-11 7.49 0.865 9.29 0.080

Tabelle 18: Ubersicht der gemessenen Fluoreszenzlebenszeiten T oo bzw. Tpo+ak von DNA3 und DNAS5 sowie der

ET-Effizienzen und deren berechnete Standardabweichungen.




Charakterisierung zweifach modifizierter DNA

Ubersichtstabelle der Fluoreszenzlebenszeiten des Akzeptors und der

Parameter |(o), I(Do.) sowie I(Ak.)

Tak

ATak

ATak

Donor | Akzeptor [sec] [sec] %] l(o) l(Do.) l(ak)
- - - - 6.14E-1 | 4.72E-2 -
TR-CN 2.998E-9 | 143E-11 | 048 | 1.61E+0 | 1.80E-2 | 9.20E-3
Grin-Tm | Rot-4m 3.331E-9 | 1.42E-11 | 043 | 5.58E+0 | 2.98E-2 | 6.51E-3
Rot-5m 3.190E-9 | 1.31E-11 | 041 | 1.05E+1 | 3.74E-2 | 5.70E-3
Rot-6m 3.043E-9 | 1.40E-11 | 046 | 1.65E+1 | 6.63E-2 | 4.24E-3
- - - - -1.2E+0 | 5.77E-2 -
TR-CN 3.948E-9 | 1.34E-11 | 0.34 | 1.57E-1 | 1.48E-2 | 447E-3
Grin-2m | Rot-4m 3.172E-9 | 2.66E-11 | 0.84 | 1.58E+1 | 3.35E-2 | 5.28E-3
Rot-5m 3.015E-9 | 1.97E-11 | 0.65 | 3.07E+1 | 2.79E-2 | 5.67E-3
Rot-6m 3.012E-9 | 1.62E-11 | 0.54 | 1.83E+1 | 2.53E-2 | 7.33E-3
- - - - -1.61E-1 | 5.11E-2 -
TR-CN 2.900E-9 | 1.38E-11 | 047 | 2.07E+0 | 2.13E-2 | 8.10E-3
Grin-3m | Rot-4m 3.873E-9 | 1.90E-11 | 049 | 291E+0 | 2.82E-2 | 7.52E-3
Rot-5m 3.733E-9 | 1.33E-11 | 0.36 | 7.50E+0 | 2.73E-2 | 6.86E-3
Rot-6m 3.333E-9 | 1.70E-11 | 0.51 | 3.46E+1 | 1.11E-1 | 4.52E-3
- - - - 1.20E+1 | 1.53E-1 -
TR-CN 2.247E-9 | 390E-11 | 1.74 | 7.09E+0 | 8.60E-2 | 1.74E-3
Rot-4m 3.280E-9 | 1.33E-10 | 4.06 | 1.04E+1 | 2.14E-1 | 3.43E-4
Rot-5m 3.615E-9 | 1.53E-10 | 4.23 | 1.87E+1 | 1.17E-1 | 5.38E-4
Blau-T1m
Rot-6m 3.775E-9 | 4.10E-10 | 10.87 | 1.58E+0 | 1.30E-1 | 3.41E-4
Gelb-1Tm | 3.580E-9 | 1.24E-10 | 3.47 | 1.52E+1 | 2.16E-1 | 5.07E-4
Rot-3e 3.416E-9 | 1.13E-10 | 3.30 | 1.08E+1 | 1.39E-1 | 3.80E-4
Gelb-4m | 3.688E-9 | 2.55E-10 | 6.91 | 2.19E+0 | 4.18E-2 | 9.82E-5

Tabelle 19: Ubersicht der gemessenen Fluoreszenzlebenszeiten T ak von DNA3 und DNA5 sowie der Parameter |,

lDoy und leak).
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Charakterisierung zweifach modifizierter DNA

Ubersichtstabelle der erhaltenen und berechneten Daten aus den

Fluoreszenzlebenszeit-Messungen

Jw o Ro Ee)
[1012 o ; r
Donor | Akzeptor | o~ DNA3 Forster DNAGS r r/Ro
nm4] [nm]
TR-CN 3499 3.95 0.851 2.96 0.75
Rot-4m 2576 3.75 0.875 2.72 0.72
Grin-Tm 0.094
Rot-5m 2948 3.84 0.892 2.70 0.70
Rot-6m 2673 3.78 0.921 2.51 0.66
TR-CN 3876 4.83 0.643 438 0.91
Rot-4m 2637 4.53 0.865 3.32 0.73
Grin-2m 0.283
Rot-5m 3111 4.66 0.820 3.62 0.78
Rot-6m 2865 459 0.856 3.41 0.74
402 TR-CN 3663 3.95 0.854 2.94 0.75
Rot-4m 2531 3.71 0.847 2.79 0.75
Grin-3m 0.089
Rot-5m 2968 3.81 0.875 2.75 0.72
Rot-6m 2721 3.75 0.889 2.66 0.71
TR-CN 1539 3.06 0.852 2.29 0.75
Rot-4m 1686 3.1 0.954 1.87 0.60
Rot-5m 1675 3.10 0914 2.09 0.67
Blau-1m Rot-6m 1425 0.046 3.02 0.921 2.00 0.66
Gelb-1m 2365 3.29 0.902 2.27 0.69
Rot-3e 1774 3.13 0.928 2.05 0.65
Gelb-4m 2177 3.24 0.865 2.38 0.73
TO TR 1350 0.168 3.71 - - -

Tabelle 20: Zusammenstellung der Donor-Akzeptor-Absténde r, die aus den entsprechenden ET-Effizienzen
berechnet wurden. Aufgefiihrt sind ebenfalls die Werte der Forster-Radien Ro, dem Quotient r/Ro und

Uberlappungsintegrale der kombinierten Farbstoffpaare.



