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| Einleitung und Themenstellung

In den letzten Jahren haben die Themen Klimaerwédrmung und Klimaschutz drastisch an Bedeutung
gewonnen. Bereits jetzt ist die globale Temperatur durch menschliche Aktivitdten im Durchschnitt
um etwa 1,0 °C gestiegen, weshalb Diskussionen iiber Lésungen mehr in den Vordergrund treten.[!]
Dabei ist ein Kernpunkt die Energieversorgung, welche allein in Deutschland noch zu betrichtlichen
Anteilen durch fossile Brennstoffe aufrechterhalten wird.?! Diese sollen in naher Zukunft durch die
erneuerbaren Energien aus Wind, Wasser und Sonne ersetzt werden, weshalb in diesen Bereichen der
Forschungsbedarf grof3 ist. Doch selbst bei diesen Energieformen ist der Blick auf die Nachhaltigkeit
in den Punkten Produktion, Langlebigkeit und Effizienz wichtig.

Das Musterbeispiel fiir nachhaltige Energiegewinnung ist die Photosynthese.l*) Durch die Absorption
von sichtbarem Licht wird nicht nur der chemische Eneregietrager Glukose gebildet, sondern auch
CO; der Atmosphére in O; umgewandelt. Die kleinste funktionelle Einheit der Photosynthese stellen
die Chloroplasten dar, welche wiederum zum Grofteil aus gefalteten Lipidmembranen bestehen,
bestiickt mit verschiedenen Protein-Komplexen, deren Zusammenspiel erst diesen Prozess
ermoglichen (Abbildung 1). Vergleicht man Chloroplasten mit klassischen Solarzellen, so ist die
Produktion der photoaktiven Einheit nahezu kostenfrei moglich, da sie sich mit ausreichenden
Nahrstoffen selbst reproduziert. Die Entsorgung ist bedenkenlos, da alle Abfallprodukte in der Natur
direkt weiter verwertet werden konnen. Dieser Vergleich ist zwar stark vereinfacht, doch betont er
wichtige Eigenschaften, die im Aufbau beider Systeme begriindet sind. Der Chloroplast ist zum
Grof3teil ein supramolekulares Gebilde, welches nur durch nicht-kovalente Krafte zusammengehalten
wird. Diese setzen sich aus Wasserstoftbriicken, koordinativen Effekten, hydrophoben, polaren und
n-n-Wechselwirkungen zusammen. In die molekularen Einzelteile zerlegt, besteht es hauptséachlich
aus Polypeptiden und Lipiden, welche sich durch die niedrigen Energiebetrage der genannten

Wechselwirkungen leicht zusammensetzen und aufbrechen lassen.

: : : / Lipide: -hydrophobe WW

Protein-Komplexe: (-S-S-Briicken)
-H-Brucken

| PS2 Cyt b6/f PS1 ATP-Synthase i/‘ -polare WW
-hydrophobe WW

Chloroplast

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Thylakoidmembran eines Chloroplasten. Zur Ubersichtlichkeit sind
stellvertretend nur die vier elementaren Proteinkomplexe Photosystem 1 und 2 (PS1 und PS2), Cytochrom-bs/f (Cyt be/f)
und die ATP-Synthase abgebildet.[3!
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Dieses Beispiel soll die Bedeutung und das Potential der supramolekularen Chemie im 21. Jahrhundert
verdeutlichen, welche auf diese zwischenmolekularen Wechselwirkungen zuriickgreift, um
selbstorganisierende Strukturen mit definierten Funktionen zu entwickeln. Die Entdeckung der
Kronenether 1967 durch CHARLES PEDERSEN gilt als Geburtsstunde dieses Fachgebiets, wofiir er
zusammen mit JEAN-MARIE LEHN und DONALD ]. CRAM 1987 den Nobelpreis erhielt.[*>] Auch als
cyclische Polyether bekannt, sind sie in der Lage, abhangig von ihrer Grofle selektiv Kationen zu
komplexieren (Abbildung 2a). Seit dem sind viele solcher Systeme bekannt, welche von Host-Guest-
Komplexen bis hin zu molekularen Maschinen reichen.[**! ZIMMERMAN und ZHANG haben
beispielsweise eine Anlagerung von farbstoffmodifizierten 2,7-Diamido-1,8-naphthyridinen an
Polymere mit 2-Ureido-4(1H)-pyrimidon-Einheiten durch Wasserstoffbriicken erreicht (b).[’]
BIEDERMANN und SINN gelang dagegen die selektive Komplexierung von Steroiden mit

Cucurbit[n]urilen (c), was die Anwendung als molekulare Sensoren ermdglicht.[1%]

a) b)
(@) (0]
o) o Na* O--_y 4O 0 NNy o
a S
—C (TN L L L
t /7 & SN /7 N” N7 N7 N7 Farbstoff
(0] O (0] (0] ! 1 | !
/ / By oy B

o™ o 8 N'g
Oy kO i 0 J/

CO D)

oS oS
€) o Me OH

T o o/\N/U\N,\No o HOoJ o
Ha Pt N?NN/N:{N\M gwﬁ“ " \N&?g

— — K'N{o °9 }"h\l\ 2 I Pt
T AR S el

S N\vaN\n/NJO ON\TOTN\GN\[C(N o

o 0

Abbildung 2: Beispiele verschiedener supramolekularer Host-Guest-Komplexe.

Solche Systeme eignen sich fiir die Entwicklung von Lichtsammelsystemen, welche elementar fiir die
physikochemische Nutzung des Sonnenlichts sind. Denn mit dem Aspekt der Nachhaltigkeit bieten
sich vor allem organische Chromophore als Grundstoffe an, die maf3geblich aus Wasser-, Sauer-, Stick-
und Kohlenstoff bestehen, welche im Vergleich mit seltenen Erden weder aufwandig geschiirft werden
missen, noch sonst eine Knappheit erfahren konnen. Allerdings spielt bei der Effizienz solcher
Chromophore die chemische Umgebung und die rdaumliche Orientierung eine signifikante Rolle, da in
ungiinstigen Fillen schnell eine Loschung angeregter Zustdnde stattfinden kann. Deshalb ist die

Nutzung eines Geriists, an dem die Molekiile in gewiinschter Konformation ausgerichtet werden
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konnen, sinnvoll. Ein solches Geriist kann hervorragend durch DNA bereitgestellt werden, die mit
ihrer definierten Struktur und der kanonischen Basenpaarung nicht nur die Ausrichtung der
Chromophore, sondern auch die Sequenzierung dieser entlang eines Einzelstrangs ermoglicht

(Abbildung 3).

cmamopnor=3t] /NS N |

a)
Nukleobase/Nukleosid = Il -

Linker = ™~

DNA-Doppelstrang
modifizierte DNA

ﬁ(‘ Einzelstrange i
m fﬁ:\ VA VA G

Templat-DNA Chromophor-DNA-Komplex

Abbildung 3: Schematische Darstellung verschiedener Chromophor-DNA-Komplexe. a) Hybridisierung zweier
komplementarer DNA-Strange, die jeweils mit unterschiedlichen Chromophoren markiert sind. Diese sind im
Doppelstrang benachbart, sodass bei Anregung (Blitz) des ersten Chromophors (hellblauer Stern) ein Energietransfer
(Pfeil) auf den zweiten Chromophor (pinker Stern) erfolgen kann. b) Anlagerung von Chromophor-Nukleosid-
Konjugaten an ein komplementiares DNA-Templat. c) Durch die Wahl zweier Nukleoside (graues und schwarzes
Rechteck) konnen zwei unterschiedliche Chromophore in gewiinschter Sequenz angelagert werden.

Ziel diesere Arbeit war es, die optischen Eigenschaften und das Anlagerungsverhalten neuer
Chromophor-Nukleosid-Konjugate zu analysieren. Dazu wurde eine Reihe an Konjugaten mit
verschiedenen Chromophoren, Nukleosiden und Linkern synthetisiert und diese in
Anlagerungsexperimenten mit DNA-Templaten untersucht. Hierfiir wurden in erster Linie
UV/VIS-absorptions-, fluoreszenz- und CD-spektroskopische Daten erhoben und ausgewertet.
Dartiiber hinaus wurden die Chromophore SO gewihlt, dass sie in
Photonenaufkonversionsexperimenten eingesetzt werden konnten, wobei sie mit den unmodifizierten

Analoga verglichen wurden.



Theoretischer Hintergrund

Il Theoretischer Hintergrund

1 DNA als supramolekulares Geriist

1.1 Physikochemische Eigenschaften der DNA

Als Tréager der Erbinformation bildet DNA die Basis allen Lebens auf der Erde und das seit tiber einer
Milliarde Jahren.['] Um diese Aufgabe zuverlissig erfiillen zu kénnen, sind elementare Eigenschaften
notwendig, die detailgenau aufeinander abgestimmt sein miissen. So muss sie einerseits eine hohe
thermodynamische Stabilitat bei physiologischen Bedingungen aufweisen, jedoch gleichzeitig flexibel
genug sein, um beispielsweise von Helikasen in ihre Einzelstringe aufgetrennt werden zu kénnen.
Das langste Chromosom des Menschen besteht aus iiber 200 Millionen Basenpaaren und bedient sich
zum Speichern der Information ,Mensch® lediglich der vier Nukleobasen Adenin (A), Cytosin (C),
Guanin (G) und Thymin (T), bzw. der daraus resultierenden Nukleosiden Desoxyadenosin, -cytidin, -

guanosin und Thymidin (Abbildung 4a).l*%]

Nur durch die hohe Selektivitit der WATSON-CRICK-Basenpaarungen, A-T und G-C, ist das
Chromosom in der Lage, diese Information iiber 10.000 Jahre und dariiber hinaus zu bewahren.
Tatsdchlich aber spielen diese durch Wasserstoffbriickenbindungen zustande kommenden
Basenpaarungen nur fiir die Initiation der Hybridisierung eine wichtige Rolle. Mit einer freien
Enthalpie von AGSC = -0,46 kJ/mol tragen GC-Paare nur geringfiigig zur Stabilitit bei, wogegen
AT-Paare mit AGAT = +1,93 kJ/mol sogar destabilisierend wirken.'¥l Den entscheidenden Beitrag
leisten die =-Stapelwechselwirkungen der aromatischen Nukleobasen mit Mittelwerten von
AGAT = -4,23 kJ/mol und AGC€ = -6,20 kJ/mol fiir alle aufeinander folgenden Varianten AA, AT, TA
und TT in reiner AT-haltiger DNA und analog fiir GC. Als Maf} fiir die Stabilitiat eines DNA-
Doppelstrangs wird die Schmelztemperatur verwendet, ab welcher 50 % der DNA als Einzelstrang
vorliegt. Diese kann aufgrund der Absorptionsunterschiede von doppel- und einzelstrangiger DNA
mittels UV/VIS-Spektroskopie bestimmt werden.['] In GC-reichen Sequenzen kann diese sogar iiber
100 °C liegen. In natiirlicher Umgebung liegt DNA hauptsdchlich in der B-Form vor, einer
rechtsgangigen Doppelhelix mit einer kleinen und grof3en Furche und fester geometrischer Struktur
(Abbildung 4a-b).[5] In gepuffertem wissrigen Milieu, bei einem pH-Wert von 6-8, weist sie die grofite
Stabilitdt auf, wobei ein pH-Wert unter 6 zur Spaltung der glykosidischen Bindung zwischen

2°-Desoxyribofuranosid und Nukleobase fithren kann.

Neben den bereits genannten WATSON-CRICK-Basenpaaren gibt es noch eine Reihe weiterer moglicher
Kombinationen, welche in der DNA allerdings eine untergeordnete Rolle spielen und primar in RNA
vorkommen. Die bekanntesten sind dabei die Wobble-Basenpaarung!!>16], welche bei der Translation

fir die Erkennung zwischen tRNA und mRNA notwendig ist, sowie die HOOGSTEEN-Basenpaarung,
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bei welcher eine Purinbase verdreht ist, wodurch statt dem N1-Atom das N7-Atom an der
Basenpaarung beteiligt ist (Abbildung 4c-d).['-®] Letztere spielt eine entscheidende Rolle bei der
Bildung von G-Quadruplexen, einem Tetramer aus vier Guaninen mit einem Metallzentrum, welche
in Telomer-DNA vorzufinden sind.['l Die Vielfalt an méoglichen Basenpaarungen und die damit
einhergehenden Sekundérstrukturen sind ein Musterbeispiel fiir das Potential in der
supramolekularen Chemie. So hat die Natur das Speichern und Auslesen genetischer Informationen
mit einem thermodynamisch genau abgestimmten System aus Proteinen und Nukleinsduren
perfektioniert. Aus diesem Grund sind artifizielle supramolekulare Systeme auf Basis der DNA ein
attraktives  Forschungsgebiet  fiir =~ verschiedene = Anwendungen, wie  informatische

Datenspeichereinheiten[?-2!], molekulare Maschinen!’-*] und Lichtsammelsysteme.[?]
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Abbildung 4: a) WATSON-CRICK-Basenpaare AT und GC. b) Vereinfachte Darstellung der B-DNA mit geometrischen
Daten. c) Wobble-Basenpaarung GU. d) Aufbau eines G-Quadruplexes durch HOOGSTEEN-Basenpaarung.
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1.2 DNA-basierte Lichtsammelsysteme

Um einen Eindruck von den mannigfaltigen Moglichkeiten dieses Forschungsgebiets zu vermitteln,
sind im Folgenden einige Beispiele zu Lichtsammelsystemen auf Basis der Nukleinsduren
zusammengefasst. Bereits 1990 konnte die Gruppe von BARTON und FRIEDMAN einen Ruthenium-
Komplex entwickeln, der in der Lage ist, in die DNA-Doppelhelix zu interkalieren, wodurch dieser
eine Lumineszenz bei 632 nm ausbildet.?s] Der dppz Ligand (dipyrido[3,2-a:2°,3'-c]phenazine) des
sonst nicht lumineszierenden [Ru(bpy)2(dppz)]*-Komplexes ist dabei entscheidend, weshalb solche
Komplexe als ,DNA light-switch® bekannt sind. Dariiber hinaus konnte fiir die unterschiedlichen
Doppelhelices der A-, B- und Z-DNA ein Einfluss auf die Lumineszenzintensitit nachgewiesen
werden. Dass die photophysikalischen Eigenschaften solcher fluorogener Komplexe auch von der
Basensequenz abhdngig sind, konnte die Gruppe von BARTON 1999 mit dem Komplex
[Os(phen)z(dppz)]?* nachweisen.[?] Eine Weiterentwicklung stellt der tpphz-Ligand (tetrapyrido[3,2-
a2'3-c3“2"- 2" 3“-j]-phenazine) dar. LIU ef al. entwickelten 2005 den schaltbaren Luminophor
[Ru(bpy)2(tpphz)]**, welcher in DNA interkaliert und mittels Co?*-Ionen gesteuert werden kann.[?’]

7% 7%

[Ru(bpy),(dppz)1** [Os(phen),(dppz)]** [Ru(bpy),(tpphz))**

Abbildung 5: Strukturen der fluorogenen ,,DNA light-switch”-Komplexe.

Eine der ersten richtungsweisenden Arbeiten in der bioorganischen Chemie wurde von KUMAR et al
2009 mit dem Titel ,DNA-Based Supramolecular Artificial Light Harvesting Complexes®
verdffentlicht.?”] Abgesehen von der namenspriagenden Uberschrift, handelt es sich hierbei um einen
DNA-Protein Komplex, bestehend aus Kalbsthymus-DNA und dem kationisch modifizierten Protein
Rinderserumalbumin (cBSA). Dieser kombiniert supramolekular mit einem Donor-Akzeptor-Paar,
wodurch ein FORSTER-Resonanzenergietransfer (FRET) ermoglicht wird. Der Donor (Hoechst 33258)
besitzt dabei eine Affinitat zu DNA und weist gebunden eine verstdrkte Fluoreszenz auf, der Akzeptor
(Coumarin 540A) hingegen hat eine hohe Affinitat zu natiirlichem BSA. Es konnte gezeigt werden,
dass nur die Kombination aller vier Komponenten zu einem erfolgreichen FRET gefithrt haben
(Abbildung 6a). Im selben Jahr wurde von WAGENKNECHT ef al die erste schaltbare
weifllichtemittierende DNA entwickelt, bestehend aus einem mit Nilrot und Pyren modifizierten
Oligonukleotid.[?) Die beiden Farbstoffe wurden jeweils chemisch an der 5-Position eines

2°-Desoxyuridins ~ mittels  Ethinylen-Linker =~ gebunden und anschlieBend {ber die
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Phosphoramiditsynthese benachbart in ein 18-mer eingebaut. Pyren ist mit entsprechender
Orientierung zu Nilrot in der Lage, ebenfalls einen FRET einzugehen, welcher in der einzelstrangigen
DNA effizient ablauft und somit eine Anregung des Pyrens zu einer Rotlicht-Emission fithrt. Wird
diese dagegen mit einem komplementaren Strang hybridisiert, nimmt der FRET ab und eine Weif3licht-

Emission resultiert (Abbildung 6b).

a)

@ DNA
\ }o

Abbildung 6: a) Schematische Darstellung eines DNA-Protein-Komplexes mit DNA-affinem Donor (D) und BSA-affinem
Akzeptor (A). b) Schematische Darstellung einer schaltbaren, rot und weif3 emittierenden DNA.

HANER et al synthetisierten Oligonukleotide mit eingegliederten Tetraphenylethylenen (TPE).[*”)
TPE:s sind fluorogene Stoffe, welche entgegen der meisten Fluorophore im monomeren Zustand nicht
fluoreszieren, jedoch in Aggregaten und im Feststoff. Mit diesem Hintergrund wurden jeweils
komplementéire, mit TPE modifizierte Strange hybridisiert, welche im Vergleich zu den Einzelstrangen
eine starke Fluoreszenz aufwiesen. Interessanterweise zeigen diese Stringe einen hdoheren
Schmelzpunkt als die unmodifizierten Referenzen, was ein Hinweis auf synergistische Effekte
zwischen TPE und den n-Stapeln der Nukleobasen ist. Ein Jahr darauf présentierte dieselbe Gruppe
ein Lichtsammelsystem basierend auf sog. three-way junctions, welche jeweils teilweise aus drei
Striangen (a, b, ¢) hybridisiert sind.[?!! Dabei wurde in den Stringen a und b kovalent eingebautes
Phenanthren als Donor verwendet und der Strang ¢ mit verschiedenen Akzeptoren von UV bis zum
Ende des sichtbaren Bereichs untersucht. Die fest in der Doppelhelix integrierten Phenanthren-
Einheiten konnten bei erfolgreicher Hybridisierung mit ¢ in den meisten Fillen einen effizienten
Energietransfer auf den Akzeptor eingehen. Ein anschauliches Beispiel fiir den Einfluss der
Orientierung von Chromophoren innerhalb der DNA lieferte die Gruppe von ASANUMA.**] Ein mit
Naphtylrot modifiziertes Oligonukleotid wurde mit verschiedenen Gegenstrangen hybridisiert, wobei

die Nukleobasen im Bereich des Chromophors variierten. Nur im Fall des korrekten Gegenstrangs war



Theoretischer Hintergrund

die Absorption deutlich bathochrom verschoben, was bereits an der Farbe der Losung erkennbar war.
2013 konnte die Gruppe ein ,molekulares Lineal® auf Basis einer chromophormodifizierten DNA
herstellen.*”) Dazu wurden die Chromophore Pyren und Perylen in verschiedenen Abstéinden in DNA
integriert und folglich der Energietransfer von Pyren auf Perylen im Doppelstrang untersucht. Es
ergab sich ein periodisches Muster fiir die Abstédnde 1, 5, 10 und 15 Basenpaare, bei denen der
Energietransfer ein lokales Maximum erreicht (Abbildung 7). In B-DNA entspricht ein Abstand von
fiinf Basenpaaren einer halben bzw. von zehn Basenpaaren einer ganzen Umdrehung entlang der
Achse, wodurch der Einfluss der relativen Verdrehung der Farbstoffe untereinander verdeutlicht wird.
Ahnliche Distanzabhiangigkeiten konnten bereits 2009 von WILHELMSSON ef al. experimentell mit

Oxophenoxazin-Derivaten nachgewiesen werden.!3!]

m Oy e Oy A Opy ¢ Cylinder model --- k2=2/3

n/bp
1 5 10 15 20

FRET efficiency ®r

Distance /A

Abbildung 7: Vergleich der FRET-Effizienzen aus stationérer (cyan und magenta) und zeitaufgeldster Fluoreszenz-
spektroskopie (griin) in Abhingigkeit des Abstandes in Basenpaaren (bp). Reprinted with permission from [30].
Copyright 2013 American Chemical Society.

Die Gruppe von KOOL lieferte mit ihren Oligodesoxyfluorosiden (ODF) ein Musterbeispiel fiir die
Vielfiltigkeit organischer Chromophorsysteme.[3] Dabei wurden aus sieben
chromophormodifizierten ~C-Nukleosiden und einem Spacer ohne Chromophor mittels
Phosphoramiditsynthese verschieden kombinierte Tetramere gebildet. Diese Tetramere besitzen
einzigartige photophysikalische Eigenschaften, welche nicht nur durch Energietransfer, sondern auch
Excimere und Exciplexe gepragt werden und sich dadurch teilweise komplett von den Monomeren
unterscheiden. WAGENKNECHT et al untersuchten 2015 den Einfluss der Position der Chromophore
Nilrot, Pyren und Perylen im Doppelstrang zueinander.(*] Durch Anregung des Pyren-Nukleosids
(Py-dU) konnte ein Energietransfer sowohl zum Perylen-Nukleosid (Pe-dU) als auch zum Nilrot-
Nukleosid (Nr-dU) beobachtet werden. Bei grofieren Abstinden konnte nur die Nilrotfluoreszenz
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detektiert werden, bei kleinen Abstinden war diese jedoch geloscht, was auf einen Elektronentransfer
in umgekehrter Richtung zuriickzufiihren ist (Abbildung 8a). Die Gruppe von LIU entwickelte ein
hochstrukturiertes Lichtsammelsystem mit Hilfe von definierten DNA-R6hren.** Hierfiir wurde das
von SEEMAN et al. entworfene Konzept!® der 7-helix bundle mit den Farbstoffen Pyren, Cy3 und Alexa
Fluor 647 (AF) so modifiziert, dass sie die Rohren ringartig umschlossen. Die sechs duleren Réhren
beinhalten dabei die beiden Donoren Pyren und Cy3 und die siebte Rohre, die aus dem inneren
hervorsteht, den Akzeptor (Abbildung 8b). Durch die gewahlten Farbstoffe konnte ebenfalls das
gesamte sichtbare Spektrum abgedeckt und FRET-Effizienzen iiber 90 % erhalten werden.
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Abbildung 8: a) Aufbau eines Lichtsammelsystems mit Pyren- (Py-dU), Perylen (Pe-dU) und Nilrot (Nr-dU) mittels
Ethinylen-Linker an Desoxyuridin (dU) gebunden. Eingezeichnet sind Energietransfer (EnT) und Elektronentransfer
(EIT) nach Anregung des Pyrens. b) Darstellung des 7-Aelix-bundels mit dem priméaren Donor Pyren (Py), dem
sekundédren Donor Cy3 und dem Akzeptor AF.
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Ein vielversprechender Ansatz entgegen der kovalenten Modifikation von ganzen DNA-Strangen, ist
die Anlagerung chromophormodifizierter Monomere entlang eines Oligonukleotids, das als
chiralititsinduzierendes Templat dient. Eine der ersten Arbeiten auf diesem Gebiet wurde 2009 von
SCHENNING et al prasentiert.’¢] Hierzu wurden Diaminotriazine als Bindungspartner fiir Thymin
gewidhlt und mit Naphthalin-Tetraethylenglykol verkniipft. Als Templat wurden unterschiedlich
lange Oligothymidine, bestehend aus 5 — 40 Nukleotiden, verwendet und die Selbstassemblierung der
Monomere mittels UV/VIS-, CD-Spektroskopie und Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie

untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass bis zu einer Templatlinge von 15 Nukleotiden die
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Schmelztemperatur und damit die Stabilitdt stark zunimmt und dariiber nur noch eine geringe
Steigerung erfolgt, was auf die kooperativen Effekte der n-Stapelung der Naphthaline zuriickzufithren
ist. In einem #hnlichen Ansatz wurden spéter die Energietransfer-Eigenschaften solcher Aggregate
untersucht.’”] Dazu wurde anstelle des Diaminotriazins das 2,6-Diaminopurin bzw. 2-Aminoadenin
verwendet und der Templatstrang endstindig mit dem Akzeptorfarbstoff Cy3.5 modifiziert. Aus
Fluoreszenzlebensdauer-Messungen konnte ein elementarer Einfluss der Temperatur und
Templatlange auf den Energietransfer nachgewiesen werden. Nur bei Temperaturen unter 25 °C
wurde ein potentes Aggregat ausgebildet mit einer idealen Stranglinge von 30 Thymidinen. Kiirzere
Striange bildeten keine effektiven Aggregate aus und ldngere resultierten in einem zu groflen Abstand

der Naphthalin-Donoren zum Akzeptor.

Die Gruppe von KUMAR entwickelte auf Basis der Selbstassemblierung einen Sensor fiir die
enzymatische Verdauung von Adenosintriphosphat (ATP) tiber das Diphosphat (ADP) zum
Monophosphat (AMP).38] Dafiir wurde ein Naphthalindiimid an beiden Imid-Gruppen mit einem
Chelatkomplex verkniipft, welcher Zn?* gebunden hat. Dieser besitzt eine hohe Affinitit zu
Phosphatgruppen, wodurch der Sensor mit den verschiedenen Phosphaten unterschiedliche
Aggregate ausbildet. Da der ATP-Komplex eine umgekehrte Chiralitét als die anderen beiden hat und
zusatzlich stabiler ist, kann durch Titration von ATP zu einer AMP/ADP-haltigen Losung mittels CD-
Spektroskopie eine schrittweise Umkehrung der Helikalitat beobachtet werden. Wird anschlieffend
das ATP-verdauende Enzym CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) zugegeben, kehrt sich die
Helikalitit wieder um, was im CD sichtbar wird und so die Bestimmung der Kinetik ermdglicht. Der
Einfluss der Abkiihlgeschwindigkeit bei der Préparation von assemblierten Nanostrukturen wurde
von BALAZ et al untersucht.’®] Dazu wurden, analog zu SCHENNING et al, an Porphyrin gekniipfte
2-Aminoadenin-Monomere und Oligothymidin-Template verwendet. Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Helikalitat der gebildeten Aggregate bei langsamer Abkiithlung rechtsdrehend und
bei schneller Abkiihlung linksdrehend ist (Abbildung 9a), was durch DFT-Rechnungen belegt wurde.
In der UV/VIS-Spektroskopie konnte dabei eine starke Rotverschiebung der SORET-Bande fiir die
angelagerten Porphyrin-Konjugate festgestellt werden. Die Arbeitsgruppe von STULZ konnte durch
Anlagerung des porphyrazinmodifizierten 2°-Desoxyuridins MgTAP-dU an Oligo-2°-desoxyadenosin
einen starken Fluoreszenzanstieg verzeichnen.[*) Da in Gegenwart von Oligothymidin und ohne
Templat eine Fluoreszenzloschung eintrat, konnte hier eine klare Selektivitit beziiglich des
natiirlichen Basenpaares U-A nachgewiesen werden, was durch CD-Spektren weiter gestiitzt wurde

(Abbildung 9b).
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Abbildung 9: a) Einfluss der Abkiihlungsgeschwindigkeit auf die Drehrichtung der Helix. b) Fluoreszenz des
Chromophors nur bei Assemblierung an den ,korrekten Templatstrang dAn.

Der nichtkovalente Ansatz wurde ebenfalls von WAGENKNECHT ef al mit den zuvor im kovalenten
Ansatz verwendeten Farbstoff-Konjugaten Nr-dU und Py-dU untersucht (s. 0.).4!) Es stellte sich
heraus, dass die kaum in Wasser 16slichen Nukleoside mit dem falschen Templat Tz und ohne Templat
ausfallen, mit dAz dagegen in Losung bleiben. Durch Assemblierungsexperimente mit verschiedenen
Verhéltnissen von Nilrot zu Pyren konnte eine maximale Energietransferrate bei einer Mischung von
14 Teilen Nr-dU zu 6 Teilen Py-dU erzielt werden. Bei Titrationsexperimenten mit einem Uberschuss
Nr-dU zu unterschiedlich langen Templatstrangen dA, (n=10, 14, 16, 20) konnte durch Zentrifugation
der Anteil an nichtgebundenem Farbstoff abgetrennt werden. Die durch UV/VIS-Spektroskopie
erhaltenen Absorptionsmaxima entsprechen in allen Féllen den héchstméglichen Besetzungen des
Templats. Aufbauend auf diesen Ergebnissen konnte mit einem fullerenmodifizierten dAzo und den
beiden Farbstoffen die erste DNA-basierte Solarzelle gebaut werden.[*?] Dabei findet nach Anregung
des Py-dU ein Energietransfer zu Nr-dU statt, gefolgt von einem Elektronentransfer, wobei das
Elektron zum Fulleren weitergeleitet werden kann (Abbildung 10a). Mit einer Effizienz von 0,2 % ist
diese Solarzelle zwar weit von einer technischen Anwendung entfernt, zeigt jedoch das Potential
dieses Gebiets. In einem aktuellen Ansatz gelang erstmals eine sequenzspezifische Anlagerung mit
dem bereits bekannten Nr-dU und dem mit Pyren verkniipften 2-Amino-2‘-desoxyadenosin Py-daA.[+*]

Anlagerungsexperimente mit verschiedenen AT-Oligonukleotiden zeigten, dass Sequenzen mit vielen
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aufeinander folgenden Thymidinen (wie dAjoT10) eine starke Excimer-Fluoreszenz des Pyrens

verursachen, alternierende (wie d(AT)10) dagegen nicht (Abbildung 10b).

5—A—T—A—T—A—T—A—T—A—T—3
I I I I I I

.hv1 : : | : | | | | |
daAdU daA dU daAdU daAdU daA

ﬁ\ EEREEERE

NH, .hvy  Nr Py Nr Py Nr Py Nr Py Nr Py
SN "2 EnT

| Y S ATATATAT AT T T T T T3
o

N™ "NH; dU dU dU dU dU daAdaAdaAdaAdaA

o e

Nr Nr Nr Nr Nr Py Py Py ’ Py Pyr

N—"2.EnT  2.Excimer
Abbildung 10:a) Aufbau eines Fulleren-DNA-Chromophor-Komplexes: Die Anregung von Pyren mit hvi induziert einen
Energietransfer (EnT) gefolgt von einem Elektronentransfer (EIT) auf Nilrot. SchlieBlich wird die Ladung iiber die DNA

zum Fulleren transferiert. b) Sequenzspezifische Anlagerung von Nr-dU und Py-daA. Da nur im unteren Fall Pyren
benachbart vorliegt, konnen sich dort Excimere bilden, welche mit hvs emittieren.

Obwohl bereits verschiedenste DNA-Farbstoff-Komplexe entwickelt wurden, befindet sich dieses
Forschungsgebiet nach wie vor noch ,in den Kinderschuhen® und bis zu einer technischen
Anwendung bedarf es noch viele Hiirden zu iiberwinden. Dennoch sind die Vorteile der DNA als
molekulares Geriist nicht von der Hand zu weisen, was der hohen Verfiigbarkeit, der strukturellen

Integritat und der Eigenschaft als eindimensionaler elektrischer Leiter zuzuschreiben ist.
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1.3  Spektroskopische Analyse supramolekularer Chromophorsysteme

Die Struktur supramolekularer Systeme ist entscheidend definiert durch intermolekulare
Wechselwirkungen, wie Dipol-Dipol, VAN-DER-VAALS, nt-Stapelung, Wasserstoftbriicken und ferner
koordinative Effekte.l*!] Diese finden auf einer molekularen Groflenordnung von 0,1-1 Nanometern
statt und sind somit unterhalb des mikroskopisch erschlieBbaren Bereichs. Um trotzdem sinnvolle
Aussagen tber supramolekulare Strukturen treffen zu koénnen, ist deshalb das Zusammenspiel
verschiedener  Spektroskopiemethoden notwendig. Da die Analyse intermolekularer
Wechselwirkungen ein komplexes Thema ist, soll in diesem Kapitel die Herangehensweise mit

verschiedenen Techniken erlautert werden.

Die elementarste Methode zur Untersuchung von Chromophoren ist die UV/VIS-Spektroskopie, bei
der die Absorbanz A eines Stoffes in Abhdngigkeit der eingestrahlten Wellenlange A gemessen
wird.[*] Dem zugrunde liegt das Gesetz von LAMBERT und BEER, welches das Verhiltnis der Extinktion
E zur Konzentration ¢ und Schichtdicke d einer Lésung angibt.*#”] Durch Korrekturmessungen
konnen Streuungseffekte abgezogen werden, wodurch die Extinktion in erster Naherung der
Absorbanz entspricht. Die Energie des absorbierten Photons gleicht dabei der Differenz zwischen
angeregtem Zustand und Grundzustand des bestrahlten Stoffes, abziiglich der vibronischen Energie.
In der Regel finden Anregungen aus dem elektronischen Singulettgrundzustand S in die hoéheren
Singulettzustinde Si, Sz usw. statt, wobei jeder elektronische Zustand noch mehrere
Schwingungszustande vo, Vi, vz usw. besitzt (Abbildung 11a). Diese Prozesse konnen in einem

JABLONSKI-Diagramm veranschaulicht werden und sind hier nur erganzend erwahnt (b).

Ein UV/VIS-Spektrum zeigt die Gesamtheit dieser Uberginge, jedoch kénnen von Chromophor zu
Chromophor diese Energien durch intermolekulare Wechselwirkungen schwanken. Eine
entscheidende Rolle spielt die direkte Umgebung des Chromophors sowie die relative Orientierung
zur eintreffenden Strahlung. Beispielsweise konnen polare und unpolare Losungsmittel angeregte
Zustande stabilisieren oder destabilisieren, was eine unterschiedliche Farbigkeit zur Folge hat, auch
Solvatochromie genannt (c). Befinden sich Chromophore in einer energetisch ungiinstigen Umgebung
und die Wechselwirkung der gelosten Stoffe untereinander tiberwiegt, kommt es zur ungerichteten
Aggregation. Erreichen diese Aggregate eine bestimmte Grofie, fallt die Substanz als Feststoff aus der
Losung aus. Anderenfalls konnen diese beispielsweise als Kolloide in Lésung bleiben, unterscheiden
sich dann aber deutlich von monomeren Stoffen (d). Durch die breite Verteilung an Partikelgrofien
und Orientierungen sind die Energieniveaus nicht mehr klar definiert: Es kommt zu einer
Verbreiterung und zunehmenden ,Unscharfe” des Spektrums. Auflerdem nimmt mit der Partikelgrofie
auch die Streuung zu, was sich in einer erhéhten Grundlinie bemerkbar macht. In supramolekularen
Systemen konnen Chromophore ebenfalls eine Abweichung zu den Monomeren aufweisen,

unterscheiden sich aber deutlich von zufilligen Aggregaten. Es herrscht dabei eine Nahordnung, die

13



Theoretischer Hintergrund

auf alle Molekiile nahezu gleich wirkt. Das Resultat ist wieder ein definiertes, ,scharfes“ Spektrum,
allerdings konnen Veranderungen in der Feinstruktur auftreten (e). Da diese jedoch stark schwanken

konnen, sind UV/VIS-Spektren lediglich als Indizien fiir supramolekulare Systeme zu betrachten.

a) b)
ry A
e IC
So-52 So-51 51-5o :E/
. Q 52: Vs
2 ao : V2
o QS L= Vo
< L
Vs
Vi
X > A So Vo
) Energie X abec a‘b'c
c) d) e)
A A A
< < <
» A » A » A

Abbildung 11: a) Schematische Darstellung der Absorption (A, blau) und Emission (I, griin) eines Chromophors.
b) Vereinfachtes JABLONSKI-Diagramm mit elektronischen Ubergéingen nach erfolgter Absorption (blaue Pfeile) und
Emission (griine Pfeile) elektromagnetischer Strahlung. IC: Innere Konversion (internal conversion). Dargestellt sind
elektronische Zustiande Sn und dazugehorige Schwingungszustinde vn. ¢)-e) Veranschaulichung der Effekte von
Solvatochromie, unspezifischer Aggregation und spezifischer Anlagerung (jeweils blau als Referenz).[48]

Fiir optisch aktive Substanzen bietet sich die Untersuchung mittels CD-Spektroskopie an. Diese basiert
auf dem circularen Dichroismus einer Losung und ist ein Maf} fiir die Absorptionsdifferenz von links-
und rechtsdrehender Strahlung.[*’] Eine optisch aktive Substanz weist Chiralitit auf, was bedeutet,
dass sie nicht mit ihrem Spiegelbild deckungsgleich ist. Solche Stoffe absorbieren links- und
rechtsdrehend polarisierte Strahlung unterschiedlich, was in einem CD-Spektrum erkennbar ist und
mit der Messgrofle Elliptizitat 0 quantifiziert wird. Die grofite Anwendung findet sie in der
Strukturanalyse von Polypeptiden, aber auch bei anderen Naturstoffen wie DNA und Sacchariden. In
allen Féllen handelt es sich nicht um einzelne Molekiile, sondern um supramolekulare Gebilde, deren
CD-Signale in der Regel bedeutend stirker sind als die der Monomere. Die bekanntesten
Sekundarstrukturen von Polypeptiden sind die o-Helix und das B-Faltblatt, welche im Vergleich zu
ungeordneten oder denaturierten Polypeptiden deutliche Unterschiede aufweisen. Auch wenn es

moglich ist, CD-Spektren unbekannter Substanzen theoretisch zu berechnen, wird diese Methode doch
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in erster Linie empirisch genutzt. Im Fall von Polypeptiden kann das Spektrum einer unbekannten
Substanz als Superposition der verschiedenen Strukturen betrachtet werden und gibt so beispielsweise
den strukturellen Anteil von o-Helix an. Neben den genannten Stoffen wird die CD-Spektroskopie
aber zunehmend auch in der supramolekularen Chemie zur Strukturaufklirung angewendet.[38-3% 43]
Selbst ohne vergleichbare Referenzspektren konnen von verschiedenen Absorptionsbanden die
Elliptizitaten definiert werden. Dariiber hinaus lassen sich excifonische Kopplungen und m-Stapel

nachweisen, die eine strukturierte Nahordnung aufweisen.

Der mathematische Hintergrund der Elliptizitat liegt unter anderem in der Rotationsstérke R, welche
am Beispiel eines Dimers veranschaulicht werden soll (Abbildung 12). Dabei wirken die drei Terme
Rinon, Re-m und Rex auf die Elliptizitat und das daraus resultierende CD-Spektrum. Rumon ist die Summe
der monomeren Rotationsstiarken der beiden beteiligten Molekiile und ist in erster Linie unabhangig
von der relativen Orientierung. Re.m resultiert aus der elektrisch-magnetischen Kopplung zwischen
beiden Molekiilen und Rex aus der excitonischen Kopplung. Die beiden Terme Rem und Rex sind
abhéngig von der relativen Orientierung und wirken mit gleichem Betrag, aber umgekehrten
Vorzeichen auf die zwei Excitonbanden. Dagegen wirkt Rmon mit gleichem Vorzeichen auf beide
Banden, aber nicht zwingend mit gleichem Betrag. Fir das Dimer mit einem fiktiven
Absorptionsspektrum (a) wird also bei einer starken excitonischen Kopplung der Rmon-Term
vernachldssigbar klein. Da Re-m und Rex beide ein Vorzeichenwechsel der Absorptionsbanden
verursachen, resultiert ein Nulldurchgang des CD-Spektrums (b). Bei schwacher bis keiner Kopplung,
also auch im Fall rein monomerer Verteilung, ist dagegen kein Nulldurchgang vorhanden, da hier nur
der Rmon-Term entscheidend ist. Das Spektrum kann dann dem Absorptionsspektrum dhneln (c), wobei
die einzelnen Absorptionsprozesse unterschiedlich starke bis keine optische Aktivititen aufweisen

konnen.

a) b) c)
Al Yo el o o
O=

-

Abbildung 12: a) Schematisches Absorptionsspektrum eines fiktiven Chromophors (graues Hexagon mit Pfeil). b)
Mégliches CD-Spektrum eines stark excitonisch gekoppelten Chromophor-Dimers (Rmon << Re-m, Rex, zugehoriges
Absorptionsspektrum grau hinterlegt). Links- und Rechtsdrehende Aggregate ergeben dabei spiegelbildliche CD-
Spektren (blau und griin). ¢) Mogliches CD-Spektrum von schwach bis nicht excitonisch gekoppelten, chiralen
Monomeren (Rmon >> Rem, Rex, zugehériges Absorptionsspektrum grau hinterlegt).[45]
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Eine weitere Alternative zur Untersuchung komplexer Chromophorsysteme ist die stationare
Fluoreszenzspektroskopie. Da Phinomene wie kollisionsbedingte und statische Loschung,
Energietransfer und die Bildung von Excimeren und Exciplexen alle auf bestimmten Distanzen
stattfinden, kann tiber die Analyse solcher Prozesse auf die raumliche Orientierung der Fluorophore
geschlossen werden.[*”] Als Léschung bezeichnet man die Verminderung der Fluoreszenz eines
Fluorophors, was beispielsweise durch innere Konversion IC (internal conversion), Interkombination
ISC (intersystem crossing) oder durch einen Energietransfer zu einem Akzeptor hervorgerufen wird.
IC resultiert aus der Uberlappung hoherer Schwingungszustinde v, des elektronischen
Grundzustands Sp mit dem Schwingungsgrundzustand ve des elektronisch angeregten S; Zustandes.
Dabei fallt das angeregte Elektron iiber Schwingungsrelaxation strahlungslos und unter
Wirmeentwicklung zuriick in So vo. Beim ISC findet eine Anderung der Multiplizitat statt, in der Regel
vom Singulett S; zum Triplett Ti. Da dieser Prozess quantenmechanisch verboten ist, findet er nur
unter bestimmten Bedingungen und meist nur gering statt. Aus dem T; Zustand kann ebenfalls ein
Riick-ISC zu S; stattfinden, was die Basis von sogenannten TADF-Fluorophoren (thermally activated
delayed fluorescence)™! ist, oder ein strahlender Ubergang zu So, was als Phosphoreszenz bezeichnet
wird. Abhangig von der molekularen Umgebung eines Fluorophors, wie beispielsweise die Solvathiille,

koénnen diese unimolekularen Prozesse begiinstigt oder erschwert werden.