8.7 Daten der "Molecular Beacon"
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Abbildung 290: Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitdt beider Chromophore eines MBs nach Zugabe von

0.5 eq miRNA. Dargestellt ist MB3 bei Anwesenheit von miRNA-31 (Aexc. = 389 nm).
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Abbildung 291: Titration des MB3 mit miRNA (Aexc. = 389 nm). Oben: Zugabe der Zielsequenz miRNA-31. Unten:
Zugabe beider miRNAs (miRNA-31 und miRNA-21).



Daten der ,Molecular Beacon”

Verbrauchsmaterialien, Methoden und Gerate, Click-modifizierte DNA
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Abbildung 292: Verlauf des Kontrastfaktors f im Zuge der Titrationsexperimente von MB1, MB2 und MB3 bei

Addition der komplementaren sowie beider miRNAs.
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8.8 Strangaustausch mit acpcPNA-Sonden

Spektren und Daten der Strangaustauschexperimente

Alle Messungen wurden bet einer Konzentration von jeweils 2.5 yM PNA als auch DNA-
Strangen in 10 mM NaPi-Puffer (pH = 7) durchgefihrt. Die Emissionsspektren wurden
bel einer Eingangs- sowie Ausgangsspalteinstellung von 3 nm aufgezeichnet. Im
Anschluss an die gemessenen Spektren fiihrt eine Tabelle die Anregungswellenldange
des Donors in PNA1 bzw. PNA2, alle Emissionsmaxima der Donoren sowie der
Akzeptoren auf. Zugleich enthalt die Tabelle eine Auflistung der gemessenen

Schmelztemperaturen der gebildeten Heteroduplexe.
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Abbildung 293: Absorptionsspektren (links) und Emissionsspektren (rechts) der beiden aufeinanderfolgenden
Strangaustauschreaktionen von PNAT-DNA7 mit DNA8 und anschlieBend mit DNA11. Die gestrichelten Linien
zeigen die Vergleichsldsungen aus DNA7-DNAS8 (Vgl1) und aus DNA7-DNA8-DNA11 (Vgl2).
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Abbildung 294: Zeitabhingige Anderungen der Fluoreszenzintensitat infolge der beiden
Strangaustauschreaktionen von PNA1-DNA7 mit DNAS8 (1.) und DNA11 (2.).
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Daten der Strangaustauschexperimente
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Abbildung 295: Absorptionsspektren (links) und Emissionsspektren (rechts) der beiden aufeinanderfolgenden
Strangaustauschreaktionen von PNA2-DNA7 mit DNAS8 und anschlieBend mit DNA11. Die gestrichelten Linien
zeigen die Vergleichslésungen aus DNA7-DNAS8 (Vgl1) und aus DNA7-DNA8-DNA11 (Vgl2).
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Abbildung 296: Zeitabhingige Anderungen der Fluoreszenzintensitit infolge der beiden
Strangaustauschreaktionen von PNA2-DNA7 mit DNAS8 (1.) und DNA11 (2.).
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Abbildung 297: Absorptionsspektren (links) und Emissionsspektren (rechts) der beiden aufeinanderfolgenden
Strangaustauschreaktionen von PNA1-DNA7 mit DNA9 und anschlieBend mit DNA12. Die gestrichelten Linien
zeigen die Vergleichslésungen aus DNA7-DNA9 (Vgl1) und aus DNA7-DNA9-DNA12 (Vgl2).



Daten der Strangaustauschexperimente
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Abbildung 298: Zeitabhingige Anderungen der Fluoreszenzintensitat infolge der beiden
Strangaustauschreaktionen von PNA1-DNA7 mit DNA9 (1.) und DNA12 (2.).
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Abbildung 299: Absorptionsspektren (links) und Emissionsspektren (rechts) der beiden aufeinanderfolgenden

Strangaustauschreaktionen von PNA2-DNA7 mit DNA9 und anschlieBend mit DNA12. Die gestrichelten Linien
zeigen die Vergleichslésungen aus DNA7-DNA9 (Vgl1) und aus DNA7-DNA9-DNA12 (Vgl2).
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Abbildung 300: Zeitabhingige Anderungen der Fluoreszenzintensitat infolge der beiden
Strangaustauschreaktionen von PNA2-DNA7 mit DNA9 (1.) und DNA12 (2.).



Daten der Strangaustauschexperimente

Rot-6m 34 Rot-6m
Blau-1m PNAT-DNA7 PNA1-DNA7
1. + DNAS8 1. + DNAS8
2.+ DNAT1 2] 2.+ DNA11
—_ Vgl = Vgl1
2 > Roti6m 9
< |MaAr L e Vgl2 B o R R Vgl2
Rot-6m 1
0.0 = ~ . 0 e i
200 400 600 800 400 500 600 700
A [nm] A [nm]

Abbildung 301: Absorptionsspektren (links) und Emissionsspektren (rechts) der beiden aufeinanderfolgenden
Strangaustauschreaktionen von PNA1-DNA7 mit DNAS8 und anschlieBend mit DNA11Rrot-6m. Die gestrichelten
Linien zeigen die Vergleichsldsungen aus DNA7-DNAS8 (Vgl1) und aus DNA7-DNA8-DNA1 1rot-6m (Vgl2a).
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Abbildung 302: Absorptionsspektren (links) und Emissionsspektren (rechts) der beiden aufeinanderfolgenden
Strangaustauschreaktionen von PNA2-DNA7 mit DNA8 und anschlieBend mit DNA12rot-6m. Die gestrichelten
Linien zeigen die Vergleichslosungen aus DNA7-DNAS (Vgl1) und aus DNA7-DNA8-DNA12grot-6m (Vgl2b).