Dem entgegen laufen Energie- und Elektronentransfer bimolekular ab und bestehen aus einem Donor
(D) und einem Akzeptor (A). Beim Elektronentransfer ist eine Uberlappung der Orbitale notwendig,
weshalb eine exponentielle Abhangigkeit von der Entfernung zwischen D und A vorliegt. Daraus
ergeben sich Abstdnde von wenigen 0,1 bis 1 nm fiir einen hinreichend effizienten Elektronentransfer.
Fir Energietransferprozesse gibt es zwei entscheidende Mechanismen, der Energietransfer nach
DEXTER (DEXTER-EnT) und FORSTER, kurz FRET (FORSTER resonance energy transfer) (Abbildung 13a).
Der DEXTER-EnT erfolgt iber einen Austausch-Mechanismus, bei dem das angeregte Elektron aus dem
LUMO (lowest unoccupied molecular orbital) des Donors in das LUMO des Akzeptors und umgekehrt
ein Elektron aus dem HOMO (Aighest occupied molecular orbital) des Akzeptors in das leere HOMO
des Donors iibergeht.[!l Da dieser Mechanismus auf zwei gegenlaufigen Elektronentransferprozessen
beruht, gelten auch dieselben Abstandsabhiangigkeiten. Dem entgegen kann ein FRET bis iber 10 nm
erfolgen, da hier keine Orbitaliiberlappung notwendig ist.’?) Es wird lediglich die Energie des
angeregten Donors tiber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen auf den Akzeptor {iibertragen. Eine
notwendige Bedingung ist die Uberlappung der Donor-Emission mit der Akzeptor-Absorption, doch
aufgrund der groflen Distanzen spielt die direkte Nahordnung nur indirekt eine Rolle. In Kapitel 1.2

wurden bereits einige Anwendungsbeispiele dazu genannt.
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Abbildung 13: a) Links: DEXTER-Energietransfer nach dem Elektronen-Austauschmechanismus (EIT), rechts: FRET durch
Dipol-Dipol-Wechselwirkung. b) Vereinfachtes Energie-Diagramm fiir die Bildung von Excimeren und Exciplexen mit
den Fluorophoren F1 und Fz. Erst nach Anregung von Fi zu F1* bildet sich der Anregungskomplex mit F1 bzw. Fa.

Excimere (excited dimer) sind angeregte Dimere, die aus einem angeregten Fluorophor F* und einem
weiteren, nicht angeregten Fluorophor F entstehen. Durch die Wechselwirkung von F* und F kommt
es zur Aufspaltung der Energieniveaus im Excimer, welches folglich bei einer anderen Wellenlange
emittiert als das Monomer (Abbildung 13b). Da fiir Pyren die Ausbildung von Excimeren
literaturbekannt ist, konnte die Excimer-Fluoreszenz zur Identifikation der sequenzspezifischen
Anlagerung von Nr-dU und Py-daA (Kapitel 1.2) genutzt werden.*¥] Handelt es sich nun um
unterschiedliche Molekiile, spricht man von Exciplexen (excited complex). In beiden Fallen kann eine
Verschiebung oder Verformung des Fluoreszenzspektrums eintreten, sowie die Fluoreszenz komplett

geloscht werden, da durch die Aufspaltung die Wahrscheinlichkeit von IC und ISC beeinflusst wird.

Die Deutung von Fluoreszenzspektren, mit Blick auf die genannten Phinomene, kann entscheidende
Aussagen tber die Ordnung von Fluorophoren in supramolekularen Gebilden erméglichen. Neben
diesen Spektroskopiemethoden gibt es eine lange Liste an weiteren Analysewerkzeugen, die allerdings

nicht Gegenstand dieser Arbeit sind.
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2 Photonen-Aufkonversion

2.1 Grundlagen

Wird ein Fluorophor mit Licht der Wellenldnge A1 angeregt, emittiert er normalerweise mit einem
gewissen Energieverlust bei der Wellenldinge A2 (A1<Az). Die Verschiebung des
Absorptionsmaximums zum Emissionsmaximum wird auch STOKES-Verschiebung genannt.[4] Der
Grund ist die Schwingungsrelaxation, die aus den angeregten Schwingungszustinden der beteiligten
elektronischen Zustanden erfolgt. Mit einer durchschnittlichen Geschwindigkeit von 101? s findet
diese deutlich schneller statt, als die Fluoreszenz (108 s). Auflerdem nimmt mit héherer Ordnung der
elektronischen Zustinde (Sz, S3 usw.) auch die Uberlappung mit den Schwingungszustinden der
darunterliegenden elektronischen Zustande zu, wodurch die innere Konversion IC (10°'? s) begiinstigt
wird. Daraus ergibt sich die Regel von KASHA, die besagt, dass die Fluoreszenz nur aus dem niedrigsten

elektronisch angeregten Zustand (S1-vo oder Ti-vo) erfolgt.!%*]

Emittiert ein Fluorophor dagegen bei kleineren Wellenldngen, also Photonen héherer Energie, als die
Anregungswellenlinge, spricht man von einer anti-STOKES-Verschiebung.[¥] Dieses Phinomen wurde
bereits 1933 von ALEKSANDER JABLONSKI beschrieben.l®! Anti-STOKES-Verschiebung kann durch
verschiedene Mechanismen erfolgen: Zwei-Photonen-Absorption, Frequenzverdopplung und
Photonen-Aufkonversion (Abbildung 14). Bei der Zwei-Photonen-Absorption wird mittels
hochenergetischem LASER-Licht die simultane Absorption zweier Photonen erméglicht, wobei ein
sogenannter virtueller Zustand als Zwischenschritt beschrieben wird. Die Frequenzverdopplung wird
ebenfalls mit kohirenter Strahlung grofler Intensititen (> 1000 W/cm?) durchgefithrt und findet
hauptsichlich in anorganischen Materialien statt.’>7] Dabei findet keine Absorption der Photonen

statt, sondern eine Dipol-Wechselwirkung mit den Elektronenhiillen des bestrahlten Mediums.

a) b) c)
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A ........
hV1 : hV1
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E Zustand ! 5
AT YN
hV1 hV2 hV1 hV2 hV1 hV2
hV1
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Abbildung 14: Vereinfachte Energiediagramme zu: Zwei-Photonen-Absorption (a), Frequenzverdopplung (b) und
Photonen-Aufkonversion (c). Da bei b) keine Absorption von hvi erfolgt, sondern durch Dipol-Interaktion mit der
Elektronenhiille hvz generiert wird, ist hier kein S1 Zustand populiert. Da fiir ¢) abhdngig vom jeweiligen Mechanismus
unterschiedliche angeregte Zustande populiert werden, wurde zur Vereinfachung auf die Beschriftung der angeregten
Zustande verzichtet.
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Entgegen der ersten beiden Mechanismen werden bei der Photonen-Aufkonversion zwei Photonen
nacheinander absorbiert, wobei durch das erste Photon ein metastabiler Zustand erreicht wird, aus
dem die Anregung mit dem zweiten Photon in den emittierenden Zustand erfolgt. Aufgrund dieses
Unterschieds  koénnen  hoherenergetische  Photonen — bereits mit  viel  geringeren
Bestrahlungsintensititen erreicht werden. Dieses Gebiet wurde bereits 1960 entdeckt, jedoch primér
in anorganischen Kristallen untersucht.[®! Spiter wurden hauptsichlich Lanthanoid-basierte Systeme
untersucht, da die £Elektronen hierfiir giinstige Eigenschaften aufweisen, beispielsweise langlebige
angeregte Zustande. Alternativ finden inzwischen immer mehr Triplett-basierte Systeme Anwendung,
welche ohne Lanthanoide und teilweise sogar rein organisch aufgebaut sind.**) In beiden Fillen hat
sich die Verwendung eines Zweikomponentensystems etabliert, indem zuséatzlich zu den eigentlichen
Emittern in geringen Konzentrationen ein Sensibilisator zugesetzt wird, welcher einen hohen
Absorptionsquerschnitt und effizienten Energietransfer zum Emitter aufweisen sollte. Die
Schwierigkeit liegt dabei in der relativen Orientierung und Konzentration beider Komponenten, da zu
geringe Konzentrationen in einer schwachen Absorption resultieren und zu hohe Konzentrationen

schnell eine strahlungsfreie Loschung der angeregten Molekiile bewirken.
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2.2 Kenngrofien

Die Photonen-Aufkonversion UC (Photon Upconversion) ist ein komplexer Prozess, in dem
verschiedene Reaktionspartner beteiligt sind und mehrere Storfaktoren Einfluss nehmen koénnen.
Deshalb gibt es spezielle Parameter, die fiir solche Systeme zur qualitativen und quantitativen
Betrachtung herangezogen werden. Die grundlegendste Grofie ist die Quantenausbeute ®@uyc, welche
als das Verhiltnis von emittierten zu absorbierten Photonen definiert ist.**) Da im Fall der Photonen-
Aufkonversion diese nur einen theoretischen Maximalwert von 50 % erreichen kann, wurde zusatzlich

die Quanteneffizienz ®uc’ definiert, welche dem doppelten Wert von ®@uc entspricht. Speziell fir

Systeme auf Basis der Triplett-Triplett-Annihilation (TTA) lasst sich ®@yc als Produkt der einzelnen
Prozesse TTET (Triplett-Triplett-Energietransfer), TTA, ISC des Sensibilisators und Emission des
Emitters (Em) darstellen.[®®) Hinzu kommt der Faktor £ welcher die Wahrscheinlichkeit eines

Singuletts nach erfolgtem TTA angibt:
‘Duc' =2%Dyc =2x (0,5 fPpp, Prrer Prra®rsc)

Eine weitere, elementare Grof3e ist die Grenzintensitét I (threshold intensity).[] Experimentell zeigt
sich bei Erhéhung der Bestrahlungsintensitit Iy zunichst eine quadratische Abhingigkeit der
Emissionsintensitit Iuc, welche ab dem Punkt Iy = Iy, in eine lineare Abhéngigkeit iibergeht. Grund ist
der Triplettzerfall des Emitters. Da fiir eine erfolgreiche TTA zwei Emittermolekiile im Triplettzustand
(E3) vorliegen miissen, kommt es bei geringen Intensititen vermehrt zu einzelnen E3. Dadurch
konkurriert der strahlungslose Zerfall verstarkt mit dem Zerfall tiber TTA. Ab der Grenzintensitét I
iiberwiegt erst der Zerfallsweg tiber TTA, da ausreichend E3 gebildet werden. Daraus resultiert auch

erst eine konstante Quantenausbeute ab einer Bestrahlung > Is.

Gy
t Spra(E)yrr

mit: ka®  Triplettzertall des Annihilators (Emitter)
yIT TTA-Geschwindigkeitskonstante
@rr  Energietransferrate
a(E)  Absorptionskoefiizient

Mit dem Ziel, Photonen-Aufkonversion in Solarzellen zur Effizienzsteigerung zu nutzen, sollte deshalb
die I eines Systems stets beachtet werden. Als Richtwert fiir die mittlere Sonneneinstrahlung auf der
Erde gilt die Solarkonstante mit 136,7 mW/cm?[%?] Einer der niedrigsten Werte mit 1,2 mW/cm? wurde
mit 9,10-Diphenylanthracen (DPA) als Emitter und Platinoctaethylporphyrin (PtOEP) als

Sensibilisator in Acrylsiurebutylester erreicht.[®!]
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2.3  Triplett-Triplett-Ausléschung

Die Photonen-Aufkonversion nach dem Triplett-Triplett-Ausloschungsmechanismus (TTA-UC) ist
eine bisher wenig erforschte Technologie, die erst seit dem 21. Jahrhundert niaher untersucht wird,
obwohl die zugrunde liegende Triplett-Triplett-Ausléschung (TTA) bereits 1962 entdeckt wurde.[%]
Sie basiert auf einem Zweikomponentensystem: einem Sensibilisator (S) und einem Emitter (E), welche
hauptséchlich bis ausschliefllich organischer Natur sein koénnen. Im ersten Schritt wird S mit der
Strahlung hv; in den S;-Zustand angeregt und fillt mittels ISC in den Ti-Zustand (Abbildung 15).
Durch einen Triplett-Triplett-Energietransfer (TTET) wird unter Loschung von S ein E-Molekiil in den
Ti-Zustand angeregt. Treffen nun zwei in T; befindliche E-Molekiile aufeinander, findet die
eigentliche TTA statt: Unter Loschung des einen E-Molekiils wird das andere mit der Energie beider
Ti-Zustdnde in den hoher gelegenen Si-Zustand angeregt, aus welchem die Fluoreszenz mit der

hoherenergetischen Strahlung hv; stattfinden kann.

A 81 81
—
Sy E— - TTA 1

5= 14 o Ty =5
- = R —

hV'] h\/2 AN .. : hV1

: |
SO 38 So SO SO
Sensitizer Emitter Emitter Sensitizer

(Annihilator) (Annihilator)

Abbildung 15: Vereinfachtes JABLONSKI-Diagramm zur TTA-UC. Die zur Anregung aus dem elektronischen
Grundzustand (So) in den ersten angeregten Singulettzustand (S1) notwendige Strahlung wird mit hvi beschrieben. Die
Schwingungsrelaxation aus den angeregten Schwingungszustanden (v1, vz ...) in den Schwingungsgrundzustand (vo)
wird mit Schlangenlinien dargestellt.

Sowohl fiir TTETI! als auch fiir TTA®*] konnte eine exponentielle Distanzabhingigkeit mit effektiven
Abstinden von ungefihr 1 nm nachgewiesen werden. Gleichzeitig ist dieses System aufgrund der
Triplettprozesse stark anfillig fiir konkurrierende Loschungsprozesse, allen voran durch molekularen
Sauerstoff, aber auch durch Selbstloschung der Sensibilisatoren. Im Folgenden sind einige Beispiele
gezeigt, die verschiedene Einfliisse auf TTA-UC verdeutlichen und Ansitze, um die bereits genannten

Probleme zu losen.

2011 veroffentlichte ZHAO ef al eine Bibliothek an iodierten BODIPYs (Borondipyrromethen) als
mogliche Sensibilisatoren fiir TTA-UC mit einem einstellbaren Absorptionsbereich von
510 - 629 nm.[%] Mit Perylen als Emitter wurden @yc‘-Werte bis zu 6,1 % erhalten mit anti-STOKES-
Verschiebungen von maximal 0,56 eV. Mit dem vielversprechenden System aus I,BODIPY (S)
(Abbildung 16a) und Perylen (E) untersuchte die Gruppe von ZHOU den Einfluss des Losungsmittels
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und konnten ®yc-Werte zwischen 1,5 % (DMSO) und 19 % (Dioxan) erreichen.[®®! Durch Modifikation
des Perylens mit einer Maleimid-Gruppe gelang auflerdem eine schaltbare TTA-UC, welche erst durch
Zugabe von Thiolen und der darauffolgenden Addition an das Maleimid aktiviert wurde.[*”] In einem
anderen Ansatz wurde anstelle von Iod ein Ceo-Fulleren an das BODIPY gekniipft (b).[] Dadurch
konnte nicht nur auf die Verwendung schwerer Atome verzichtet werden, sondern zusitzlich

®yc'-Werte von knapp 8 % erreicht werden.

Abbildung 16: Strukturen der Sensibilisatoren IzZBODIPY und Ceo-BODIPY.

Mit dem Schwerpunkt auf rein organischen Systemen ohne schwere Atome, entwickelten ZHAO und
MA ein System aus Carbazolyldicyanobenzol (CDCB) als Sensibilisator und Di-fert-butylpyren (DBP)
als Emitter.[®) Dabei wurde DBP in verschiedenen Ansitzen ein- bis achtmal kovalent an CDCB
gekniipft. Zunidchst war in Losung mit freiem DBP das unverkniipfte CDCB geringfiigig besser und
mit steigender Anzahl an gebundenem DBP nahm ®uc’ ab. Experimente in Polyurethan-Filmen
zeigten aber keinerlei Aufkonversion fir unverkniipftes CDCB (trotz frei vorhandenem DBP) und
einen signifikanten Anstieg der Emission fiir CDCB mit einer gebundenen DBP-Einheit. Zu erwéhnen
ist hierbei die sehr geringe Bestrahlungsstirke von ungefihr 7 mW/cm?® mit inkohérentem Licht

(150 W Xenon-Lampe).

Neben dem im letzten Kapitel erwdhnten PtOEP stellt auch PdOEP ein hervorragender Sensibilisator
fir den Emitter DPA dar (Abbildung 17a).’%) Die Gruppe von ALBINSSON entwickelte dieses System
weiter, indem sie oligomere und dendrimere DPA-Strukturen herstellte und eingebaut in
Polymethylmethacrylat-Filmen (PMMA) mit DPA verglich.[!l In allen Fillen konnten sowohl héhere
Quantenausbeuten als auch niedrigere Ig-Werte erhalten werden, wobei die Dendrimere mit
zunehmender Grofle effektiver wurden, jedoch die DPA-Oligomere die besten Werte erzielten. In
einem weiteren Ansatz, basierend auf DPA und PdOEP in Lésung, untersuchte die Gruppe den Einfluss
von O;-Scavengern (to scavenge = reinigen) hinsichtlich der Quantenausbeute.l’? Diese zeichnen sich
durch eine hohe Reaktivitit mit Singulett-Sauerstoff aus, weshalb die Oz-Konzentration in Losung mit
zunehmender Belichtungsdauer sinkt. Mit einer Belichtungsdauer von nur 2 Minuten und einer daraus
resultierenden Quanteneffizienz von 21 % zeigte Bis(methylthio)methan (BMTM) die besten
Ergebnisse und zugleich die gravierende Anfalligkeit von TTA-Systemen fiir molekularen

Sauerstoff (b).
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Abbildung 17: a) Links: DPA (Emitter), rechts: PAOEP (Sensibilisator). b) Reaktionsmechanismus des
O2-Scavengers BMTM.

In einem anwendungsbezogenen Ansatz von HANSON et al wurde eine auf TTA-UC basierende
Solarzelle entworfen, bei der ein Platinporphyrin (S) und ein DPA-Derivat (E) koordinativ iiber
Zinkionen verkniipft sind.[”®] Da die Elektronen fiir die Anode von E geliefert werden, wurde hierbei
ein Co-Komplex als Redox-Mediator zur besseren Verfiigbarkeit der kathodischen Elektronen und
somit zur Regenerierung von E eingesetzt. Es wurden dabei sechs verschiedene Co-Komplexe
untersucht und ein gravierender Einfluss auf Solarzelle und TTA festgestellt. Wéahrend der Komplex
[Co(phen)s]?*/3* fiir den héchsten erzeugten Photostrom sorgte, wurde mit [Co(pz-py-pz)2]?*3* die
niedrigste Grenzintensitat erzielt (I =0,8 mW/cm®) (Abbildung 18a). Dieses Verhalten ist
zuriickzufithren auf  Triplett-Loschungen durch konkurrierende Energie- und
Elektronentransferprozesse zu den Co-Komplexen. Der Gruppe von KIMIZUKA gelang ein hochgradig
sauerstoffresistentes System in Wasser durch Selbstassemblierung.[ Hierfiir wurde DPA mit langen
Alkylketten und kationischen Resten modifiziert (E), an das sich ein anionisches Platinporphyrin (S)
mittels COULOMB-Wechselwirkung anlagern konnte (b). Die Alkylketten konnten das System so
effektiv von Sauerstoff isolieren, dass sogar in sauerstoffgesittigter Losung TTA-UC stattfand. Mit
Iin = 130 mW/cm?® ist die Bestrahlung leicht unterhalb der Solarkonstante und erreicht eine
Quanteneffizienz von 13 % ohne und 7 % mit Sauerstoff. In einem anderen selbstassemblierenden
System wurden S und E mit L-/D-Glutamat und ebenfalls langen Alkylketten verkniipft (c).’>] Durch
Erhitzen und Abkiihlen in Toluol bildeten sich statistisch verteilte Aggregate mit TTA-UC-Aktivitit,

welche reversibel durch erneutes Erhitzen aufgebrochen und somit deaktiviert wurden.
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Abbildung 18: a) Strukturen der als Redox-Mediatoren verwendeten Komplexe [Co(phen)s]?+/3* (links) und
[Co(pz-py-pz)2]2+/3+ (rechts). b) Strukturen eines sauerstoffresistenen TTA-UC-Systems in Wasser. ¢) Strukturen eines
durch Selbstassemblierung schaltbaren TTA-UC-Systems. Sensibilisatoren sind dunkelrot, Emitter dunkelblau
hervorgehoben.

Eines der ersten TTA-UC-Systeme in DNA wurde 2015 von FILICHEV et al. verdffentlicht.[’) Dabei
wurde Pyren als Emitter kovalent in ein Oligonukleotid eingebaut und in Losung mit [Ru(bpy)s]?* als
Sensibilisator versetzt (Abbildung 19a). Der kationische Ru-Komplex lagert sich tiber COULOMBsche
Wechselwirkungen am negativ geladenen Riickgrat der DNA an und erméglicht so die Aufkonversion.
Interessanterweise konnten die besten Ergebnisse bei einem Abstand von einer Base zwischen zwei
Pyrenen erhalten werden. Im Ansatz von NAGAMURA et al wurden kationische Sensibilisatoren und
Emitter verwendet, die in Gegenwart von Lachssperma-DNA einen deutlichen Anstieg der
aufkonvertierten Fluoreszenz verzeichneten (b).’”] Da sich beide Kationen abstofien, wird eine

Ubertragung der Triplett-Energien tiber die DNA vermutet.
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D1: 5'-CTC-AAG-CAA-GCT-3'
3'-GAG-TTC-GTT-CGA-5'

D2: 5'-X-CTC-AAG-CAA-GCT-3'
3-GAG-TTC-GTT-CGA-X-5'

D3: 5'-XX-CTC-AAG-CAA-GCT-3'
3'-GAG-TTC-GTT-CGA-XX-5'

D4: 5'-XTX-CTC-AAG-CAA-GCT-3'
3'-GAG-TTC-GTT-CGA-XTX-5'

Abbildung 19: a) Strukturen eines DNA-basierten TTA-UC-Systems mit kovalent eingebautem Emitter (X). Der DNA-
Doppelstrang mit der hochsten Effizienz ist eingerahmt. b) Strukturen eines DNA-basierten TTA-UC-Systems mit rein
kationischem Charakter. Sensibilisatoren sind dunkelrot, Emitter dunkelblau hervorgehoben.

Obwohl bereits verschiedenste Ansiatze vorgestellt wurden, ist die grofite Herausforderung nach wie
vor die Etablierung in fester Phase. Um diese zu meistern, gilt es jedoch zunéchst, die molekulare
Nahordnung besser zu verstehen und zu kontrollieren. Wie die letzten beiden genannten Beispiele
verdeutlicht haben, ist die DNA als Geriist hierfiir potentiell geeignet. Mit ihrem unerschopflichen
Vorkommen in der Natur und der intrinsischen Ordnung durch die WATSON-CRICK-Basenpaarung
sind definierte Motive (S-E-E-S) moglich. Allerdings sind intra- und intermolekulare Storeffekte zu
beachten, die durch das DNA-Geriist und die Verkniipfung der Chromophore mit Nukleosiden

verursacht werden konnen.
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[l Selbstassemblierung farbstoffmodifizierter Nukleoside

1 Synthese

Im letzten Kapitel wurden verschiedene DNA-Chromophor-Systeme zusammengefasst und deren
Eigenschaften sowie Anwendungen néher erldutert. Zwar konnten bereits einige Informationen tiber
die Konformation der Farbstoffe und die daraus resultierenden Effekte gewonnen werden, jedoch sind
diese Erkenntnisse nur geringfiigig miteinander in Relation zu bringen und hingen stark vom
verwendeten Farbstoff ab. Deshalb wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene perylenmodifizierte
Nukleoside synthetisiert und in Anlagerungsexperimenten miteinander verglichen. Ausgehend von
dem literaturbekannten 5-(Perylen-3-ylethinyl)-2°-desoxyuridin (Pe-Et-dU)!"®) wurden analoge
Konjugate mit 2°-Desoxycytidin (Pe-Et-dC) und 2‘-Desoxy-2-aminoadenosin (Pe-Et-daA) hergestellt.
Um den Einfluss des Linkers auf die photophysikalischen Eigenschaften und das
Anlagerungsverhalten n#dher zu untersuchen, wurden zwei Linker mit unterschiedlichen
elektronischen Eigenschaften verwendet. Deshalb wurde statt der Ethinylen- eine Phenylen-Gruppe
implementiert (Pe-Ph-dU und Pe-Ph-daA) und zusatzlich eine Kombination von Ethinylen und
Phenylen gew#hlt (Pe-PhEt-dU und Pe-PhEt-daA).
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Abbildung 20: Strukturen der untersuchten Perylen-Nukleoside.

Um die Anwendbarkeit solcher Chromophor-Nukleoside in der TTA-Aufkonversion zu studieren,
wurde der Sensibilisator LLBODIPY ebenfalls in para-Position an die 5-Position von dU mit einer
Ethinylen-Gruppe gekniipft (I2B-PhEt-dU). Dariiber hinaus wurden die Konjugate PA-Et-dU,
PA-PhEt-dU und PtP-PhEt-daA am Beispiel des gut untersuchten TTA-Paars DPA und PtOEP
synthetisiert, wobei durch die Wahl der Nukleobasen eine sequenzspezifische Anlagerung des

Emitters (DPA) und des Sensibilisators (PtOEP) ermoglicht werden soll.
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Abbildung 21: Strukturen der literaturbekannten TTA-Paare, bestehend aus Emitter (blau) und Sensibilisator (rot), und
der daraus abgeleiteten Nukleosid-Konjugate.
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1.1 Ethinylenverkniipfte Chromophor-Nukleosid-Konjugate

Als Ausgangsverbindung wurde kommerziell erhéltliches Perylen verwendet. Im ersten Schritt wurde
dieses entsprechend der Literatur mittels NBS in THF selektiv an der 3-Position bromiert und
quantitativ 1 erhalten (Abbildung 22).") In einer SONOGASHIRA-Kupplung mit TMS-Acetylen wurde
dieses weiter zu 2 umgesetzt,[*"] welches mit K2COs3 in Methanol entschiitzt wurde (3).8') Die eher
uniibliche Entschiitzung mit K;CO3 benétigt zwar einen deutlich grofieren Zeitaufwand, verglichen
mit fluorhaltigen Entschiitzungsreagenzien wie TBAF oder NEt3*3HF, vereinfacht aber dafiir die
Aufreinigung, da 3 nur gewaschen werden musste, um es rein zu erhalten. Im letzten Schritt wurde 3
mit dem kommerziell erhéltlichen Nukleosid 4 in einer weiteren SONOGASHIRA-Kupplung zu Pe-Et-dU
umgesetzt.[’® 82 Die Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie erwies sich als aufwindig und
NMR-Analysen zeigten oft betréachtliche Verunreinigungen durch NEts. Der Grund dafiir ist das azide
Imino-Proton des 2°-Desoxyuridins (dU, pKs ~ 10). Durch Deprotonierung von dU und darauffolgende
Protonierung von NEt; zu NEt;H* bindet es elektrostatisch an das deprotonierte Pe-Et-dU. Dieses
Problem konnte durch Coevaporation mit Toluol vor der chromatographischen Aufreinigung gelst

werden.

OH OH

Pe-Et-dU 4

Abbildung 22: Synthese von Pe-Et-dU: a) TMS-Acetylen, PdCl2(PPhs)2, Cul, NEts, DMF, 80 °C, 16 h, 68 %. b) K2COs,
MeOH, RT, 60 h, quant. c) 3, Pd(PPhs)4, Cul, NEt3, DMF, 50 °C, 16 h, 52 %.

Nach ahnlichem Verfahren wurde auch das 2°-Desoxycytidin-Konjugat Pe-Ft-dC synthetisiert
(Abbildung 23). Hierbei musste allerdings das unmodifizierte 2’-Desoxycytidin vorher an der 5-
Position iodiert werden.[83] Es stellte sich heraus, dass die Aufreinigung durch Saulenchromatographie

aufgrund der hohen Polaritdt mithsam verlief, jedoch konnten Lésungsmittelreste und Reagenzien
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effizient durch Spiilen mit DCM entfernt werden. Die anschlieende Kupplung mit 3 wurde analog zu

Pe-Et-dU durchgefiihrt, resultierte jedoch in deutlich hoheren Ausbeuten.

NH, NH2
N7 | N7 | !
O)\N 9 O)\N b)
HO HO
o) o)
OH OH
5 6 Pe-Et-dC

Abbildung 23:Synthese von Pe-Et-dC: a) mCPBA, I, DMF, RT, 2 h, 16 %. b) 3, Pd(PPhs)4, Cul, NEts, DMF, 50 °C, 16 h,
74 %.

Da diese Schwankungen der Ausbeute bei einigen Stoffen grof} ausfielen, wurde die Synthesestrategie
geandert. Mit der Vermutung, dass die Hydroxygruppen der 2°-Desoxyribose stérenden Einfluss auf
den Katalysator nehmen kénnen, wurden diese im Folgenden mit TBDMS-Gruppen nach der Methode

von OKAMOTO und SAITO geschiitzt.[54]

Fir die Synthese von Pe-Et-daA wurde im ersten Schritt das Edukt 7 an der 8-Position mit NIS iodiert
(Abbildung 24). Diese Reaktion erzielte nur geringe Ausbeuten, weshalb am Beispiel von COLOBERT ef
al. TFA als Katalysator zugegeben wurde (8).[°] Danach erfolgte die bereits genannte Schiitzung der
Hydroxygruppen mittels TBDMS-CI und Imidazol (9). Die darauffolgende SONOGASHIRA-Kupplung
wurde nach einer Reihe verschiedener Testansidtze optimiert. Es stellte sich besonders bei den
anthracenbasierten Chromophoren heraus, dass im Fall einer kinetischen Hemmung der Reaktion
verstiarkt das unerwiinschte Homo-Kopplungsprodukt, nach dem Chemiker CARL GLASER auch
GLASER-Produkt genannt, entsteht.®®] In allen Fillen wurde festgestellt, dass die gewiinschte
Kupplung auch ohne die Zugabe von Cul stattfindet und aulerdem kaum GLASER-Produkt gebildet
wird. Diese Erkenntnis stimmt mit der Literatur iiberein, weshalb einige der in dieser Arbeit
genannten Kupplungen ohne Kupfer durchgefithrt wurden.’”%¢] Des Weiteren erméglichte die
Verwendung von Dioxan anstelle von DMF als Losungsmittel bei Temperaturen bis zu 90 °C einen
Anstieg der Ausbeuten von 5 % auf 54 % und erleichterte die Aufreinigung erheblich. Das erhaltene
Zwischenprodukt 10 wurde schlief8lich mit NEt;*3HF in THF entschiitzt und so das Produkt Pe-Et-daA

erhalten.
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10 Pe-Et-daA

Abbildung 24: Synthese von Pe-Et-daA: a) NIS, TFA, RT, 24 h, 61 %. b) TBDMS-C], Imidazol, DMF, RT, 16 h, quant. c) 3,
Pd(PPhs)s4, Dioxan, NEts, 90 °C, 16 h, 41 %. d) NEt3*3HF, THF, RT, 16 h, 74 %.

Die Kupplung der Anthracen-Derivate PA-Et-dU und PA-PhEt-dU stellte sich als besonders schwierig
heraus. In beiden Fallen gelang es nicht, das TMS-Acetylen mittels SONOGASHIRA-Kuppplung an den
Chromophor zu binden, weshalb stattdessen das Nukleosid mit der Acetylen-Gruppe versehen wurde
(Abbildung 25). Die Synthese von 11 wurde nach der Methode von KNAUS ef a/ in Acetonitril bei 40 °C
durchgefiihrt.®] Die Ausbeute konnte stark gesteigert werden, wenn alle Komponenten ohne
Pd-Katalysator vorher lyophilisiert wurden. Die Entfernung der TMS-Gruppe mit TBAF findet bereits
innerhalb von 10 min quantitativ statt, jedoch wurden TBA*-Verunreinigungen iiber
Séulenchromatographie kaum entfernt, weshalb das unreine Produkt in Wasser gel6st und mit KPF,
versetzt wurde. Das dabei entstehende [TBA*][PFs]-Salz ist gut in DCM l6slich und konnte folglich
durch Waschen abgetrennt werden, in der Wasserphase blieb nur 12 zuriick. Die finale SONOGASHIRA-
Kupplung war trotz dieser alternativen Route durch die Reaktionstragheit des Anthracen-Derivates
13 eingeschrankt und lief unter gewohnlichen Bedingungen mit Ausbeuten unter 5 % ab. Der eher
unkonventionelle Ansatz, mit Toluol und NEt; als Losungsmittel und ohne Kupfer, lieferte mit 11 %

die hochste Ausbeute von PA-Et-dU.
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Abbildung 25: Synthese von PA-Et-dU: a) TMS-Acetylen, Pd(PPhs)2Clz, Cul, NEt3, MeCN, 40 °C, 4 h, 84 %. b) TBAF, THF,
RT, 10 min, quant. c) 12, Pd(PPhs)s, NEts3, Toluol, 90 °C, 16 h, 11 %.
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1.2 Phenylenverkniipfte Chromophor-Nukleosid-Konjugate

Die Konjugate Pe-Ph-dU und Pe-Ph-daA wurden mittels SUZUKI-Kupplung hergestellt (Abbildung 26).
Dafiir wurde zunéchst das 3-Bromperylen (3) mit Bis(pinakolato)diboron in Anlehnung an die
Methode von HOCEK et al. zu 14 umgesetzt,[*] welches in einer Kupplung mit p-lodbrombenzol das
Zwischenprodukt 15 ergab. Bei der Reaktionsfithrung stellte sich heraus, dass die Reaktionsmischung
vorher prazise von molekularem Sauerstoff befreit werden musste, da sonst Perylen als Hauptprodukt
entstand. Die Synthese von 16 wurde analog zu 14 durchgefiihrt, erzielte allerdings bei einer erhohten
Temperatur von 115 °C deutlich bessere Ausbeuten als bei urspriinglich 70 °C. Die Kupplung mit 4
fithrte anschlieend zu Pe-Ph-dU und entsprechend mit 8 zu Pe-Ph-daA. Auch in diesen beiden
Reaktionen war die Abwesenheit von molekularem Sauerstoff elementar. Des Weiteren wurde durch
eine Reihe von Testansitzen die Rolle der Temperatur deutlich, welche bei 80 °C die beste Ausbeute

von 54 % erzielte und bei einer Abweichung von mehr als 5 °C stark abfiel.

0.0 a) 0.0 o b) 0.0
—_— ; —_—
O
1 14

15

OH
Pe-Ph-dU
Oy
= OO
4
N N/)\NHZ
HO
0
OH
Pe-Ph-daA

Abbildung 26: Synthese von Pe-Ph-dU und Pe-Ph-daA: a) B2Pinz, KOAc, PdClz(dppf), Dioxan, 70 °C, 17 h, 76 %. b) p-
[PhBr, NaO'Bu, Pd(PPhs)4, H20, THF, 80 °C, 16 h, 91 %. c¢) B2Pinz2, KOAc, PdClz(dppf), Dioxan, 115 °C, 17 h, 55 %. d) 4,
NaO'Bu, Pd(PPhs)4, H20, THF, 100 °C, 16 h, 38 %. €) 8, NaO'Bu, Pd(PPhs)4, H20, THF, 80 °C, 16 h, 29 %.
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1.3 Phenylenethinylenverkniipfte Chromophor-Nukleosid-Konjugate

Die Synthesen von Pe-PhEt-dU und Pe-PhEt-daA wurden nahezu identisch zu Pe-Et-daA durchgefiihrt.
Dafiir wurden zunachst die Hydroxygruppen von 4 nach bereits genannter Methode geschiitzt und 17
erhalten (Abbildung 27). Das Perylen-Derivat 15 wurde in einer SONOGASHIRA-Kupplung mit TMS-
Acetylen und anschlieBender Entschiitzung mittels TBAF zu 18 umgesetzt, welches nachfolgend als

Vorstufe fiir beide Nukleoside verwendet wurde.

HN ! !
.

o, T o
o k_J

OH .0
l\ 17

4

o
o 2a %Y o a ™
18

19 Pe-PhEt-dU

20 Pe-PhEt-daA

Abbildung 27: Synthese von Pe-PhEt-dU und Pe-PhEt-daA: a) TBDMS-CI, Imidazol, DMF, RT, 16 h,72 %. b) TMS-
Acetylen, Pd(PPhs)4, Cul, NEt3, Dioxan, 90 °C, 16 h; TBAF, THF, RT, 10 min, 77 %. c¢) 17, Pd(PPhs)s, Dioxan, NEts, 90 °C,
16 h, 55 %. d) NEts*3HF, THF, RT, 16 h, 55 %. €) 9, Pd(PPhs)s, Dioxan, NEts, 90 °C, 16 h, 70 %. f) NEt3*3HF, THF, RT, 16 h,

77 %.
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Wie bereits in der Synthese von PA-Et-dU beschrieben, weisen die verwendeten Anthracen-Derivate
eine sehr geringe Reaktivitdt in der SONOGASHIRA-Kupplung auf. Auch 22 lie3 sich nicht mit TMS-
Acetylen umsetzen, weshalb Nukleosid 12 verwendet wurde (Abbildung 28). Wie bei PA-Et-dU konnte
jedoch kaum Produkt isoliert werden, weshalb auch 12 mit TBDMS-Gruppen geschiitzt wurde (21).
Nach einigen Testreaktionen konnte unter optimierten Bedingungen schliellich eine Ausbeute von
56 %, zusammen mit der Entschiitzung 30 %, erreicht werden. Interessanterweise wurde in allen Féllen
ein Nebenprodukt isoliert, welches der Masse und NMR-Daten entsprechend zwei DPA-Einheiten und
eine Nukleosid-Einheit aufweisen miisste. Vermutlich wurde in einem HECK-dhnlichen Mechanismus
ein weiteres DPA an das bereits in PA-PhEt-dU gebundene DPA gekniipft, da keine Evidenz fiir eine
weitere Bindung an das Nukleosid vorlagen. Die schlechte Reaktivitat, besonders mit TMS-Acetylen,
konnte in einem konkurrierenden Mechanismus begriindet sein. Da Anthracene fiir die Reaktivitit an
der 9- und 10-Position bekannt sind, beispielsweise in der DIELS-ALDER-Reaktion, wére eine

Koordination dieses Bereichs an das Pd-Zentrum des Katalysators denkbar, wodurch eine

Deaktivierung folgen wiirde.

z z

HN | HN |

PN __a A O]
o e

12 |~ 21 22

b)

OH 0
75

PA-PhEt-dU

Abbildung 28: Synthese von PA-PhEt-dU: a) TBDMS-CI, Imidazol, DMF, RT, 16 h, 76 %. b) Pd(PPhs)s4, Cul, DMF, NEts,
90 °C, 16 h, 56 %. ¢) NEt3*3HF, THF, RT, 16 h, 54 %.

Die Ausgangsverbindung von PtP-PhEt-daA ist das kommerziell erhiltliche Oktaethylporphyrin 24
(Abbildung 29). Zu Beginn wurde Platin nach der Methode von LEADBEATER et al durch eine
Mikrowellenreaktion bei 200 °C quantitativ in das Porphyrin insertiert (PtOEP).°!l Im darauffolgenden
Schritt wurde mittels #-BuLi ein Metall-Halogen-Austausch an p-Bromphenylacetylen durchgefiihrt,

dieses in der meso-Position von PtOEP addiert und das aromatische System durch Oxidation mit DDQ
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wiederhergestellt (25). Diese Methode ergibt fiir das nicht metallierte 24 von SENGE ef al. Ausbeuten
von bis zu 75 %.°%) Jedoch wirkt das Pt-Zentrum desaktivierend fiir die Reaktion, weshalb lediglich
Ausbeuten von maximal 8 % erzielt werden konnten. Da die Insertion von Platin nur bei sehr hohen
Temperaturen gelingt, musste diese vor Einfithrung der Acetylen-Gruppe erfolgen. Die anschlieflende

SONOGASHIRA-Kupplung lief mit dem ungeschiitzten Nukleosid 8 in moderaten Ausbeuten von 50 %

ab.
a) K b)
25

24 PtOEP

PtP-PhEt-daA

Abbildung 29: Synthese von PtP-PhEt-daA: a) Pt(acac)z, Benzonitril, 200 °C (Mikrowelle 150 W), 7 bar, 15 min, quant. b)
p-Bromphenylacetylen, #-BuLi, Et20, -78 °C, 30 min; 25, THF, -40 °C, 1 h; RT, DDQ, H20, 1 h, 8 %. c) 8, Pd(PPhs)4, NEt3,
DMF, 80 °C, 16 h, 50 %.