Daten der Strangaustauschexperimente

. Aexc.Do. Aem.Do. Aem.Ak. Tm
acpcPNA-Hybrid [nm] [nm] [nm] °C]
PNA1Blau-1im-DNA7 71.0

389 478 -
PNA2Blau-1m-DNA7 71.5
DNA14-DNA7 - <10
PNA1Blau-1im-DNA10 > 90
389 478 -
PNAZB[au-1m‘DNA1O > 90
DNA14-DNA10 - <10
PNA1 B[au—1m‘DNA8Gelb—4m 560 782
389 478
PNAZBlau—1m‘DNA8Gelb—4m 560 77.2
DNA14-DNA8Gelb-4m - <20
PNA1 B[au—1m‘DNA9Gelb—4m 579 > 90
389 478
PNAZB[au-1m‘DNA96e[b-4m 579 827
DNA14-DNA9Gelb-4m - <20 409
PNA1B[au—']m‘DNA13 - > 90
389 478
PNA2Bau-1m-DNA13 - > 90
DNA14-DNA13 - 28.9
PNA1glau-1m-DNAT11r-cN 603 > 90
389 478
PNAZB[au-‘]m‘DNA1 1TR—CN 608 > 90
DNA14-DNAT11rcN - -
PNA1 Blau-‘]m'DNA1 1 Rot-6m 602 785
389 478
PNAZB[au-‘]m‘DNA1 1Rot—6m 603 811
PNA1B[au-‘]m‘DNA1 ZTR—CN 599 > 90
389 478
PNAZglau-1m-DNA121r-cN 599 > 90
DNA14-DNA121r-cN - 32.7

Tabelle 21: Anregungswellenldnge des Donors in PNA1 bzw. PNA2, Emissionsmaxima der Donoren sowie der
Akzeptoren bei den Strangaustauschreaktionen. Zugleich enthalt die Tabelle eine Auflistung der gemessenen

Schmelztemperaturen der gebildeten Heteroduplexe (1:1-Verhaltnis von PNA zu DNA 7-, 10- oder 14-mer).
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Daten der Strangaustauschexperimente

Spektren der Fluoreszenzlebenszeitmessungen

Die Bestimmung der Fluoreszenzlebenszeiten und die Auswertung der Abklingkurven

erfolgte analog der in Abschnitt 8.6 beschriebenen Methodik.

Die mit dem Programm DAS6 v 6.8 decay analysis (Horiba) wobel die
Fluoreszenzlebenszeiten der Donoren in Abwesenheit des jeweiligen Akzeptors mit
etner monoexponentiellen (Gleichung 8.2) und bei Gegenwart des Akzeptors mit einer

biexponentiellen Fitfunktion (Gleichung 8.3) angepasst wurden.
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Abbildung 303: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

PNA1-DNA13 (7po).
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Abbildung 304: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

PNA1-DNAS (7po-+ak).
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Abbildung 305: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

PNA1-DNA9 (7po-+ak).
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Abbildung 306: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von
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Abbildung 307: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

PNA1-DNA12 (7po-+Ak).
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Abbildung 308: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

PNA2-DNA13 (7po).
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Abbildung 309:Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

PNA2-DNAS8 (7po-+ak).
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Abbildung 310:Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

PNA2-DNA9 (7po-+Ak).
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Abbildung 311:Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

PNA2-DNA11 (Zpo+Ak).
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Abbildung 312:Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

PNA2-DNA12 (Zpo+Ak).
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Abbildung 313:Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

PNA2-DNA11Rot-6m (TDo+Ak).
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Abbildung 314:Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

PNA2-DNA12Rrot-6m (TDo+Ak).
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Uberlappungsintegrale
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Abbildung 315: Uberlappung des normierten Donor-Emissionsspektrum der PNA1gtau-1m mit dem jeweiligen

normierten Akzeptor-Absorptionsspektrum der DNA. Akzeptor-DNA: Oben: DNAGetb-4m und DNA9gelb-am, Mitte:

DNA111r-cn und DNA127r-cN, Unten: DNA11Rrot-6m.
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Abbildung 316: Uberlappung des normierten Donor-Emissionsspektrum der PNA2giau-1m mit dem jeweiligen
normierten Akzeptor-Absorptionsspektrum der DNA. Akzeptor-DNA: Oben: DNAGetb-am und DNA9Gelb-am, Mitte:
DNA111r-cn und DNA121r-cn, Unten: DNA11Rot-6m.