Die Synthese des Borondipyrromethens (kurz BODIPY) 28 wurde nach der Methode von JIANG et al
durchgefiihrt (Abbildung 30).[°] Danach wurde 28 in einer SONOGASHIRA-Kupplung mit 21 verkniipft
(29) und anschlieBend mit NIS zweifach iodiert (30). In einem alternativen Ansatz wurde bereits vor
der Kupplung iodiert, allerdings sind dadurch vermehrt Nebenprodukte in der Folgereaktion
aufgetreten, weshalb diese Route verworfen wurde. Der gewiinschte Schweratom-Effekt des Iods
konnte bereits an der Farbe erkannt werden: Wéhrend 29 eine orangefarbene, stark fluoreszierende
Substanz ist, zeigt das violette 30 keinerlei Fluoreszenz. Dieses Phanomen resultiert, der Literatur
entsprechend, aus einem ISC in den T; Zustand, was fiir die Qualitdt des I.BODIPY als Triplett-
Sensibilisator spricht.*4 Die optischen Eigenschaften zeigten auch nach der Entschiitzung zu

I:B-PhFEt-dU keine Veridnderung.
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1,B-PhEt-dU

Abbildung 30: Synthese von I2B-PhEt-dU: a) BFs x Et20, NEts, DCM, RT, 16 h, 22 %. b) 21, Pd(PPhs)4, Dioxan, NEts, 90 °C,
16 h, quant. ¢) NIS, TFA, DCM, RT, 24 h, 91 %. d) NEt3*3HF, THF, RT, 16 h, 62 %.

36



Selbstassemblierung farbstoffmodifizierter Nukleoside

2 Charakterisierung der Chromophore

2.1 Loslichkeit

Die Frage nach der Loslichkeit der Chromophor-Konjugate ist elementar fiir die Untersuchung in
Assemblierungsexperimenten. Eine sehr gute Loslichkeit ist gleichbedeutend mit starkeren
Wechselwirkungen zwischen gelostem Nukleosid und Losungsmittel im Vergleich zu Nukleosid-
Nukleosid-Wechselwirkungen im Feststoff. Umgekehrt sind diese Wechselwirkungen starker als
zwischen Nukleosid und Losungsmittel im Fall einer schlechten Loslichkeit. Diese zunéchst sehr trivial
erscheinende Tatsache ermdglicht bereits erste Aussagen iiber die Bildung von gezielten
Selbstassemblierungen und verdeutlicht bei naherer Betrachtung, dass beide Extrema ungiinstig sind.
Ist der Chromophor zu 16slich, steht das Losungsmittel in starker Konkurrenz zum DNA-Templat, an
welchem die Monomere anlagern sollen, weshalb die thermodynamische Triebkraft nur schwach oder
nicht vorhanden ist. Ist er zu unloslich, wire die Bildung eines Nukleosid-Templat-Komplexes zwar
thermodynamisch sehr begiinstigt, jedoch kinetisch gehemmt, da die Nukleoside erst mittels Diffusion

durch das Losungsmittel an das Templat gelangen kénnen.

Die untersuchten Nukleoside weisen im Allgemeinen eine schlechte Loslichkeit sowohl in gering
polaren als auch stark protisch polaren Losungsmitteln auf. In Hexan, Dichlormethan, Acetonitril und
Wasser ist nahezu keine Loslichkeit gegeben, méfiig in Chloroform, EE und Aceton (< 1 mg/mL). Es
wurden verschiedene Losungsmittel verwendet, um eine 1 mM Stammldsung anzusetzen, wobei im
Fall von PA-Et-dU Methanol, bzw. Pe-Et-dU THF geeignet war, in jedem Fall aber DMSO. Nach diesem
Ausschlussprinzip wurden deshalb alle Stammlésungen fiir weitere Untersuchungen in DMSO
angesetzt. Fiir NMR-spektroskopische Untersuchungen stellte sich jedoch die Nutzung von DMSO als
ungiinstig heraus, da die gemessene Verbindung danach nicht wiedergewonnen werden konnte und
wegen des hohen Molekulargewichts von bis zu 1000 g/mol entsprechend viel Substanz nétig war.
Aus diesem Grund wurde fiir die Analyse deuteriertes Pyridin eingesetzt, welches Konzentrationen

von bis zu 30 mg/mL erméglichte (~30 — 60 mM je nach Nukleosid).
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2.2 UV/VIS-Absorptions- und fluoreszenzspektroskopische Experimente

Zu Beginn sollen die photophysikalischen Eigenschaften der verschiedenen Chromophore und
Einflusse verschiedener struktureller Faktoren, wie Linker und Nukleobase, untersucht werden.
Aufgrund der hohen Loslichkeit wurde in DMSO gemessen, wodurch die Farbstoffe monomer
vorliegen und intermolekulare Effekte geringgehalten werden. Betrachtet man zunéchst die drei
Konjugate Pe-Et-dU, Pe-Et-dC und Pe-Et-daA, welche sich nur durch die Wahl der Nukleobase
unterscheiden, fillt eine starke Ahnlichkeit der ersten beiden auf (Abbildung 31). Das Spektrum von
Pe-Et-daA ist dagegen 15 nm bathochrom verschoben und die Feinstruktur verbreitert. In allen drei
Fallen wird durch die Ethinylen-Briicke das konjugierte n-System des Perylens mit dem n-System der
Nukleobase elektronisch gekoppelt und so vergréfert. Bei dU und dC handelt es sich jeweils um
pyrimidinbasierte Nukleoside mit unterschiedlichen Substituenten, die keinen ersichtlichen Beitrag
zum Absorptionsverhalten leisten. Dem entgegen besteht daA aus einem Purin-Geriist, welches eine
groflere Elektronendelokalisation und folglich geringere HOMO-LUMO Liicke verursacht. Durch die
beiden Aminogruppen ist das daA zudem deutlich polarer als dU und dC, was eine mogliche Ursache
fiir die veranderte Feinstruktur im Absorptionsspektrum sein kann. Auch das Fluoreszenzspektrum
von Pe-Et-dU und Pe-Et-dC ist nahezu identisch und zeigt erneut, dass die Substituenten der beiden
Pyrimidin-Basen eher eine untergeordnete Rolle spielen. Interessanterweise ist die Fluoreszenz des

Pe-Et-daA in DMSO vollstandig geldscht.
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—— Pe-Et-dC 20 - —— Pe-EtdC
Hi 3 15-
S, s,
2 =
= 10-
5 -
0 T T T T T T T T T T T 1 0 - N 1 1 T — 1
250 300 350 400 450 500 550 450 500 550 600 650
A [nm] A [nm]

Abbildung 31: Absorptionsspektren (links) und Emissionsspektren (rechts) der Perylen-Konjugate in Abhangigkeit von der
Nukleobase (20 uM in DMSO, Aexc = 420 nm).

Die Experimente in Chloroform (mit 2 % DMSO, bedingt durch die Stammlésung) weisen dagegen
eine dhnlich rotverschobene Fluoreszenz von Pe-Et-daA auf (Abbildung 32). Eine mogliche Ursache

der Fluoreszenzloschung koénnte ein Elektronentransfer zwischen Perylen und daA sein. Beim
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Vergleich der Nukleobasen lisst sich 2-Aminoadenin (aA, E°(aA*/aA)= 1,10 V vs. NHE)[®! leichter
oxidieren als Uracil (U, E°(U*/U)= 1,34 V vs. NHE)!*! und aufgrund der hohen Polaritit von DMSO

werden Elektronentransferprozesse in dieser Umgebung eher begiinstigt als in Chloroform.
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Abbildung 32: Absorptionsspektren (links) und Emissionsspektren (rechts) der Perylen-Konjugate in Abhéngigkeit von der
Nukleobase (20 pM in Chloroform mit 2 % DMSO, Aexc = 420 nm) im Vergleich zu Perylen und PePh. Zur Veranschaulichung
wurden die Fluoreszenzen von Perylen und PePh mit 0,8 bzw. 0,6 multipliziert.

Im Folgenden soll nun der Schwerpunkt auf die verschiedenen Linker gelegt werden."”] Phenylen-
verkniipfte Konjugate enthalten ,Ph“ im Namen (Pe-Ph-dU und Pe-Ph-daA), folgt darauf noch eine
Ethinylengruppe, sind die Konjugate mit ,PhEt“ gekennzeichnet (Pe-PhEt-dU und Pe-PhEt-daA). Bei
Betrachtung der dU-Chromophore im Vergleich mit Perylen und 3-Phenylperylen (PePh), wird der
Einfluss des Phenylrings deutlich (Abbildung 33, oben). PePh weist eine um 9 nm rotverschobene
Absorption zu Perylen auf, die beiden Farbstoffe Pe-Ph-dU und Pe-PhEt-dU sogar um 12 nm. Erst das
Ethinylen-verkniipfte Pe-Et-dU weicht mit einer bathochromen Verschiebung von 36 nm deutlich ab
und zeigt zudem eine veranderte Feinstruktur. Verantwortlich dafiir ist die Rotation des Phenylrings,
welche in Konkurrenz zur n-Konjugation steht, wodurch das Perylen grof3tenteils elektronisch isoliert
wird. Dass die Absorption von PePh dennoch um 9 nm zu Perylen verschoben ist, kann mit einer
zeitlich begrenzten Uberlappung beider n-Systeme erklart werden. Steht die Ebene des Phenylrings in
einem Winkel von 0° oder 180° zum Perylen, ist die Erweiterung des m-Systems nicht gest6rt. Mit
zunehmender Verdrehung wird diese allerdings erschwert, bis schliefllich bei 90° und 270° die
elektronische Barriere ihr Maximum erreicht. Bei allen Ph-verkniipften Nukleosiden fallen diese
rotatorischen Einfliisse noch mehr ins Gewicht, da zusatzlich das Perylen verdreht zur Nukleobase
vorliegen kann. Deshalb sind die entsprechenden Absorptionsspektren mit 3 nm kaum verschoben
und gleichen sehr dem des PePh. Die Feinstruktur zeigt ebenfalls das gleiche Verhéltnis der Maxima
wie fiir PePh, jedoch deutlich verbreitert. Diese Verbreiterung ist bei den daA-Konjugaten noch starker
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ausgepragt und kann durch die hohe Polaritit, bedingt durch die Nukleoside, und damit

einhergehende Abweichung der Solvatation erklart werden. Wie bereits besprochen, sind lediglich bei

Pe-Et-dU und Pe-Et-daA deutliche Unterschiede im Absorptionsverhalten zu erkennen, was auf die

Ethinylenfunktion zurtickzufithren ist. Dem entsprechend hat auch die Ethinylenfunktion von

Pe-PhEt-dU und Pe-PhEt-daA einen Einfluss, allerdings auf die Absorption der Nukleobasen. In beiden

Féllen ist diese, im Vergleich zu den Ph-Varianten, stark rotverschoben.
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Abbildung 33: Absorptionsspektren der dU-Konjugate (oben) und daA-Konjugate (unten) im Vergleich mit Perylen und

PePh (20 uM in DMSO).

Derselbe Trend lasst sich bei den Anthracen-Derivaten 9,10-Diphenylanthracen (DPA), PA-PhEt-dU
und PA-Et-dU beobachten (Abbildung 34). Hierbei ist im PA-PhEt-dU der Chromophor analog zu
Pe-PhEt-dU mit einer Phenylenethinylen-Funktionalitit an dU gebunden und PA-Et-dU analog zu
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Pe-Et-dU nur mit Ethinylen. DPA und PA-PhFEt-dU zeigen eine identische Feinstruktur ab 350 nm und
sind nur wenige nm zueinander verschoben. Dem entgegen ist die Absorption von PA-Et-dU um 42 nm
bathochrom verschoben und hat zudem eine deutlich abweichende Feinstruktur. Interessant ist der
mehr als 1,5-fach groflere Absorptionsquerschnitt im Maximum, trotz gleicher Konzentration. In der
Fluoreszenz zeigt sich dagegen bereits bei PA-PhEt-dU eine leichte Bathochromie und ein nahezu

vollstandiger Verlust der Feinstruktur.
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Abbildung 34: Absorptionsspektren (links) und Emissionsspektren (rechts) der Anthracen-Derivate DPA, PA-PhEt-dU und
PA-Et-dU in DMSO (45 pM, , Aexc = 375 nm fiir DPA und PA-PhEt-dU, , dexc = 400 nm fiir PA-Et-dU).

Zur Veranschaulichung wurden die Absorptionsspektren der Triplett-Sensibilisatoren PtOEP und
IbBODIPY und ihrer nukleosidverkniipften Vertreter PtP-PhEt-daA und I:B-PhEt-dU normiert.
Aufgrund der schlechten Loslichkeit von PtOEP in DMSO wurde stattdessen die Absorption in Toluol
als Vergleich herangezogen. In beiden Féllen sind die Chromophorzentren iiber eine PhEt-Einheit mit
dem Nukleosid verkniipft. Abbildung 35 links zeigt die Absorptionsspektren der beiden Porphyrin-
Farbstoffe. Die SORET-Bande bei 380 — 390 nm besitzt einen fiir Porphyrine tblichen, grofien
Absorptionsquerschnitt und wird in erster Linie von Substituenten beeinflusst. Fiir die Triplett-
Sensibilisierung sind jedoch die sogenannten Q-Banden bei 480 — 560 nm entscheidend, welche
hauptsichlich durch das Metallzentrum definiert werden.®®! Bei PtP-PhEt-daA iiberlagert die
Absorption des ethinylenverkniipften daA mit der SORET-Bande. Ansonsten sind bis auf eine leichte
Rotverschiebung der Soret-Bande um 8 nm und der Q-Banden um 3 nm kaum Unterschiede zu PtOEP
zu erkennen. Die Absorptionsspektren der beiden BODIPY-Farbstoffe in Abbildung 35, rechts zeigen
ebenfalls kaum eine Verschiebung, lediglich im Bereich von 370 nm sticht die Absorption des

Nukleosids hervor.
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Abbildung 35: Normierte Absorptionsspektren von PtOEP und PtP-PhEt-daA (links) und IzBODIPY und I2B-PhEt-dU (rechts)
in DMSO (PtOEP in Toluol).

Ein weiterer, elementarer Aspekt stellt die Fluoreszenzquantenausbeute der Nukleosid-Konjugate im
Vergleich zu den unmodifizierten Chromophoren dar. Tabelle 1 fasst alle Quantenausbeuten in DMSO
und Chloroform (mit 6 % DMSO) zusammen (zur Veranschaulichung sind besonders auffillige Werte
rot gefarbt). Bei den perylenbasierten Farbstoffen zeigt sich der Trend Ph > PhEt > Et, wobei die
Fluoreszenz der daA-Konjugate in DMSO grofitenteils geloscht ist. Nur Pe-Ph-dU erreicht einen
Hoéchstwert von 96 % und ist damit nur knapp unterhalb von Perylen, gefolgt von Pe-PhEt-dU mit
90 %. Interessanterweise sind die Quantenausbeuten der daA-Konjugate in Chloroform teilweise bis
zu 20 % hoher als bei den dU-Konjugaten. Bei den anthracenbasierten Chromophoren fallen diese
Unterschiede anders aus: in Chloroform erreicht PA-Et-dU mit 91% sogar eine bessere
Quantenausbeute als DPA mit 87 %. Die Fluoreszenz der Sensibilisatoren und deren Nukleoside ist
grofBtenteils geloscht, was eine notwendige Bedingung fiir diese Stoftklasse ist. Bei genauerer
Betrachtung ist die Fluoreszenz von I;B-PhEt-dU mit 1,7 % in Chloroform noch etwas niedriger als bei

ILBODIPY mit 2,8 %.
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Tabelle 1: Fluoreszenzquantenausbeuten aller Chromophor-Nukleosid Konjugate und der zugrundeliegenden
Chromophore (grau).

Or(DMSO) Or(CHCls¥) Or(DMSO) Or(CHCI3*)
[%] [%] [%] [%]
Perylen ~100** 98 £ 0,6 DPA ~100** 87 + 1,0
PePh ~100** ~100** PA-PhEt-dU 93 £0,1 84 £0,1
Pe-Et-dU 76 £ 1,0 58 £ 1,1 PA-Et-dU ~100** 91 +£0,2
Pe-Et-daA 6,7 £0,2 78 £ 0,7 [,LBODIPY 1,6 £ 0,1 2,8+0,1
Pe-Ph-dU 96 +1,9 84 +0,2 I,B-PhEt-dU <1 1,7 £ 0,1
Pe-Ph-daA 2,8+0,1 83+ 0,2 PtOEP <1 <1
Pe-PhEt-dU 90 £ 1,6 77 £ 0,5 PtP-PhEt-daA <1 <1
Pe-PhEt-daA 5,5+ 0,2 83 10,2

Anregungslicht sich mit dem Emissionslicht tiberlagert. Geritebedingt konnte nicht unter 400 nm angeregt werden.

In allen Fallen konnte, sowohl fiir die rein Ph-verkniipften als auch die PhEt-verkniipften Nukleoside,
eindeutig die elektronisch isolierende Wirkung der Phenylen-Briicke nachgewiesen werden. Diese
unterscheiden sich nur in der Absorption der Nukleobase, deren m-System durch die Ethinylen-
Gruppe erweitert wird. Im Gegensatz dazu weisen alle Konjugate, die nur durch Acetylen verbunden
sind, nicht nur eine starke Rotverschiebung von 20 — 40 nm auf, sondern teilweise auch eine stark
veranderte Feinstruktur der Absorption. Die Einfliisse auf die Fluoreszenz sind jedoch komplexer:
Wihrend die Fluoreszenz-Feinstruktur der perylenbasierten Konjugate weitestgehend identisch ist,
verschwindet diese fast vollstandig beim PA-PhEt-dU, obwohl die Absorption der von DPA gleicht.
Eine Erklirung koénnte die Uberlagerung der Absorption von Nukleobase und Anthracen sein,
wodurch erstere Einfluss auf das Fluoreszenzverhalten nimmt. Auch denkbar wire eine Beeinflussung
des angeregten Zustands durch die erhohte Polaritat, induziert durch den dU-Rest. Abgesehen davon
erzielt das rein Et-verkniipfte PA-Et-dU entgegen der Ergebnisse fiir die Perylen-Farbstoffe eine
hohere Quantenausbeute als die Referenz DPA. Generell kann geschlussfolgert werden, dass die Wahl

des Linkers elementar fiir die photophysikalischen Eigenschaften des Chromophors ist.
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2.3 Circularer Dichroismus in DMSO und Chloroform

Um erste Aussagen iiber die rdumliche Orientierung der Chromophore treffen zu koénnen, sind
nachfolgend CD-Spektren dargestellt. Diese wurden in DMSO aufgenommen, welches aufgrund der
hervorragenden Loslichkeit der Konjugate eine rein monomere Anordnung vermuten ldsst. Des
Weiteren folgen Messungen in Chloroform als schwach polares, organisches Losungsmittel. Bedingt
durch den polaren Zuckerrest, sind die Konjugate in reinem Chloroform nur schwach l6slich, weshalb
sie eher zur Aggregation neigen sollten als in DMSO. Die Spektren der Perylen-Konjugate in
Abbildung 36 zeigen eine rein negative Elliptizitit und weisen keinen COTTON Effekt auf. Zudem sind
sie nahezu spiegelsymmetrisch zu den zuvor gezeigten Absorptionsspektren, weshalb kein Anzeichen
fiir die Bildung von Aggregaten vorliegt und die Elliptizitat somit nur durch den chiralen Zuckerrest

im Monomer zustande kommt.
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Abbildung 36: Circularer Dichroismus aller Perylen-Konjugate in DMSO (45 pM).

Der circulare Dichroismus in Chloroform weist eine etwas geringere Elliptizitat auf, jedoch einen
schwachen, positiven COTTON-Effekt im Perylen-Bereich fiir Pe-Et-dU (Abbildung 37). Auch Pe-Et-daA
weicht von den phenylenhaltigen Chromophoren ab und hat einen positiven COTTON-Effekt bei
300 - 370 nm, jedoch nicht im Perylenbereich. In beiden Féllen werden die Ethinylen-konjugierten
Chromophore am stirksten vom Losungsmittel beeinflusst und zeigen schwache excifonische
Wechselwirkungen, jedoch scheinen auch in Chloroform grofitenteils monomere Anteile zu

dominieren.
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Abbildung 37: Circularer Dichroismus aller Perylen-Konjugate in Chloroform mit 4,5 % DMSO (45 uM).

Wihrend deutliche Unterschiede zwischen den beiden Losungsmitteln fiir alle Perylen-Farbstoffe zu

verzeichnen sind, gleichen sich die Spektren der Anthracen- und Sensibilisator-Konjugate

weitgehend. Nur fir I;B-PhEt-dU ist bei 350 nm ein schwacher, negativer COTTON-Effekt zu

beobachten, ansonsten ist auch hier in beiden Fillen eine rein monomere Anordnung zu erkennen.
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Abbildung 38: Circularer Dichroismus von PA-PhFEt-dU, PA-Et-dU, IoB-PhEt-dU und PtP-PhEt-daA in DMSO (links) und
Chloroform mit 4,5 % DMSO (rechts, 45 pM).