Ubersichtstabelle der Fluoreszenzlebenszeiten des Donors und der

Daten der Strangaustauschexperimente

ET-Effizienzen sowie deren Standardabweichungen

PNA DNA T AT AT B BEo | ap
(Do) | (Akzeptor) [sec] [sec] [%] [%]
- 1.606E-09 | 5.364E-11 | 3.34 - - -
DNA8Getb-am | 2.930E-10 | 3.706E-11 | 12.65 | 0.818 | 1599 | 0.131
onap | DNA9Gel-am | 3368E-10 | 3854E-11 | 1144 | 0790 | 1478 | 0117
BT | DNATTrRen | 1418E-11 | 1.448E-12 | 1022 | 0991 | 13.56 | 0.134
DNA127rcn | 2.890E-11 | 3.710E-12 | 12.84 | 0.982 | 16.18 | 0.159
DNA11rot-6m | 8.244E-10 | 1.162E-10 | 14.10 | 0.487 | 17.44 | 0.085
- 1.528E-09 | 3.773E-11 | 247 - - -
DNA8Getb-am | 3.375E-10 | 3.820E-11 | 11.32 | 0.779 | 13.79 | 0.107
oAy | DNAJGe-am | 3.820E-10 | 3747E-11 | 981 | 0750 | 12.28 | 0092
BT | DNAT1mreon | 3.408E-11 | 5.096E-13 | 150 | 0978 | 3.96 | 0.039
DNA127r-cn | 2.586E-11 | 9.759E-13 | 3.77 | 0983 | 624 | 0.061
DNA12rot-6m | 7411E-10 | 6.409E-11 | 865 | 0.515 | 11.12 | 0.057

Tabelle 22: Ubersicht der gemessenen Fluoreszenzlebenszeiten Too bzw. Tpo+ak der Heteroduplexe mit PNA1 und

PNA2, der ET-Effizienzen sowie deren berechnete Standardabweichungen.
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Ubersichtstabelle der Fluoreszenzlebenszeiten des Akzeptors und der

Parameter |(o), I(Do.) sowie I(Ak.)

PNA DNA Tak ATax ATax l(o) l(po, l(ak,)
(Do) | (Akzeptor) [sec] [sec] [%]
- - - - | 9.79E+2 | 1.05E-1 -
DNA8Getam | 1.494E-9 | 1.31E-11 | 0.87 | 3.38E+2 | -3.75E-2 | 3.70E-2
onaq | PNA9Gebam | 2057E-9 | 226E-11 | 110 | 264E+2 | -2.97E-2 | 3.10E-2
BaT™ | DNAT1rreen | 7.394E-10 | 2.59E-11 | 3.50 | 9.52E+2 | 1.91E+0 | 3.50E-2
DNA12rrcn | 7.050E-10 | 4.68E-11 | 6.63 | 1.33E+3 | 6.91E-1 | 3.12E-2
DNA1Trot6m | 1.007E-9 | 1.93E-11 | 191 | 437E+2 | -1.63E-1 | 1.28E-1
- - - - | 850E+2 | 1.23E-1 -
DNA8Gelb-4m | 1.599E-9 | 2.260E-11 | 141 | -2.5E+1 | -3.86E-2 | 3.76E-2
onao | DNA9Gebam | 1.945E-9 | 2196E-11| 113 | 433E+2 | -340E-2 | 3.55E-2
BT | DNAT1treon | 6.255E-10 | 4.025E-11 | 6.44 | 1.47E+3 | 5.55E-1 | 3.42E-2
DNA12tren | 6.909E-10 | 4.270E-11| 6.18 | 1.41E+3 | 7.74E-1 | 3.39E-2
DNA12rot6m | 1.129E-9 | 2.483E-11| 220 | 5.17E+2 | -1.23E-1 | 1.27E-1
Tabelle 23: Ubersicht der gemessenen Fluoreszenzlebenszeiten Tak der Heteroduplexe mit PNA1 und PNA2 sowie

der Parameter l), loy und leak).




Ubersichtstabelle der erhaltenen und berechneten Daten aus den

Daten der Strangaustauschexperimente

Fluoreszenzlebenszeit-Messungen

Jo

PNA DNA [10%2 oo Ro Ew
(Do) | (Akzeptor) | L'molcm | PNA | ™™ | Hybrid d r/Ro
nm?] [nm]

DNA8Geb4m | 1489 280 | 0818 | 218 | 0.78
DNA9Geam | 1433 278 | 0790 | 223 0.80

BPLNA; DNA11tr.cn 1337 0028 | 275 | 0991 | 1.25 | 0.46
DNA12mrcn 1543 282 | 0982 | 1.45 | 0.51
DNATTrotem | 1083 266 | 0487 | 268 1.01
DNA8Getb4m | 1418 278 | 0779 | 225 0.81
DNA%Getb4m | 1367 276 | 0750 | 230 | 0.83

BPlNﬁ DNAT 11r-cn 1257 0028 | 272 | 0978 | 1.45 | 0.53
DNA127r-cn 1458 279 | 0983 | 1.42 | 0.51
DNA12rot6m | 1030 263 | 0515 | 261 0.99

Tabelle 24: Zusammenstellung der Donor-Akzeptor-Absténde r, die aus den entsprechenden ET-Effizienzen

berechnet wurden. Aufgefiihrt sind ebenfalls die Werte der Forster-Radien Ro, dem Quotient r/Ro und

Uberlappungsintegrale der kombinierten Farbstoffpaare.
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8.9 Duplex-Invasion mit acpcPNA

Sequenzen einzelstrangiger DNA (ssDNA)

ssDNA-Striange:

DNA20 3~ GGC-TCC-TT-AA-TAT- ATA -AAG-AAA-TT-CCT-CGG -5’
DNA21 5—- CCG-AGG-AA-TT-ATA-TAT-TTC-TTT-AA-GGA-GCC -3’

DNA 5— CCG-AGG-AA-TT-ATA- ~TTC-TTT-AA-GGA-GCC -3’

DNA22 —TCT— DNA23 —TAE—
DNA24 -TAT- DNA25 ~TA t—

NH
DNA =N DNA
8 < J 5 fi&
o N N~ Rr2 o o N" "0 p2
(0] & s
A= N U-= l N
0 | N 0 \): N
o\): o] .
DNA N DNA N
ZiNid
MN X
> C g
R2 = NS A -_— R2 = NC.
I@ | g CN
\ NN