Diese Resultate spielen eine wichtige Rolle fiir die Experimente zur Selbstassemblierung im néachsten

Kapitel und dienen in erster Linie als Referenzen.
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3 Anlagerungsexperimente

3.1  Einstellung grundlegender Parameter

Die Bildung von definierten Aggregaten durch Selbstassemblierung an einem geeigneten Templat ist
ein komplexer Prozess, der von vielen Faktoren beeinflusst wird. Um dabei trotzdem sinnvolle
Aussagen treffen zu konnen, ist ein einheitliches Protokoll notwendig, welches zu Beginn an dem
Farbstoff Pe-Et-dU festgelegt wurde. Ein Musterbeispiel stellen dabei die Anlagerungsexperimente von
PHILIPP ENSSLEN mit Nr-dU dar, welches dhnlich zu Pe-Et-dU aufgebaut ist und anstelle des Perylens
den Farbstoff Nilrot beinhaltet.[*!] Der Farbstoff wurde schrittweise zu drei verschiedenen Lésungen
titriert: eine mit dem ,korrekten® Templat dAg, eine mit dem ,falschen Templat T2 und eine Referenz
ohne Templat. Wurden diese Losungen anschlieflend zentrifugiert, konnte eine Fallung des nicht am
Templat gebundenen Farbstoffs bei letzteren beiden festgestellt werden, ausschliefSlich mit dAz blieb
dieser in Losung (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Absorptionsspektren und Fotografie der zentrifugierten, wissrigen Proben mit Nr-dU und den Templaten
dAio (blau), T1o (griin) sowie ohne Templat (schwarz). Im Vergleich dazu die nicht zentrifugierte Lésung in DMSO (pink).[41]

Orientiert an diesem Beispiel wurden folgende Konzentrationen gewéhlt: Die Endkonzentration des
Farbstoffs betragt 45 uM. Um eine vollstandige Anlagerung zu ermoéglichen, ist die Konzentration des
Templats so eingestellt, dass die 1,5-fache Anzahl an Farbstoffmolekiilen im Verhiltnis zu den
moglichen Bindungsstellen des Templats vorliegt. Bei einem 20-mer ergibt sich entsprechend eine
Endkonzentration von 1,5 uM des Templats. Zu Beginn wurden Messungen mit den Gegenstrangen
dA20, dC20, dG20 und T2o durchgefithrt und die Proben 40 Minuten lang zentrifugiert (Abbildung 40).
Bereits wahrend der Titration konnte ein deutlicher Unterschied in der Feinstruktur der
Absorptionsspektren festgestellt werden. Bei allen nicht komplementiren Templatstrangen ist

dieselbe Verbreiterung zu sehen, wogegen mit dAz die Absorptionsmaxima definierter sind.
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Allerdings ist, entgegen der Experimente mit Nr-dU, in allen Féllen nach der Zentrifugation ein

betrachtlicher Anteil des Farbstoffs noch immer in Losung. Einerseits ist Pe-Et-dU in Wasser lslicher

als Nr-dU, wodurch reine Betrachtungen der Absorptionsmaxima an Aussagekraft verlieren.

andererseits ist die Bildung von kolloidalen Farbstoffaggregaten nicht ausgeschlossen, welche zu klein

sind, um durch Zentrifugation abgetrennt zu werden. Eine dritte Moglichkeit ist eine alternative,

unspezifische Wechselwirkung mit dem Templatstrang, beispielsweise am negativ geladenen

Phosphat-Riickgrat, wobei die entsprechenden Gegenbasen keine Relevanz haben. Die Tatsache, dass

sich alle Spektren mit ,falschen® Templaten sehr dhneln und nur mit dAy eine definierte Feinstruktur

erhalten bleibt, spricht fiir eine spezifische Erkennung von dAsz.
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Abbildung 40: Absorptionsspektren der Anlagerungsexperimente mit Pe-Et-dU (45 uM) an verschiedene Templatstrange
(1,5 uM). Die Zugabe des Farbstoffs erfolgte iiber 3 Aq. Schritte bis zu 30 Aq., worauthin fiir 40 min bei 13000 rpm

zentrifugiert wurde.
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Die gleichen Experimente mit Pe-Et-dC sind in Abbildung 41 dargestellt. Zu erwarten wire in diesem
Fall eine definierte Feinstruktur fiir dGzo, jedoch ist diese, im Gegensatz zu dAzo und dCz, nur schwach
ausgepragt. Allein T zeigt eine deutliche Verbreiterung des Spektrums, wie sie zuvor bei allen
falschen Templaten fiir Pe-EtdU erhalten wurde. Die gleiche Entwicklung liegt auch bei den
zentrifugierten Proben vor. Obwohl die Absorption bei dGzo gleich stark ist, wie die von Pe-Et-dU mit
dAz, wird die stirkste Absorption mit dAg und dCz erhalten. Zur besseren Darstellung wurden in
Abbildung 42 alle Absorptionswerte bei 454 nm gegen die Aquivalente an Chromophor, relativ zur

Konzentration des Templats, aufgetragen.
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Abbildung 41: Absorptionsspektren der Anlagerungsexperimente mit Pe-Et-dC (45 uM) an verschiedene Templatstrange
(1,5 uM). Die Zugabe des Farbstoffs erfolgte iiber 3 Aq. Schritte bis zu 30 Aq., woraufhin fiir 40 min bei 13000 rpm
zentrifugiert wurde.

48



Selbstassemblierung farbstoffmodifizierter Nukleoside

Diese Resultate konnen mit einem kleinen Gedankenexperiment besser verstanden werden: In
doppelstrangiger DNA zeigen in der WATSON-CRICK-Basenpaarung zweier Nukleobasen die
Zuckerreste in die gleiche Richtung (Abbildung 43). Da bei der Anlagerung von monomeren
Nukleosiden diese nicht strukturell durch ein Phosphat-Riickgrat eingeschrankt werden, ist auch eine
invertierte Orientierung denkbar, in der die beiden Zuckerreste in entgegengesetzter Richtung stehen.
Dem entsprechend ist die klassische WATSON-CRICK-Basenpaarung nicht mehr moéglich, andere
Kombinationen dagegen schon. Statt drei Wasserstoftbriicken kann das C-G Paar nur noch zwei
ausbilden, aber sowohl C-A als auch C-C sind daszu ebenfalls in der Lage. Nur die Kombination C-T
ist in beiden Ausrichtungen ungiinstig, da zwei Elektronendonoren aufeinandertreffen. Diese
Vorstellung wiirde auch fiir die Ergebnisse mit Pe-Et-dU Sinn ergeben, da durch die

Bindungssymmetrie des U kein Unterschied bei umgekehrter Orientierung entsteht.
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Abbildung 42: Vergleich der Absorptionsmaxima (454 nm) von Pe-Et-dU und Pe-Et-dC, titriert zu verschiedenen
Templatstringen, in Abhingigkeit der Nukleosid-Aquivalente. Z: Zentrifugierte Probe nach 40 min bei 13000 rpm. Die
Werte der jeweils komplementaren Proben sind mit sternformigen Symbolen hervorgehoben.

49



Selbstassemblierung farbstoffmodifizierter Nukleoside

R x N NN, R ox0 R N R O-----NH
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Abbildung 43: Gedankenexperiment: Anordnung der Basen nach WATSON und CRICK (oben) und invertierte Anordnung
(unten). Unglinstige Anordnungen zweier Elektronendonoren wurden mit einem roten ,X“ markiert.

In einem weiteren Experiment wurde der Einfluss der Zentrifugationszeit untersucht. Dazu wurde das
System Pe-Et-dU/dAs gewahlt und nach Zugabe des Chromophors unterschiedlich lange
zentrifugiert (Abbildung 44). Nach bereits 10 Minuten scheint das System im Gleichgewicht zu sein
und keine weitere Fallung wird beobachtet, weshalb fortan diese Dauer bei allen Messungen
verwendet wurde. Alternativ zur Zentrifugation wurden aufierdem Filtrationen durchgefiihrt, welche
im Sinne der Reproduzierbarkeit die Chromophore besser abtrennen sollten. Es stellte sich jedoch
heraus, dass in manchen Fallen auch Templat-DNA abgetrennt wurde, weshalb diese Methode

verworfen wurde.
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Abbildung 44: Absorptionsspektren der Anlagerungsexperimente mit Pe-Et-dU (45 uM) an dAzo (1,5 pM) nach
Zentrifugation von 5 — 40 min. Der Verlauf der Absorbanz mit zunehmender Zentrifugationsdauer ist durch einen Pfeil
gekennzeichnet.
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3.2  Einfluss der Losungsmittelpolaritit

Im letzten Kapitel wurde deutlich, wie unterschiedlich das Anlagerungsverhalten bei gleichen
Bedingungen fiir Pe-Et-dU und Pe-Et-dC sein kann. Nun soll der Einfluss verschiedener Losungsmittel
der Stammlésungen néher beleuchtet und so zusétzlich der Einfluss auf verschiedene Chromophore
mit gleicher Nukleobase diskutiert werden. Zum Vergleich wird im Folgenden das in der
Arbeitsgruppe  WAGENKNECHT bereits gut untersuchte Py-dU verwendet.*: ®) In den ersten
Anlagerungsversuchen konnte SABRINA SEZI in ihrer Dissertation zeigen, dass Py-dU aus

methanolischer Stamml6sung am effizientesten an einen Gegenstrang anlagert.

Bei einer Zugabe direkt aus der Stammlosung wird geringfiigig die Templatkonzentration gesenkt
sowie die DMSO-Konzentration erhoht, weshalb in einem anderen Ansatz zuvor die Farbstoff-Losung
mit entsprechender Menge an Templat-Lésung und Wasser versetzt wurde, um die Templat- und
DMSO-Konzentration im Lauf der Titration konstant zu halten. In Abbildung 45 sind die
Absorptionsmaxima bei 366 nm gegen die Konzentration an Py-dU (in Aquivalenten, relativ zu einem
dAi Templat) abgebildet. Die direkte Zugabe aus der Stammlosung zeigt einen linearen Anstieg der
Absorption (schwarze Punkte), die Zugabe mit Blick auf konstante Konzentrationen resultiert dagegen
in einer abnehmenden Steigung, weshalb bei 12 Aq. ein Maximalwert erreicht wird (rote Punkte).
Nach Zentrifugation ist ebenfalls die Absorption bei direkter Zugabe deutlich stérker als bei konstant
gehaltener Konzentration. Bei letzterem ist diese nur geringfiigig grofer als die der Referenzmessung

ohne Templat-DNA (blaue Punkte).
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Abbildung 45: Vergleich der Absorptionsmaxima (366 nm) in Abhéangigkeit der Nukleosid-Aquivalente bei direkter Zugabe
des Nukleosids aus der Stammlésung (mit Templat: schwarz, ohne: blau) und vorgemischten Losungen, um eine konstante
DNA-Konzentration zu garantieren (rot). Z: Zentrifugierte Probe.
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Durch das vorherige Mischen der methanolischen Farbstoff-Lésung mit der wassrigen Losung beginnt
dieser bereits auszufallen, weshalb bei Zugabe nur ein geringer Anteil des Farbstoffs noch in Kontakt
mit dem Templat treten kann. Dariiber hinaus zeigt die leicht veranderte Konzentration von Templat
und DMSO wihrend der Titration keinen Einfluss auf das Absorptionsspektrum, weshalb die Zugabe

im Folgenden nur noch direkt aus der Stammlosung erfolgt.

Fiir ein anderes Experiment wurden nun Stammldsungen gleicher Konzentration von Py-Et-dU und
Pe-Et-dU sowohl in Methanol als auch in DMSO angesetzt (1 mM) und zu dAj-Losungen titriert
(Abbildung 46). Die Titration von Py-dU aus Methanol zeigt wie zuvor einen linearen Anstieg der
Absorption und nach Zentrifugation einen Wert zwischen 9 und 12 Aq., wogegen die Negativprobe
ohne Templat (N) vollstindig ausfillt. Aufgrund dieser Resultate kann von einer vollstindigen
Besetzung des Templats ausgegangen werden. Wird dagegen die Titration von Pe-Et-dU aus Methanol
betrachtet, so nimmt zwar die Absorption ebenfalls linear zu, jedoch absorbiert nach Zentrifugation
die Negativprobe starker als die Probe mit dAyo (!), weshalb keine Aussage iiber eine erfolgreiche
Bindung zwischen Nukleosiden und Templat getroffen werden kann. Wird die Titration mit DMSO
als Stammlosung durchgefiihrt, ist die Zunahme der Absorption fiir Py-dU nicht mehr linear und nach
der Zentrifugation ist diese ebenfalls deutlich geringer als mit Methanol. Der geringe Anteil von bis
zu 4,5 % Methanol in der Templat-Losung ermoglicht es, den Farbstoff in Losung zu halten, was mit
DMSO nicht der Fall ist und dementsprechend scheint die Anlagerung an dAip weniger effizient
abzulaufen. Allerdings ist die Zunahme der Absorption fiir Pe-Et-dU nach wie vor linear und der
Farbstoff in der Negativprobe fallt sichtlich starker aus, weshalb von einer erfolgreichen Anlagerung

ausgegangen werden kann.
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Abbildung 46: Vergleich der Absorptionsmaxima von Py-dU (382 nm) und Pe-Et-dU (453 nm), titriert zu dAuo, in
Abhingigkeit der Nukleosid-Aquivalente. Direkt zugegeben aus Stammldsungen in Methanol (links) und DMSO (rechts).
Z: Zentrifugierte Probe. N: Probe ohne Templat-DNA.
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Da das Problem der frithzeitigen Fallung durch die direkte Zugabe von 15 Aq. umgangen werden kann,
die hohe Loslichkeit der Negativprobe jedoch nicht, ist in diesem Fall DMSO vorzuziehen und wird
wie bereits erklart fiir alle folgenden Anlagerungen verwendet. Dieses Experiment zeigt die
elementare Rolle des Losungsmittels der Stammlésung, obwohl die Endkonzentration nur 4,5 %
betriagt. Auflerdem konnen sich die Einfliisse der verschiedenen Losungsmittel abhingig vom
untersuchten Chromophor signifikant unterscheiden, wodurch die Wahl des ,idealen® Losungsmittels
erschwert wird. Dariiber hinaus zeigen diese Resultate die Grenzen der Absorptionsspektroskopie bei
der Untersuchung solcher selbstassemblierenden Systeme, da sich konkurrierende Prozesse in der
Absorption iiberlagern konnen, wie beispielsweise die Bildung kolloidaler Aggregate oder schlicht die

Loslichkeit des Chromophors ohne Templat.

Um den Einfluss des Losungsmittels genauer untersuchen zu koénnen, wurden
Anlagerungsexperimente sowohl in Wasser als auch in Pufferlosung (NaCl und Phosphatpuffer,
pH =7) durchgefithrt und neben der Absorption zusitzlich die Fluoreszenz und CD-Spektren
aufgenommen. DNA-Doppelhelices sind bedeutend stabiler in gepufferter Losung, da durch die
erhohte Polaritat die hydrophoben und die n-n-Wechselwirkungen verstarkt werden und gleichzeitig
das Phosphat-Riickgrat besser mit der Losungsmittelumgebung synergiert. Gleichzeitig wird jedoch
die Loslichkeit der Nukleosid-Konjugate drastisch gesenkt, welche ohne Phosphatgruppe deutlich
weniger polar sind als die Templat-DNA. Bei diesen Experimenten liegt der Fokus auf den Perylen-

Konjugaten, da hier zusétzlich der Einfluss des Linkers zur Geltung kommt.

Abbildung 47 zeigt Absorptionsspektren der zentrifugierten Proben mit Pe-Et-dU und Pe-Et-daA in
Wasser und Puffer, jeweils mit dAzo, T20 und ohne DNA. Bei Betrachtung der Anlagerungen mit
Pe-Et-dU wird in salzfreier Umgebung eine etwas erhohte Absorption fiir dAzo als fiir T2o und ohne
DNA beobachtet, welche beide nahezu deckungsgleich sind. Zudem verandert sich die Feinstruktur
leicht, sodass das Maximum der Perylenabsorption von 452 nm der unzentrifugierten Probe ohne DNA
(graue Linie) nach 428 nm mit dAg verschoben ist. In gepufferter Losung fillt der Farbstoff dagegen
in allen drei Varianten fast vollstindig aus der Losung aus. Wie bereits in Anlagerungsexperimenten
mit dAjo gezeigt wurde, lagert Pe-Et-dU selektiv an dA-Oligomere an, was auch in diesem Fall bestatigt
werden konnte. Allerdings ist noch eine betriachtliche Menge des Farbstoffs in Losung, was auf die
verringerte Zentrifugationszeit von 10 Minuten zuriickzufithren ist. In gepufferter Losung scheint
jedoch die schlechte Loslichkeit der Chromophore direkt zur Aggregation zu fithren und verhindert

so eine Anlagerung an das jeweilige Templat.

Ein dhnliches Verhalten ist auch fiir die Experimente mit Pe-Et-daA zu beobachten, jedoch ist die
Anlagerung weitaus deutlicher ausgepragt. Mit dAz und ohne DNA bildet sich ein Maximum bei
404 nm aus und zu hoheren Wellenlangen flacht die Absorption stark ab. Dementgegen bildet sich mit

Too eine definiertere Feinstruktur zusammen mit einer Hyperchromie aus, wodurch ein Maximum bei
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469 nm entsteht. Diese Effekte sind auf eine strukturierte Nahordnung der Monomere
zuriickzufithren, welche vor der Zentrifugation ohne DNA nicht existiert. In gepufferter Losung fillt
der Farbstoff zwar ebenfalls, wie Pe-Et-dU, grofitenteils aus, allerdings nimmt bei genauerer
Betrachtung die Tzo-Absorption stark ab, was in keinem anderen Fall zu beobachten war. Spekulativ
argumentiert konnte das ein Ergebnis einer erfolgreichen Anlagerung sein, bei der durch die
Solvophobie der gebundenen Konjugate die Templat-DNA ausgefillt wird, jedoch werden folgende

Fluoreszenz- und CD-Spektren mehr Aussagekraft diesbeziiglich erlauben.
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Abbildung 47: Absorptionsspektren der Anlagerungsexperimente von Pe-Et-dU (oben) und Pe-Et-daA (oben) an dAz2o und
T20 in Wasser (links) und Puffer (rechts) (Farbstoff 45 pM, Templat 1,5 uM, Puffer: NaCl 250 mM, NaPi 10 mM). Im Vergleich
dazu die unzentrifugierte Probe ohne DNA (grau).

An diesem Punkt soll nochmals betont werden, dass ausschliefflich die Proben zur

UV/VIS-Absorptionsspektroskopie zentrifugiert wurden, nicht die der Fluoreszenz- oder CD-
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Spektroskopie, da aufgrund der vorherigen Experimente davon ausgegangen werden muss, dass auch
erfolgreiche Anlagerungen am Templat zur Féllung fithren kénnen. In Abbildung 48 sind die
entsprechenden Fluoreszenzspektren fiir Pe-Et-dU und Pe-Et-daA dargestellt. Um einen Vergleich der
Intensitaten zu ermoglichen, wurde die Fluoreszenzintensitat jeweils mit der Absorption bei 420 nm
korrigiert. Die Fluoreszenz von Pe-Et-dU in Wasser hat ein Maximum bei 560 nm, welches in
Gegenwart beider Templatstriange stark hypsochrom nach 479 nm verschoben ist. Diese Verschiebung
gilt im Fall der gepufferten Losung auch fiir die Probe ohne Templat, weshalb der Einfluss der
Template auf die Fluoreszenz rein elektrostatischer Natur, ohne Selektivitit, ist. Im Gegensatz dazu
zeigt Pe-Et-daA in Wasser und Puffer ein Fluoreszenzmaximum bei 641 nm, welches nur durch Tzo zu
593 nm verschoben wird. Zudem steigt die Fluoreszenz mit Tz stark an, besonders in salzfreier
Losung. Die starken Verschiebungen der Fluoreszenzen konnen ein Indiz fiir Excimere sein, die bei
Pe-Et-daA durch Anlagerung unterbunden werden. Bei Pe-Et-dU scheint dagegen die verstarkt polare
Umgebung dafiir verantwortlich zu sein. Da daA eine modifizierte Variante des dA darstellt, welches
mit T bzw. U anstelle von zwei Wasserstoftbriicken drei ausbilden kann, ist sowohl die
Bindungsenthalpie als auch die Selektivitat gegeniiber dA begiinstigt. Die erhaltenen Ergebnisse in

Absorption und Fluoreszenz stimmen damit iiberein.
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15— dA, 15— dA,
" Ty E P
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Abbildung 48: Fluoreszenzspektren der Anlagerungsexperimente von Pe-Et-dU und Pe-Et-daA an dAzo und T2 in Wasser
(links) und Puffer (rechts). Durchgezogene Linien entsprechen den korrekten Templaten, gestrichelte den
Kontrollexperimenten mit ,falschem” und ohne Templat (Aexc = 420 nm, Farbstoff 45 uM, Templat 1,5 pM, Puffer: NaCl
250 mM, NaP; 10 mM).