DNA26 3'- AA-TAT- ATA-AAG-AAA-5’

DNA27 5-TT-ATA- ATA-TTC-TTT-3

Abbildung 317: Sequenzen von einzelstrangiger dsDNA20 bis dsDNA27 und die zur Modifikation verwendeten
Farbstoffe.
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Daten der Duplexinvasion

Spektren und Daten zur Duplexinvasion mit acpcPNA

Alle Messungen wurden, wenn nicht anders angegeben, bei einer Konzentration von
jeweils 2.5 pM PNA als auch DNA-Strangen in 10 mM NaPi-Puffer (pH = 7)
durchgefiihrt. Die Emissionsspektren wurden bei einer Eingangs- sowie
Ausgangsspalteinstellung von 3 nm aufgezeichnet. Im Anschluss an die gemessenen
Spektren flhrt eine Tabelle die Anregungswellenldnge des Donors in PNA4 bzw. PNA6
sowie der dsDNA15 und dsDNA16, alle Emissionsmaxima der Donoren sowie der
Akzeptoren auf. Nachfolgend geben diverse Tabellen Auskunft lber die gemessenen
Schmelztemperaturen der Duplexe und Uber die ermittelten Kontrast- sowie

Anstiegsfaktoren.
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Abbildung 318: Zeitabhangige Anderungen der Fluoreszenzintensitit von dsDNA15 infolge der Zugabe von
jeweils 1.0 Aquivalent PNA3 und PNAS5.
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Abbildung 319: Zeitabhéngige Anderungen der Fluoreszenzintensitat von dsDNA16 infolge der Zugabe von
jeweils 1.0 Aquivalent PNA3 und PNAS5, in Anwesenheit (links) und in Abwesenheit von 250 mM NaCl (rechts).
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Abbildung 320: Zeitabhéngige Anderungen der Fluoreszenzintensitat von dsDNA17 infolge der Zugabe von
jeweils 1.0 Aquivalent PNA4 und PNAS, in Anwesenheit (links) und in Abwesenheit von 250 mM NaCl (rechts).
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Abbildung 321: Zeitabhéngige Anderungen der Fluoreszenzintensitat von dsDNA18 infolge der Zugabe von
jeweils 1.0 Aquivalent PNA4 und PNAS5.

ohne NaCl dsDNA16

2040 4 ohne NaCl dsDNA16 1.5
3.0eq 3.0eq
1.5 - T - T
1.04
—_ Blau-1m — 00eq = —0.0eq
< 1.0 PNA3-PNA5 < PNA3-PNA5
< —
0.5
0.5
0.0 = : . 0.0 . \ .
200 400 600 800 400 500 600 700
A [nm] A [nm]

Abbildung 322: Absorptionsspektren (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der Titration von dsDNA16 mit
PNA3 und PNAS.
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Abbildung 323: Absorptionsspektren (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der Titration von dsDNA17 mit
PNA4 und PNAS.
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Abbildung 324: Verlauf des Anstiegfaktors im Zuge der Titration von dsDNA16 mit PNA3 und PNA5 bzw.
dsDNA17 mit PNA4 und PNAS.
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Abbildung 325: Absorptionsspektren (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) des Invasionsexperimentes mit
dsDNA15-PNA3-PNA5.
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Abbildung 326: Absorptionsspektren (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) des Invasionsexperimentes mit
dsDNA15-PNA3-PNAS5 (ohne NaCl).
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Abbildung 327: Absorptionsspektren (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) des Invasionsexperimentes mit

dsDNA16-PNA3-PNAS.
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Abbildung 328: Absorptionsspektren (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) des Invasionsexperimentes mit

dsDNA16-PNA3-PNAS5 (ohne NaCl).

425



426

Daten der Duplexinvasion

dsDNA17

2.0
dsDNA17

dsDNA17-PNA4-PNA5 81 dsDNA17-PNA4-PNAS
TR-CN s ) )
1.54
6-

= —
~ =}
< 1.0 2 4

0.54 2

Griin-2m
0.0 r T ) 0 : T T ]
200 400 600 800 500 600 700 800
A [nm] A [nm]

Abbildung 329: Absorptionsspektren (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) des Invasionsexperimentes mit

dsDNA17-PNA4-PNAS.
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Abbildung 330: Absorptionsspektren (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) des Invasionsexperimentes mit
dsDNA17-PNA4.
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Abbildung 331: Absorptionsspektren (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) des Invasionsexperimentes mit

dsDNA17-PNA4-PNAS5 (ohne NaCl).
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Abbildung 332: Absorptionsspektren (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) des Invasionsexperimentes mit
dsDNA17-PNA4 (ohne NaCl).
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Abbildung 333: Absorptionsspektren (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) des Invasionsexperimentes mit
dsDNA18-PNA4-PNA5.
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Abbildung 334: Absorptionsspektren (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) des Invasionsexperimentes mit
dsDNA18-PNA4-PNA5 (ohne NaCl).
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Abbildung 335: Absorptionsspektren (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) des Invasionsexperimentes mit mit
dsDNA17-PNAG6 (non-sense).
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Abbildung 336: Absorptionsspektren (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) des Invasionsexperimentes mit

dsDNA17-PNA4-PNA5 sowie mit dsDNA17-PNAG6 (non-sense).



Ubersichtstabelle der Emissionsmaxima, des Kontrastfaktors und des

Anstiegfaktors

Daten der Duplexinvasion

(non-sense)

. 7\exc.Do. 7\em.Do. Aem.Ak.
anCPNA-DNA-HybI"ld fKontrast fAnstieg
[nm] [nm] [nm]
dsDNA15 477 -
dsDNA15
(ohne NaCl) ar )
dsDNA15-PNA3-PNA5 475 585 2.1 18.1
dsDNA15-PNA3-PNA5 477 580 75 196
(ohne NaCl) 391
dsDNA16 477 -
dsDNA16
(ohne NaCl) Aart )
dsDNA16-PNA3-PNA5 472 583 14 14.6
dsDNA16-PNA3-PNA5
(ohne NaCl) 475 574 4.8 20.8
PNA4-DNA27 528 -
PNA4-DNA27
(ohne NaCl) >28 )
dsDNA17-PNA4-PNAS5 528 604 43.0 16.6
dsDNA17-PNA4-PNA5 577 601 237 14.4
(ohne NaCl) 420
dsDNA17-PNA4 527 601 87.0 23.2
dsDNA17-PNA4
(ohne NaCl) 528 600 23.0 174
dsDNA18-PNA4-PNA5 529 611 28.6 9.98
dsDNA18-PNA4-PNA5
(ohne NaCl) 528 608 61.1 13.3
dsDNA17-PNAG 391 477 609 22 1.8

Tabelle 25: Anregungswellenldangen, Emissionsmaxima der Donoren sowie der Akzeptoren. Zugleich enthalt die

Tabelle eine Auflistung der ermittelten Kontrastfaktoren und Anstiegfaktoren.
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Daten der Duplexinvasion

Ubersichtstabelle der gemessenen Schmelztemperaturen

Duplex mitNaCl | it NaCl
dsDNA15 68.7 49.4
dsDNA16 69.0 504
dsDNA17 69.7 51.3
dsDNA18 70.5 50.7
dsDNA19 39.0 19.1

DNA16-DNA15 70.4 48.7
PNA3-DNA22 > 90 > 90
PNA3-DNAZ23 > 90 > 90
430 PNA3-DNA21 > 90 82.8
PNA4-DNA24 > 90 > 90
PNA4-DNA25 > 90 > 90
PNA4-DNA21 > 90 88.6
DNA26-DNA21 36.5 17.1
PNA3-PNA5 <10 <10
PNA4-PNA5 <10 <10
DNA26-PNA5 > 90 > 90
PNA3-DNA27 > 90 > 90
PNA4-DNA27 > 90 > 90
DNA26-DNA27 36.3 15.5

Tabelle 26: Auflistung der gemessenen Schmelztemperaturen der Heteroduplexe

(1:1-Verhaltnis von PNA zu DNA).



Spektren der Fluoreszenzlebenszeitmessungen

Daten der Duplexinvasion

Die Bestimmung der Fluoreszenzlebenszeiten und die Auswertung der Abklingkurven

erfolgte analog der in Abschnitt 8.6 beschriebenen Methodik.

Die mit dem Programm DAS6 v 6.8 decay analysis (Horiba) wobel die

Fluoreszenzlebenszeiten der Donoren in Abwesenheit des jeweiligen Akzeptors mit

etner monoexponentiellen (Gleichung 8.2) und bei Gegenwart des Akzeptors mit einer

biexponentiellen Fitfunktion (Gleichung 8.3) angepasst wurden.
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Abbildung 337: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

10000 -

registrierte Photonen

1000 4

100 4

dsDNA15 (7o)

Zeit [channels]

dsDNA15 (ohne NaCl) _ 91 dsDNA15 (ohne NaCl)
Anregung £l Residuals
- Abklingen q'c)
——— Fit S ]
~
Q0
< 04
LY 3
[ a % < 7
; 2
H »n -6
i t
- il L -9 : : : : :
1000 2000 3000 750 800 850 900 950

Zeit [channels]

Abbildung 338: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

dsDNA15 (7po) in Abwesenheit von NaCl.
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Abbildung 339: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von
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Abbildung 340: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von
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Abbildung 341: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von dem

Vergleichsduplex DNA22-PNA3 (7po-+Ak).
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Abbildung 342: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von dem

Vergleichsduplex DNA22-PNA3 (7po+ak) in Abwesenheit von NaCl.
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Abbildung 343: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von
dsDNA16 (7po).
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Abbildung 344: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

dsDNA16 (7po) in Abwesenheit von NaCl.
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Abbildung 345: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

dsDNA16-PNA3-PNAS5 (7po-+ak).
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Abbildung 346: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

dsDNA16-PNA3-PNAS5 (7po-+ak) in Abwesenheit von NaCl.
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Abbildung 347: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von dem

Vergleichsduplex DNA23-PNA3 (7po-+ak).
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Abbildung 348: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von dem
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Vergleichsduplex DNA23-PNA3 (7po-+ak) in Abwesenheit von NaCl.
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Abbildung 349: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

PNA4-DNA27 (7oo).
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Abbildung 350: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

PNA4-DNA27 (7po) in Abwesenheit von NaCl.
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Abbildung 351: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

dsDNA17-PNA4-PNAS5 (7po+ak).
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Abbildung 352: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von
dsDNA17-PNA4-PNA5 (7po-+ak) in Abwesenheit von NaCl.
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Abbildung 353: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

dsDNA17-PNA4 (7oo+ak).
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Abbildung 354: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von
dsDNA17-PNA4 (7po+ak) in Abwesenheit von NaCl.
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Abbildung 355: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von dem

Vergleichsduplex DNA24-PNA4 (Tpo+Ak).
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Abbildung 356: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von dem