In der CD-Spektroskopie zeigt Pe-Et-dU ebenfalls keine Selektivitat, sowohl in Wasser als auch in
Puffer, und ist weitestgehend CD-inaktiv (Abbildung 49). Fiir Pe-Et-daA ist dagegen in Wasser im
Bereich der Nukleobase eine excitonische Kopplung deutlich erkennbar, die allerdings am starksten

ohne Templat vorliegt. Im Perylen-Bereich zeigt nur die Ta-Probe ein starkes Signal mit positivem
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COTTON-Effekt. Dieses Verhalten ist auch in der gepufferten Probe zu sehen, wobei das
charakteristische Signal der Nukleobasen abnimmt und das im Bereich von Perylen um das Vierfache
zunimmt. Die bereits genannte, stabilisierende Wirkung einer gepufferten Umgebung auf DNA-
Helices scheint in diesem Fall auch das selbstassemblierte System aus Pe-Et-daA und Tzo positiv zu
beeinflussen und verstérkt die helikale Anordnung der Perylen-Reste. Zusammen mit den Resultaten
der Fluoreszenz ist hier eine deutliche Wechselwirkung mit Ty zu erkennen, die trotz der schlechten
Loslichkeit des Chromophors im Puffer stattfindet. Auflerdem wird dadurch die anfangs aufgestellte
Vermutung beziiglich der Absorption, dass die Anlagerung zwar erfolgt, jedoch durch Zentrifugation
das ganze System ausfillt (Abbildung 47 rechts, unten), bestatigt.

20 - Wasser 401 puffer
Pe-Et-dU Pe-Et-dU
154 ohne DNA 301 ohne DNA
W dA, dA,,
10+ hY R P9 207
® 5- D 10-
T T
E E
o VTN e 01

Pe-Et-daA

Pe-Et-daA -10 4
ohne DNA ohne DNA
-10 A o= dA,, -20 1 - dA,,
154 — Ty 304 T
3(|)0 ' 4(|)0 ' SCI)O ' 6(|)0 ' 3(|)0 ' 4(|)0 ' SCI)O ' 6(|)0
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Abbildung 49: CD-Spektren der Anlagerungsexperimente von Pe-Et-dU und Pe-Et-daA an dA2o und Tzo in Wasser (links)
und Puffer (rechts). Durchgezogene Linien entsprechen den korrekten Templaten, gestrichelte den Kontrollexperimenten
mit ,falschem“ und ohne Templat (Farbstoff 45 pM, Templat 1,5 pM, Puffer: NaCl 250 mM, NaP; 10 mM).

Die Ergebnisse validieren die erfolgreiche Anlagerung von Pe-Et-daA an das Ts-Templat, ohne
spezifische Wechselwirkung mit dem falschen dAz-Templat aufzuweisen. In diesem Kontext kann
nicht von Pe-Et-dU gesprochen werden, da zwar die Absorption eine abweichende Wechselwirkung
mit dAz zu den Kontrollexperimenten mit Ty und ohne DNA zeigt, aber keinerlei Unterschiede in

Fluoreszenz und CD vorliegen.

Diese Experimente wurden ebenfalls mit den Ph- und PhEt-verkniipften Konjugaten durchgefiihrt, da
erstere aber in keinem Punkt einen Unterschied zwischen den Templaten und ohne Templat zeigten,
werden im Folgenden nur die PhEt-verkniipften besprochen. Die Absorption des Pe-PhEt-dU weicht
stark von Pe-Et-dU ab (Abbildung 50). Wiahrend in Wasser der Farbstoff ohne DNA komplett in Losung
bleibt, fallt dieser in Gegenwart von dAsp vollstindig aus, das Templat jedoch nicht. Mit Tz bleibt ein

Grof3teil des Farbstoffs in Losung und die Feinstruktur zeigt ebenfalls keine Verdnderung zur
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templatfreien Probe. In gepufferter Losung fallt der Farbstoff génzlich aus. Auch bei Pe-PhEt-daA ist
ohne Templat keine Fallung zu beobachten, mit T2 und dAz dagegen schon, wobei wieder mit dAzo
die starkste Fillung eintritt. Mit beiden Templaten fillt auch dieser Farbstoff vollstindig aus
Phosphatpuffer aus und nur ohne Templat ist ein geringer Anteil noch geldst. Es ist ebenfalls keine
Verdanderung der Feinstruktur zu erkennen. Die bessere Loslichkeit von Pe-PhEt-daA kann auf die
zwei Aminogruppen zuriickgefiihrt werden. Da bei beiden Farbstoffen eine bessere Loslichkeit mit Tz

vorliegt, ist eine Wechselwirkung wahrscheinlich, die unabhingig von der angekniipften Nukleobase

stattfindet, beispielsweise mit dem Zucker- oder Perylenrest.
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Abbildung 50: Absorptionsspektren der Anlagerungsexperimente von Pe-PhEt-dU (oben) und Pe-PhEt-daA (oben) an dAzo
und T2 in Wasser (links) und Puffer (rechts) (Farbstoff 45 pM, Templat 1,5 pM, Puffer: NaCl 250 mM, NaP; 10 mM).
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Die Fluoreszenzen zeigen einen dhnlichen Trend: Statt einer starken Verschiebung der Maxima mit
Templat, weisen alle Proben ein Maximum bei ca. 626 nm auf (Abbildung 51). Nur die Kombination
Pe-PhEt-daA und Ty zeigt in beiden Losungen eine schwache Blauverschiebung von 10 nm, was ein
Indiz fiir eine selektive Bindung sein kann. Da bereits festgestellt wurde, dass die Phenylen-Gruppe
das Perylen elektronisch von der Nukleobase entkoppelt, ist das Ausbleiben grofierer Verschiebungen
wenig verwunderlich. Interessant ist allerdings die mehr als verdoppelte Intensitéit des daA-Farbstoffs

in Puffer im Vergleich zur ungepufferten Losung.
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Abbildung 51: Fluoreszenzspektren der Anlagerungsexperimente von Pe-PhEt-dU und Pe-PhEt-daA an dAz20 und T2o in
Wasser (links) und Puffer (rechts). Durchgezogene Linien entsprechen den korrekten Templaten, gestrichelte den
Kontrollexperimenten mit ,falschem® und ohne Templat (Aexc = 420 nm, Farbstoff 45 uM, Templat 1,5 uM, Puffer: NaCl
250 mM, NaP; 10 mM).

Die ersten, deutlichen Resultate liefert erst die CD-Spektroskopie (Abbildung 52). Wiahrend
Pe-PhEt-dU wie Pe-Et-dU kaum eine CD-Aktivitat aufweist, ist diese fiir Pe-PhEt-daA stark ausgepragt.
In Wasser ist zunachst kein Unterschied zwischen den Templaten und ohne Templat zu erkennen,
allerdings ist das CD-Signal mit Tz in Puffer deutlich stirker als ohne Templat oder mit dAz. Es ist
ebenfalls keine excitonische Kopplung im Perylen-Bereich zu sehen, doch im Vergleich mit Pe-Et-daA
ist die helikale Anordnung der Nukleobase umgekehrt. Das Fehlen eines Nulldurchgangs im Perylen-
Bereich kann geometrisch erklart werden. In einer idealen Anlagerung sind die Konjugate helikal am
Templat zueinander orientiert und #hneln einer Wendeltreppe. Durch die zusitzliche Phenylen-
Gruppe stehen die Perylen-Reste weiter aus der Mitte der Templat-Achse hervor und haben deshalb
einen grofleren Abstand zueinander als es bei Pe-Et-daA der Fall ist. Ist dieser hinreichend grof,
konnen sie frei rotieren und verhindern so eine effektive Wechselwirkung der einzelnen -
Elektronenwolken benachbarter Konjugate. Durch diese Entkopplung der Perylen-Einheiten sind

zusitzlich benachbarte Konjugate weniger aneinandergebunden, wodurch alternative Orientierungen
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der Nukleobasen erméglicht werden. Dieses Gedankenexperiment wird durch die umgekehrte

Chiralitat der Nukleobasen, die im CD-Spektrum bei 250 — 370 nm sichtbar ist, gestiitzt.
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Abbildung 52: CD der Anlagerungsexperimente von Pe-PhEt-dU und Pe-PhEt-daA an dAzo und T20 in Wasser (links) und
Puffer (rechts). Durchgezogene Linien entsprechen den korrekten Templaten, gestrichelte den Kontrollexperimenten mit
Jfalschem® und ohne Templat (Farbstoff 45 pM, Templat 1,5 uM, Puffer: NaCl 250 mM, NaPi 10 mM).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die daA-Konjugate deutlich stirker mit dem
gewiinschten Templat wechselwirken als die dU-Konjugate. Diese Wechselwirkung wird in
Phosphatpuffer zusatzlich verstarkt, was vor allem in den CD-Spektren ersichtlich wird. Auch die dU-
Konjugate zeigen geringfiigig eine spezifische Wechselwirkung mit dem komplementiaren Templat,
jedoch deutlich schwicher und in Puffer werden diese komplett unterdriickt. Ausgehend von einer
kinetischen Hemmung der Anlagerung von dU an dA, weshalb diese in Puffer nicht gebildet wird,
kommt die Frage nach der Temperatur auf. Wenn eine mogliche, kinetische Barriere erst durch
Erwérmen tiberwunden wird und dann eine Anlagerung von dU an dA stattfindet, konnte diese
ebenfalls in Puffer stabilisiert werden. Abgesehen vom Einfluss des Losungsmittels konnte dariiber

hinaus gezeigt werden, dass die Fahigkeit zur spezifischen Anlagerung mit den Linkern von Et zu PhEt

abnimmt.
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3.3  Einfluss der Temperatur

Um den Einfluss der Temperatur auf das Anlagerungsverhalten zu analysieren, wurden Proben fiir
eine Stunde auf 80 °C erhitzt und anschlielend iiber Nacht langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt.
Diese Methode gleicht der Hybridisierung gewohnlicher Oligonukleotide zu Doppelstrangen und wird
normalerweise angewendet, um eventuelle Fehlpaarungen von selbstkomplementiren Bereichen zu
offnen. Durch das langsame Abkiithlen wird dann die thermodynamisch bevorzugte Konformation
ausgebildet, welche in der Regel den entsprechenden Doppelstrang darstellt. In diesem Kontext sollen
mogliche Farbstoffaggregate aufgebrochen werden, die durch die geringe Loslichkeit in Wasser

gebildet werden.

In Abbildung 53 sind CD-Spektren der Anthracen- und Sensibilisator-Konjugate zu sehen, jeweils mit
dem komplementiren und ohne Templat. Die Proben ohne Inkubation (links) weisen keine
Unterschiede mit und ohne Templat auf und liefern hauptsachlich negative Signale. Nach Inkubation
bei 80°C (rechts) verdndert sich das Spektrum deutlich, insbesondere bei PA-PhEt-dU und
I;B-PhEt-dU. Bei ersterem besitzen beide Proben eine Feinstruktur, die dem Absorptionsspektrum sehr
ahnelt, allerdings ist die templierte Probe leicht bathochrom verschoben und hat zwei Nulldurchgiange
bei 304 nm und 338 nm, was ein Zeichen fiir die Kopplung der Nukleobasen ist. Bei I,B-PhEt-dU ist
kein Signal des Kontrollexperiments ohne Templat sichtbar, jedoch bildet sich mit Templat im
BODIPY-Bereich ein positiver COTTON-Effekt aus, der ein klarer Hinweis auf die Kopplung der
Farbstoft-Reste ist. PA-Et-dU ist in allen Messungen dagegen CD-inaktiv und ist neben Pe-Et-dU ein
weiteres Beispiel dafiir, dass die rein ethinylenverkniipften dU-Konjugate keine chiralen
Chromophorstapel bilden. PtP-PhEt-daA bildet nur schwache Signale aus, jedoch kann auch hier mit
Templat eine excitonische Kopplung im Bereich der SORET-Bande bei 400 nm identifiziert werden, die

ohne Templat nicht zu beobachten ist.

Abgesehen von PA-Et-dU zeigen alle anderen Konjugate einen signifikanten Einfluss der Temperatur
auf die Anlagerung. Diese haben alle gemeinsam, dass sie mit einer PhEt-Einheit verkniupft sind,
wogegen PA-Et-dU nur eine Et-Einheit besitzt. Im Anschluss werden die gleichen Experimente mit
den Perylen-basierten Konjugaten diskutiert, wobei die Inkubation sowohl in Wasser als auch in

Pufferlosung durchgefiihrt wurde.
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Abbildung 53: CD-Spektren der Anlagerungsexperimente von PA-PhEt-dU, PA-Et-dU, I2B-PhEt-dU und PtP-PhEt-daA in
Wasser ohne Inkubation (links) und mit Inkubation bei 80 °C (rechts). Durchgezogene Linien entsprechen den korrekten
Templaten, gestrichelte den Kontrollexperimenten ohne Templat (Farbstoff 45 uM, Templat 1,5 uM).

Die Inkubation von Pe-Et-daA in Wasser hat sehr unterschiedliche Wirkungen, abhingig vom
Templat. Ohne Templat sind keine Verdnderungen zur nicht inkubierten Probe zu beobachten, mit
dAy kehrt sich jedoch die Orientierung der Nukleobase um, was durch das CD-Signal bei 260 — 300 nm
gezeigt wird (Abbildung 54 oben, links). Mit dem korrekten Templat Tz sind zwar die
Vorzeichenwechsel identisch zur nicht inkubierten Probe, allerdings verstarkt sich das CD-Signal der
Nukleobase um mehr als das Vierfache. In Puffer fallt diese Verstarkung geringer aus und unter
Verlust der Perylen-Orientierung (oben, rechts). Interessant ist das starke CD-Signal der templatfreien
Probe, welches von -70 bis +60 mdeg den grofiten Bereich einnimmt. Da die gepufferte Umgebung
sehr ungiinstig fiir die Konjugate ist, konnen auch organisierte Aggregate der Konjugate moglich sein,
wie beispielsweise Mizellen. In solchen Mizellen sind die Perylenreste eng gepackt, weshalb eine
bestimmte Orientierung nicht erméglicht wird und somit auch kein CD-Signal im Perylen-Bereich zu
erkennen ist. Das CD-Signal von Pe-Et-dU ist nach wie vor sehr schwach, allerdings wird bei
genauerer Betrachtung des Perylen-Bereichs eine schwache excitonische Kopplung mit dAg und Tao

sichtbar, die ohne Templat ausbleibt.

Dieser Trend kehrt sich bei den PhEt-verkniipften Konjugaten um. Die CD-Signale der Pe-PhEt-daA
Proben sind dhnlich der nicht inkubierten Proben und im Phosphatpuffer ist kein Unterschied mehr
zwischen dAzo und Tz zu sehen (unten, rechts). Dafiir ist im wéssrigen Milieu, indem zuvor keine
Unterscheidung moglich war, in diesem Fall das CD-Signal der Tz-Probe bei 410 — 450 nm
abgeschwicht (unten, links). Die starken Verdnderungen im Perylen-Bereich fiir Pe-Et-daA sowie
Pe-PhEt-daA lassen eine Degradation des Farbstoffs vermuten. Dem entgegen bildet Pe-PhEt-dU nach

Inkubation in Wasser starke Signale von 350 — 500 nm aus, allerdings nur mit den Templaten dAaz
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und Tz. Diese unterscheiden sich nicht voneinander und haben ein umgekehrtes Vorzeichen zu
Pe-PhEt-daA. In Puffer wird ebenfalls ohne Templat ein CD-Signal erhalten, das mit dem falschen
Templat, Tz, tbereinstimmt. Nur die Probe mit dAz unterscheidet sich und zeigt &hnliche
Degradationsprozesse wie Pe-PhEt-daA. Diese reproduzierbar gegenlaufigen Resultate erschweren

eine genauere Interpretation, doch unterstreichen im Konsens die gravierenden Einfliisse der

Inkubation.
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Pe-Et-dU 60 Puffer 80°C
207 ~ - ohne DNA Pe-Et-dU
—dA,, 404 — — ohne DNA
10 ——dA,,
| Ty e T
. 201 20
_ o] e Om— .
o /\- -~ o .
° /< L B ° i
E.104" £ 0 - = : -
® . ®
204 - 1 /\\ -204
) Pe-Et-daA Pe-Et-daA
ohne DNA | N2 40- ohne DNA
-30 ----dA, Tv Yom ----dA,
4 4
-40 Too -60 - — Ty
T T T T T T T 1 T T T T T T T
300 400 500 600 300 400 500 600
A [nm] A [nm]
- Wasser 80°C Puffer 80°C
30 - . Pe-PhEt-dU Pe-PhEt-dU
. — — ohne DNA — — ohne DNA
201 ——dA, —dA,,
10~ s
= : .
3 0 I Y | L e
£ G
~
-10 - >
L Pe-PhEt-daA
28 -10 1 - .
201 . ohne DNA e Phoi;cejaé\NA
N ....:AZO -15 .
% -20 1 — Ty
T T T T T T T T
300 400 500 600 300 400 500 600
A [nm] A [nm]

Abbildung 54: CD-Spektren der Anlagerungsexperimente von Pe-Et-dU, Pe-Et-daA (oben), Pe-PhEt-dU und Pe-PhEt-daA
(unten) an dAz2o und T2 in Wasser (links) und Puffer (rechts) nach Inkubation bei 80 °C. Durchgezogene Linien entsprechen
den korrekten Templaten, gestrichelte den Kontrollexperimenten mit ,falschem” und ohne Templat (Farbstoff 45 uM,
Templat 1,5 uM, Puffer: NaCl 250 mM, NaPi 10 mM).

Um dennoch das Verhalten der Proben besser verstehen zu konnen, wurden zusatzlich
Fluoreszenzspektren nach Inkubation aufgenommen (Abbildung 55). Die Fluoreszenz von Pe-Et-daA

in Wasser (oben, links) ist unverandert mit dAz und ohne Templat. Mit Ty ist eine dhnliche
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Verschiebung zu beobachten, jedoch mit geringerer Intensitat als in der nicht inkubierten Probe.

Verglichen mit den nicht inkubierten Proben ist die Fluoreszenz von Pe-Et-dU doppelt so intensiv und

zeigt fur die templierten Messungen eine Schulter bei 590 nm, die mit dAg stirker ansteigt. In

Pufferlosung (oben, recht) steigt die Fluoreszenz bei 470 nm nochmals an, allerdings nimmt die besagte

Schulter ab und es ist keine Unterscheidung zwischen den drei Proben mehr moglich. Auch die

charakteristische Fluoreszenz von Pe-Et-daA mit Ty ist verandert und gleicht, abgesehen von einer

geringen Blauverschiebung des Maximums, den Proben mit dAzo und ohne Templat. Dabei dhnelt die

Messung in Puffer mit Inkubation den nicht inkubierten Proben mit Pe-PhEt-daA in Wasser.
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Abbildung 55: Fluoreszenzspektren der Anlagerungsexperimente von Pe-Et-dU, Pe-Et-daA (oben), Pe-PhEt-dU und
Pe-PhEt-daA (unten) an dAz20 und T2 in Wasser (links) und Puffer (rechts) nach Inkubation bei 80 °C. Durchgezogene Linien
entsprechen den korrekten Templaten, gestrichelte den Kontrollexperimenten mit ,falschem® und ohne Templat (Farbstoff

45 uM, Templat 1,5 pM, Puffer: NaCl 250 mM, NaPi 10 mM).
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Die Fluoreszenzspektren von Pe-PhEt-dU liefern ebenso interessante Resultate, wie die CD-Spektren.
Waihrend die Fluoreszenz von Pe-PhEt-daA, bis auf unterschiedliche Intensitaten, identisch zur nicht
inkubierten Probe ist, hat sich in allen Messungen mit Pe-PhEt-dU eine sonderbare Feinstruktur
ausgebildet, die sehr der Absorptionsfeinstruktur dhnelt. In Wasser (unten, links) kann dabei kein
Unterschied in der Wahl des Templats festgemacht werden, jedoch deutlich in Puffer (unten, rechts).
Die Maxima von 470 — 560 nm sind abgesenkt und stattdessen das Maximum bei 605 nm erhoht. Die

Fluoreszenz mit Tz gleicht dagegen der ohne Templat.

Zusammen mit den Ergebnissen der CD-Spektroskopie lassen sich einige Trends formulieren. Die
Aggregate der Et-verkniipften Farbstoffe werden, bis auf ein verstarktes CD-Signal im Bereich der
Nukleobase fiir Pe-Et-daA mit Tz, nur gering durch das Erhitzen in Wasser beeinflusst. Nur in
Pufferlosung finden starke Verdnderungen statt, was besonders in der Fluoreszenz deutlich wird. Bei
den PhEt-verkniipften Farbstoffen nimmt die CD-Aktivitat von Pe-PhEt-dU signifikant durch die
Inkubation zu und auch die Fluoreszenz andert sich massiv unter Bildung einer definierten
Feinstruktur. Verglichen mit den nicht inkubierten Proben, sind dies klare Indizien dafiir, dass die
Anlagerung bei Raumtemperatur kinetisch gehemmt ist und erst durch die Inkubation ermdglicht
wird.[1% Im Gegensatz dazu nimmt sowohl die Feinstruktur im CD-Spektrum als auch die
Fluoreszenzintensitiat von Pe-PhEt-daA ab, was ein Hinweis auf eine Degradation des Chromophors
sein kann. Da auch in dieser Messreihe die Ph-verkniipften Chromophore keinen Einfluss durch die

Temperatur zeigten, wurden diese nicht graphisch dargestellt.
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34  Vergleich der verwendeten Chromophore

In den letzten Kapiteln wurden verschiedene Einfliisse, wie Probenpréparation, Losungsmittel und
Temperatur, auf die Konjugate untersucht und diese bereits teilweise miteinander verglichen. In
diesem Kapitel soll nun der Schwerpunkt auf der Bertrachtung aller Chromophore liegen, wobei die

bisher weniger genannten verstarkt behandelt werden.