Vergleichsduplex DNA24-PNA4 (7po+ak) in Abwesenheit von NaCl.
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Abbildung 357: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

dsDNA18-PNA4-PNAS5 (7po+ak).
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Abbildung 358: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von

dsDNA18-PNA4-PNAS5 (7po-+ak) in Abwesenheit von NaCl.
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Abbildung 359: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von dem
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Abbildung 360: Abklingkurve (links) und Residuals (rechts) der Fluoreszenzlebenszeit-Messung von dem

Vergleichsduplex DNA25-PNA4 (7po+ak) in Abwesenheit von NaCl.
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Daten der Duplexinvasion

Ubersichtstabellen der Fluoreszenzlebenszeiten des Donors und der

ET-Effizienzen sowie deren Standardabweichungen

Bei Invasionsexperimenten in Anwesenheit von 250 mM NacCl:

Invasions-
komplex oder T At At Ex A;(r) AE)
Vgl-Duplex [sec] [sec] [%] [%]
dsDNA15 2.577E-09 | 7.405E-11 2.87 - - -
dsDNAT5-PNA3- 8.587E-10 | 9.347E-11 | 10.89 | 0.667 | 13.76 | 0.092
PNA5
DNA22-PNA3 8.396E-10 | 2.200E-11 262 | 0.674 5.49 0.037
dsDNA16 2.584E-09 | 2.414E-11 | 0.93 - - -
dsDNAT6-PNA3- 8.820E-10 | 1.705E-10 | 19.33 | 0.659 | 22.20 | 0.146
PNA5
440 DNA23-PNA3 | 8.708E-10 | 1.231E-10 | 1413 | 0663 | 17.01 | 0.113
PNA4-DNA27 4.408E-09 | 6.360E-11 1.44 - - -
dsDNAT7-PNA4- 1.275E-10 | 3.763E-12 2.95 0.971 4.40 0.043
PNA5
dsDNA17-PNA4 | 2.823E-10 | 5.047E-12 | 179 | 0936 | 3.23 0.030
DNA24-PNA4 8.231E-11 | 3.140E-12 | 3.81 0.981 5.26 0.052
dsDNAT8-PNA4- | 5 913k 10 | 14726-11 | 505 | 0934 | 650 | 0.061
PNA5
DNA25-PNA4 2.642E-10 | 8.976E-12 | 340 | 0940 | 484 0.045

Tabelle 27: Ubersicht der gemessenen Fluoreszenzlebenszeiten T oo bzw. Tpo+ak der Invasionskomplexe und

Vgl-Duplexe in Anwesenheit von 250 mM NaCl und der ET-Effizienzen sowie deren berechnete

Standardabweichungen.




Bei Invasionsexperimenten in Abwesenheit von NaCl:

Daten der Duplexinvasion

Invasions-

komplex oder T At At Ex A;(r) AE)
Vgl-Duplex [sec] [sec] [%] [%]
dsDNA15 2.427E-09 | 4.091E-11 1.69 - - -
dsDNAT5-PNA3- 6.281E-10 | 9.067E-11 | 14.44 | 0.741 | 16.12 | 0.119
PNA5
DNA22-PNA3 6.109E-10 | 6.349E-11 | 1039 | 0.748 | 12.08 | 0.090
dsDNA16 2.518E-09 | 3.765E-11 1.50 - - -
dsDNAT6-PNA3- 6.160E-10 | 8.755E-11 | 14.21 | 0.755 | 15.90 | 0.120
PNA5
DNA23-PNA3 6.315E-10 | 1.813E-11 287 | 0749 | 456 0.034
PNA4-DNA27 4.121E-09 | 1.148E-11 0.28 - - -
dsDNA17-PNA4- 6.000E-11 | 4.816E-13 | 0.80 | 0.985 1.08 0.011
PNA5
dsDNA17-PNA4 | 2.270E-10 | 3.165E-11 | 13.94 | 0945 | 1422 | 0.134
DNA24-PNA4 6.299E-11 | 1.565E-12 | 2.48 | 0.985 2.76 0.027
dsDNA18-PNA4- 1.418E-10 | 2.972E-12 | 2.10 0.966 2.37 0.023
PNA5
DNA24-PNA4 1.195E-10 | 8.248E-12 | 690 | 0.971 7.18 0.070

Tabelle 28: Ubersicht der gemessenen Fluoreszenzlebenszeiten Too bzw. Tpo+ak der Invasionskomplexe und

Vgl-Duplexe in Abwesenheit von NaCl und der ET-Effizienzen sowie deren berechnete Standardabweichungen.

441



Daten der Duplexinvasion

Ubersichtstabellen der Fluoreszenzlebenszeiten des Akzeptors und

der Parameter l(g), l(po,) sowie |k,

Bei Invasionsexperimenten in Anwesenheit von 250 mM NacCl:

Invasions- A A
komplex oder Tak Tak Tak lo) l(Do.) lak)
Vgl-Duplex [sec] [sec] [%]
dsDNA15 ] ] ~ | 2.86E+1 | 5.84E-2 ]
dSDNﬁILi'gNA} 9.969E-10 | 2.963E-11 | 2.97 | 2.51E+2 | -3.29E-1 | 3.29E-1
DNA22-PNA3 | 9.271E-10 | 2.647E-11| 2.86 | 3.60E+2 | -7.52E-2 | 7.70E-2
dsDNA16 ] ] = | 232641 | 2.33E-1 ]
dsDNAT6-PNA3- 8.532E-10 | 7.647E-11| 8.96 | 3.33E+2 | 1.93E-1 | -1.6E-1
PNAS
442 DNA23-PNA3 | 8.676E-10 | 1.704E-10 | 19.64 | 3.34E+2 | 1.59E+0 | -1.6E+0
PNA4-DNA27 ] ] | 6.88E+1 | 3.42E-2 ]
dSDNﬁ:JA'SP NA4- 1 4 593E-09 | 1.814E-10 | 3.95 | 1.53E+2 | 4.32E-2 | 1.98E-2
dsDNA17-PNA4 | 2.931E-09 | 5.310E-11 | 1.81 | 2.11E+2 | 2.18E-2 | 1.88E-2
DNA24-PNA4 | 5.046E-09 | 2.379E-10 | 472 | 1.76E+2 | 8.87E-2 | 1.82E-2
dsDNAT8-PNA4- | 5 5c1E.09 | 3.040E-11 | 135 | 119E+2 | 1.13E-2 | 2.33E-2
PNAS
DNA25-PNA4 | 2.596E-09 | 3.595E-11 | 1.38 | 5.37E+1 | 3.70E-3 | 2.37E-2

Anwesenheit von 250 mM NaCl sowie der Parameter l), lpo) und leak).

Tabelle 29: Ubersicht der gemessenen Fluoreszenzlebenszeiten T ak der Invasionskomplexe und Vgl-Duplexe in




Daten der Duplexinvasion

Bei Invasionsexperimenten in Abwesenheit von NaCl:

Invasions- A A
komplex oder Tak Tak Tak lo) l(Do,) lak)
Vgl-Duplex [sec] [sec] [%]
dsDNA15 - - - 134E+1 3.30E-2 -
dsDNAT5-PNA3- 1.003E-09 | 3.08E-11| 3.07 | 3.45E+2 | -1.05E-1 | 1.10E-1
PNAS5
DNA22-PNA3 1.067E-09 | 2.72E-11| 2.55 | 3.28E+2 | -9.46E-2 | 9.46E-2
dsDNA16 - - - 2.05E+1 | 1.80E-1 -
dsDNAT6-PNA3- 9.616E-10 | 2.91E-11| 3.03 | 3.31E+2 | -1.15E-1 | 1.20E-1
PNA5
DNA23-PNA3 9.098E-10 | 4.75E-11| 5.22 | 3.69E+2 | 1.75E-1 | -1.75E-1
PNA4-DNA27 - - - 1.66E+1 | 5.12E-2 -
dsDNA17-PNA4- 4.198E-09 | 1.07E-10| 2.55 | 1.68E+2 | 2.17E-1 | 1.35E-2
PNA5
dsDNA17-PNA4 | 2.547E-09 | 2.05E-11| 0.81 | 5.99E-1 | 7.26E-2 | 8.65E-3
DNA24-PNA4 5.173E-09 | 6.07E-11| 1.17 | 1.52E+2 | 1.80E-1 | 1.32E-2
dSDNﬁ,llSA'gNA“' 3.947E-09 | 4.14E-11| 1.05 | 1.08E+2 | 4.47E-3 | 1.43E-2
DNA24-PNA4 2.809E-09 | 7.28E-11| 2.58 | 1.43E+2 | 9.13E-2 | 1.59E-2

Tabelle 30: Ubersicht der gemessenen Fluoreszenzlebenszeiten T ax der Invasionskomplexe und Vgl-Duplexe in

Abwesenheit von NaCl sowie der Parameter l), lipo)y und l(ak).
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Daten der Duplexinvasion

Ubersichtstabellen der Invasionseffizienzen

Bei Invasionsexperimenten in Anwesenheit von 250 mM NacCl:

AEInvasion

Invasionskomplex Einvasion [%] AEinvasion
dsDNA15-PNA3-PNA5 0.989 19.25 0.129
dsDNA16-PNA3-PNA5 0.993 39.21 0.259
dsDNA17-PNA4-PNA5S 0.990 9.65 0.094

dsDNA17-PNA4 0.954 8.49 0.082
dsDNA18-PNA4-PNA5 0.993 11.34 0.106

Tabelle 31: Ubersicht der Invasionseffizienzen der Invasionsexperimente in Anwesenheit von 250 mM NaCl sowie

deren berechnete Standardabweichungen.
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Bei Invasionsexperimenten in Abwesenheit von NaCl:

Invasionskomplex Einvasion AE'[':E]SM" AEinvasion
dsDNA15-PNA3-PNA5 0.991 28.20 0.210
dsDNA16-PNA3-PNA5 1.008 20.46 0.154
dsDNA17-PNA4-PNA5 1.001 3.57 0.035

dsDNA17-PNA4 0.960 16.70 0.159
dsDNA18-PNA4-PNA5 0.994 9.28 0.090

Tabelle 32: Ubersicht der Invasionseffizienzen der Invasionsexperimente in Abwesenheit von NaCl sowie deren

berechnete Standardabweichungen.
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Posterbeitrag:
.Synthesis and Optical Properties of a Cyanine Dye with Improved

Photostability”

|. Doktorandenseminar der DNG in Bad Herrenalb

(Teilnahme)

VI. Nukleinsdurechemie-Treffen der DNG in Greifswald
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.Evaluation of new Photostable Cyanine-Styryl Dyes as Fluorescent

DNA Staining Agents”
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.Photostable Cyanine Dyes as Energy Transfer Pairs for "DNA Traffic
Lights ™"

15. Tag der Organischen Chemie der Universitat Stuttgart (TOCUS)
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.Photostable Cyanine Dyes and Post-Synthetic "Click ©~ DNA

Modification”
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