Eine klare Schlussfolgerung aus den vorangegangenen Experimenten ist die bessere Erkennung
zwischen daA und T im Gegensatz zu dU und dA bei Raumtemperatur. Das bestatigen die
Anlagerungsversuche mit PtP-PhEt-daA, PA-PhEt-dU und PA-Et-dU. Ersteres zeigt nicht nur
spektroskopisch, sondern auch durch die Farbigkeit, eine nahezu vollstindige Fallung ohne Tz
(Abbildung 56 rechts). Diese verbesserte Selektivitat ist dabei der zweiten Aminogruppe

zuzuschreiben, durch welche nur die Bindung an T, bzw. U, begiinstigt wird.

40 1 PtP-PhEt-daA in Wasser
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Abbildung 56: Links: Absorptionsspektren der Anlagerung von PtP-PhEt-daA (45 pM) an dAzo und Tzo (1,5 pM) nach
Zentrifugation. Durchgezogene Linien entsprechen den korrekten Templaten, gestrichelte den Kontrollexperimenten mit
Jfalschem® und ohne Templat. Im Vergleich dazu die unzentrifugierte Probe ohne DNA (grau). Rechts: Fotografie der
zentrifugierten Proben.

Bei den dU-Konjugaten ist dagegen kein eindeutiger Trend in Bezug auf das gewihlte Templat
erkennbar. Wie bereits bei Pe-Et-dU und Pe-PhEt-dU gezeigt, ist auch bei den Phenylanthracen-
Analoga PA-PhEt-dU und PA-Et-dU kein einheitliches Verhalten zu erkennen (Abbildung 57).
PA-Ft-dU besitzt mit dAz eine geringfiigig hohere Loslichkeit als Tz und ist ohne Templat am
geringsten 16slich (links). Interessanterweise sind die Absorptionsmaxima aller drei zentrifugierten
Proben auf die gleiche Weise um 2 nm hypsochrom verschoben, weshalb auch hier eine selektive
Anlagerung fraglich ist. Dementgegen ist bei PA-Et-dU die geringste Loslichkeit mit dAzo gegeben und

nur ohne Templat bleibt der Chromophor vollstdndig in Losung. Solch ein Ergebnis kann durch eine
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Koprazipitation mit dem Templat beschrieben werden, allerdings ist auch in diesem Fall keine

signifikante Selektivitat zu beobachten.
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Abbildung 57: Absorptionsspektren der Anlagerungen von PA-PhEt-dU (links) und PA-Et-dU (rechts, 45 uM) an dAz2o und
T2o (1,5 uM) nach Zentrifugation. Durchgezogene Linien entsprechen den korrekten Templaten, gestrichelte den
Kontrollexperimenten mit ,falschem® und ohne Templat. Da in der Messung Pe-Et-dU mit dAzo (rechts, rote Linie) der
Lampensprung des Geréts bei 319 nm zu sehen war, wurde dieser nachtraglich entfernt.

Ein génzlich anderes Verhalten ist bei der Anlagerung von IB-PhEt-dU zu betrachten (Abbildung 58).
In diesem Fall bleibt die Verbindung mit allen falschen Templaten und ohne Templat moderat geldst
und fallt nur mit dAz grofitenteils aus. Durch diesen deutlichen Unterschied ist hier schon eher von
einer Selektivitat zu dAzo zu sprechen, die auch bereits durch CD-Spektren (Abbildung 53), nach

Inkubation bei 80 °C, nachgewiesen wurde.

Somit lasst sich sagen, dass das Anlagerungsverhalten der dU-Konjugate gravierend durch den
gebundenen Chromophor beeinflusst wird und eine Vorhersage praktisch nicht moglich ist. In den
meisten Féllen konnen zwar Unterschiede zwischen Experimenten mit und ohne Templat gezeigt
werden, allerdings mit keiner eindeutigen Selektivitat zu dAg. Fir die Perylen-Konjugate gilt, dass
sowohl mit dU als auch daA die beste Selektivitiat durch die Ethinylenkonjugation erreicht wird. Nur
mit dC konnte diese nicht eindeutig erhalten werden. Dies ist vermutlich auf alternative Basenpaarung
mit den ,falschen® Templaten zuriickzufithren. Die PhEt-verkniipften Konjugate zeigen ebenfalls
Potential in Anlagerungsversuchen, jedoch ebenfalls keinen eindeutigen Trend. Wahrend Pe-PhEt-dU
nur durch Inkubation eine Unterscheidung der Termplate erméglicht, ist das bei Pe-PhEt-daA genau
umgekehrt der Fall. In den CD-Spektren zeigt PA-PhEt-dU nur einen schwachen Unterschied mit
Templat, IB-PhEt-dU dagegen deutlich die Ausbildung von geordneten Assemblierungen, die ohne

Templat nicht entstehen.
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Abbildung 58: Absorptionsspektren der Anlagerung von I2B-PhEt-dU (45 uM) an dAzo, dCa0, dGzo und Tzo (1,5 uM) nach
Zentrifugation. Durchgezogene Linien entsprechen den korrekten Templaten, gestrichelte den Kontrollexperimenten mit
Lfalschem“ und ohne Templat. Im Vergleich dazu die unzentrifugierte Probe ohne DNA (grau).

In den folgenden Kapiteln werden die Farbstoffe auf ihr Potential in der Aufkonversion von Licht
untersucht, wobei auch die hier nicht erwdhnten Ph-verkniipften Konjugate naher betrachtet werden.
Diese zeigten in allen Anlagerungsversuchen keine Aktivitdt, weshalb eine Diskussion der
Verbindungen Pe-Ph-dU und Pe-Ph-daA ausblieb. Die jeweiligen Spektren befinden sich zur
Vollstandigkeit im Anhang dieser Arbeit.
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IV TTA-Aufkonversion

1 Einstellung der Parameter mit DPA und PtOEP

Die TTA-Aufkonversion ist ein sehr aktuelles Thema und deshalb sind die Messmethoden noch nicht
ausreichend etabliert. Allein die Wahl der Lichtquelle variiert von einfachen LEDs und
Halogenlampen iiber LASER bis hin zu Sonnenlicht. Im theoretischen Hintergrund wurde dabei auch
die Grenzintensitat Iy, genannt, welche eine entscheidende Grof3e fiir solche Systeme darstellt. Diese
kann Werte von <1 — 1000 mW/cm? annehmen, weshalb auch die Wahl der Lichtquelle entscheidend
ist. Die hier beschriebenen Messungen wurden an einem Fluoromax-4 mit Langpassfilter (GG455,
3mm, SCHOTT) durchgefiihrt, wobei die Belichtungsintensitat in der Probenkammer gemessen wurde,
welche zwischen 0,5 - 3 mW/cm? liegt. Da keine grofieren Intensitdtsbereiche eingestellt werden
konnten, wurden auch keine Ii,-Werte bestimmt. Aus diesem Grund findet im Rahmen dieser Arbeit

eine rein qualitative Beschreibung der Chromophore relativ zueinander statt.

In ersten Experimenten wurde das etablierte System DPA und PtOEP verwendet, um die Messbarkeit
am Gerét zu priifen. Zum Vergleich wurde zusatzlich statt PtOEP auch PdOEP verwendet und sowohl
Emissionsspektren, als auch Anregungsspektren aufgenommen (Abbildung 59 links). Beide
Sensibilisatoren zeigen eine erfolgreiche Energieiibertragung auf den Emitter DPA, jedoch ist bei den
gleichen Bedingungen PtOEP bedeutend effizienter (rechts). Deshalb wurden die meisten
nachfolgenden Experimente mit PtOEP (Aexc =535nm) durchgefithrt, obwohl mit PdOEP

(Aexc = 545 nm) eine groflere Anti-STOKES-Verschiebung erzielt wurde.
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Abbildung 59: Links: normierte Emissionsspektren (durchgezogene Kurven, Aexc = 535 nm (PtOEP); 545 nm (PdOEP)) und

Anregungsspektren (gestrichelte Kurven, Aem = 430 nm) mit dem Emitter DPA und den Sensibilisatoren PtOEP und PdOEP,
rechts: Emissionsspektren bei gleicher Konzentration (DPA 15 mM, XOEP 150 pM in DMSO:Toluol 2:1).
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Ein weiterer, entscheidender Aspekt ist die Probenpréaparation, da TTA-basierte Systeme extrem
sauerstoffempfindlich sind. Dazu wurden verschiedene Entgasungsmethoden durchgefiihrt, deren
Resultate in Abbildung 60 dargestellt sind. Die Entgasung mittels Freeze-Pump-Thaw im
geschlossenen System (violette Kurve) liefert zwar die besten Werte, jedoch werden spezielle
Entgasungskiivetten benétigt. Wird dieselbe Entgasung in einem Rundkolben durchgefiithrt und
anschlieffend mit einer Spritze in die Kuvette uiberfithrt, hat die Losung trotz Argon-Gegenstrom
genug Kontakt mit Luftsauerstoff, um das System zu 16schen (griine Kurve). Dementsprechend zeigt
auch eine Entgasung mittels Argon-Injektion im Ultraschallbad bei bis zu einer Stunde nur sehr
geringe DPA-Fluoreszenz (blaue Kurve). Eine andere Moglichkeit stellt die Verwendung von
sogenannten O-Scavengern dar, welche in der Lage sind, mit Singulett-Sauerstoff zu reagieren und
diesen somit unschédlich zu machen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dafiir Bis(methylthio)methan
(BMTM) verwendet. Ein Vergleich der Proben mit Scavenger (orangefarbene Kurve) und ohne (violette
Kurve) zeigt einen signifikanten Anstieg der DPA-Fluoreszenz, der zuséitzlich die typische Anthracen-

Feinstruktur aufweist.
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Abbildung 60: Emissionsspektren der Aufkonversionsexperimente mit DPA und PtOEP mit verschiedenen
Entgasungsmethoden (links) und dem Einfluss des Oz2-Scavengers BMTM (rechts). Die violetten Kurven beider Graphen

entsprechen identischen Bedingungen. Bei der Entgasung im Kolben (griine Kurve) wurde die Losung anschlieffend im
Argon Gegenstrom in eine Kiivette iiberfithrt (DPA 15 mM, PtOEP 150 uM, BMTM 3,33 mM in Toluol, Aexc = 535 nm).

Wie sich in einigen Experimenten herausstellte, verursacht die Entgasung mittels Freeze-Pump-Thaw
teilweise grofle Schwankungen in der Reproduktion, weshalb spitere Messungen ohne Entgasung
durchgefithrt wurden. Stattdessen wurden verschlielbare Kiivetten verwendet und vorher fiir

5 — 10 min bei 560 nm belichtet, um den gel6sten Sauerstoff mit BMTM unschédlich zu machen.
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2 Vergleich der Farbstoffe

21 PA-PhEt-dU, PA-Et-dU und PtP-PhEt-daA

In der Charakterisierung der Farbstoffe konnte bereits gezeigt werden, dass die Kniipfung an ein
Nukleosid fiir PA-PhEt-dU und PtP-PhEt-daA sowohl in der Absorption und Fluoreszenz als auch in
der Fluoreszenzquantenausbeute keine Veranderung bewirkte, was auf die PhEt-Verkniipfung
zuriickzufithren ist. Nur bei PA-Et-dU sind die Spektren durch die reine Et-Verkniipfung deutlich
rotverschoben, jedoch resultierten teilweise hohere Quantenausbeuten als bei DPA. In der TTA-
Aufkonversion zeigen PA-PhEt-dU und PtP-PhEt-daA allerdings im Vergleich zum Referenzsystem
mit DPA und PdOEP (Abbildung 61) eine nahezu vollstindig geloschte Fluoreszenz bei 440 nm. Das
bereits im letzten Kapitel gezeigte System liefert in Benzol ein deutlich abweichendes
Anregungsspektrum als in DMSO/Toluol (2:1), wodurch der Einfluss des Losungsmittels erneut
hervorgehoben wird. Mit Blick auf die Quantenausbeuten wird ersichtlich, dass die daA-Konjugate in
DMSO geloscht werden, was vermutlich auch auf den Triplettzustand des PtP-PhEt-daA zutrifft.
Deshalb wurden nachfolgende Messungen statt in reinem DMSO in einem Gemisch aus 20 % DMSO
und 80 % Chloroform durchgefithrt. Der DMSO-Anteil von 20 % wurde gewahlt, um eine Loslichkeit
der Chromophore zu garantieren. Diese Experimente wurden in verschlossenen Kiivetten

durchgefiihrt, welche vor den Messungen jeweils fiir 5 Minuten und 10 Minuten belichtet wurden.

1,04 DPA + PAOEP  « 1,0
e :‘. ‘e
=== exc o .
0!8 7 : . 0,8 - : .
3 & 3 P
S, 0,6 e S 0,61 4 P
£ o £ , . '
¢ ] : ¢ x :
047 Lo 04- ol
. oo [ \
1 . - o '
0.2 N : 0.2 PA-PhEt-dU + PtP-PhEt-daA
.’ . —em "
K . ----exc AR YO
0,0 T T T T ‘- 0,0 T T T T T 1
400 440 480 520 560 400 440 480 520 560 600
A [nm] A [nm]

Abbildung 61: Normierte Emissionsspektren (durchgezogene Kurven, Aexc = 536 nm) und Anregungsspektren (gestrichelte
Kurven, Aem = 430 nm (DPA); 440 nm (PA-PhEt-dU)) mit DPA und PtOEP (links) und den Nukleosiden PA-PhEt-dU und
PtP-PhEt-daA (rechts). (DPA 15 mM, PtOEP 150 uM in Benzol; PA-PhEt-dU 150 pM, PtP-PhEt-daA 4 uM in DMSO)

Die Experimente wurden zum Vergleich mit PtOEP und PtP-PhEt-daA durchgefiithrt und sind in
Abbildung 62 zusammengefasst. In allen Fillen ist eine komplette Inaktivitat von PtP-PhEt-daA zu

erkennen, wogegen mit PtOEP erfolgreiche Aufkonversionen erreicht werden. Ohne Belichtung ist in
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allen Fallen keine Anthracen-Fluoreszenz zu beobachten, dies stimmt mit den Referenzexperimenten
tiberein. Allerdings nimmt bei einer Belichtung von 10 Minuten die Fluoreszenz wieder ab, obwohl
theoretisch eine geringere O:-Konzentration vorliegen sollte als nach 5 Minuten. Eine mdgliche
Erklarung konnte die Degradation des Farbstoffs sein, da die Leistung der Belichtungsapparatur mit
>100 mW deutlich tiber der des Fluoreszenzspektrometers liegt. Im Vergleich von DPA (links) mit
PA-PhEt-dU (mitte) ist zwar ein Verlust der Feinstruktur zu erkennen, jedoch werden geringfiigig
hohere Intensitaten, sowohl bei 5 Minuten als auch bei 10 Minuten Belichtung, erzielt. Umgekehrt
besitzt PA-Et-dU (rechts) eine definiertere Feinstruktur als DPA, jedoch auch eine geringere Intensitét
nach 5 Minuten. Dabei scheinen beide Nukleosid-Konjugate eine erhchte Photostabilitat aufzuweisen,
da in beiden Fallen nach 10 Minuten eine groflere Fluoreszenzintensitat als bei DPA vorliegt. Die
geringe, aber dennoch erkennbare Fluoreszenz von PA-Et-dU ohne Belichtung ist deckungsgleich mit

allen PtP-PhEt-daA Messungen und deshalb auf eine direkte Anregung des Farbstoffs zuriickzufiihren.
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Abbildung 62:Emissionsspektren der Aufkonversionsexperimente mit DPA (links), PA-PhEt-dU (mitte) und PA-Et-dU
(rechts), jeweils mit PtOEP und PtP-PhEt-daA. Die Proben wurden zuvor fiir X min bei 560 nm belichtet, um restlichen
Sauerstoff mit BMTM zu entfernen (Emitter 100 uM, Sensibilisator 2 pM, BMTM 3,33 mM in Chloroform mit 20 % DMSO,
Aexc = 536 nm).

Alle Versuche, eine Aufkonversion in selbstassemblierten DNA-Aggregaten zu erreichen, blieben
erfolglos, was grofitenteils dem inaktiven PtP-PhEt-daA zuzuschreiben ist. Da PtOEP in Wasser nicht
und in DMSO nur gering 16slich ist, konnte auch damit keine Aufkonversion in Wasser erzielt werden.
Gleichwohl zeigen die beiden Emitter PA-PhEt-dU und PA-Et-dU vielversprechende Eigenschaften,

die einen Einsatz in Aufkonversionssystemen ermdglichen.
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2.2 Perylen-Nukleoside und I,B-PhEt-dU

Um eine Desaktivierung des Sensibilisators, wie am Beispiel von PtP-PhEt-daA, zu vermeiden, wurde
LBODIPY an dU gekniipft. Im Gegensatz dazu wurde diesmal der Emitter zusétzlich an daA gekniipft,
da die Verwendung zweier verschiedener Nukleobasen essentiell fiir eine sequenzspezifische
Anlagerung der Farbstoffe ist. Erste Experimente mit Pe-Ph-dU und I,B-PhEt-dU zeigen nicht nur die
Fahigkeit zur Aufkonversion, sondern auch ein nahezu identisches Verhalten des Sensibilisator-

Konjugats zu ,LBODIPY (Abbildung 63) und stehen damit in Kontrast zu PtOEP.
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Abbildung 63: Emissionsspektren (durchgezogene Kurven, Aexc = 536 nm) und Anregungsspektren (gestrichelte Kurven,

Aem = 477 nm) mit Pe-Ph-dU und IzBODIPY (links), bzw. 2B-PhEt-dU (rechts) (Pe-Ph-dU 150 pM, Sensibilisator 1,5 pM in
DMSO).

Bevor die verschiedenen Konjugate miteinander verglichen werden, sollen zunichst weitere,
grundlegende Eigenschaften, wie der Einfluss des Losungsmittels und der Entgasungsmethode,
betrachtet werden. Bereits das System DPA/PtOEP lieferte keine Aufkonversion in Wasser, was
zunichst dem daA zugeschrieben wurde. Zum Vergleich wurde das rein dU-verkniipfte System
Perylen/IBODIPY in verschiedenen Wasserkonzentrationen gepriift (Abbildung 64). Zusétzlich zur
Messung der entgasten Probe wurde diese beliiftet und wiederholt gemessen (gestrichelte Kurve).
Dabei zeigen reines DMSO und 1 % Wasser nahezu identische Ergebnisse. Bei 10 % Wasser ist eine
geringe Abnahme des Absorptionsmaximums zu erkennen, doch auch hier ist die Emission der von
reinem DMSO sehr #hnlich. Erst die beliiftete Probe verzeichnet einen deutlichen Verlust der
Fluoreszenzintensitit. Einen signifikanten Unterschied liefert die Probe mit einem Gehalt von 50 %
Wasser: Wihrend die Absorption im Maximum nahezu auf die Hélfte abnimmt und eine Erhéhung
der Grundlinie stattfindet, kann in der Emission keine Aktivitit des Systems mehr beobachtet werden.

Auch die Beliiftung der Probe verursacht keine weitere Abnahme der Emission, wodurch diese
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Beobachtung gestiitzt wird. Die Erh6hung der Grundlinie in der Absorption ist ein deutliches Zeichen
fiir Aggregation, welche vermutlich an der Loschung der Fluoreszenz mit verantwortlich ist. Auch mit
diesem System wurden Versuche in Wasser mit DNA-Templaten durchgefithrt, die keine
Aufkonversion zeigten, womit erwiesen ist, dass nicht nur das Nukleosid daA problematisch ist.
Vermutlich ist durch die hohe Polaritit des Wassers ein strahlungsloser Zerfall der angeregten

Zustande begiinstigt, was eine Anwendung mit DNA als Templat erschwert.
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Abbildung 64: Absorptionsspektren (links) und Emissionsspektren (rechts) der Aufkonversionsexperimente mit Pe-Ph-dU
und IzB-PhEt-dU bei verschiedenen Wasseranteilen in DMSO (Pe-Ph-dU 100 pM, I2B-PhEt-dU 2 uM, Aexc = 536 nm).
Gestrichelte Kurven entsprechen der gedffneten Kivette.

Dennoch koénnen einige Erkenntnisse aus den verschiedenen Konjugaten mit Blick auf die TTA-
Aufkonversion gewonnen werden. Abbildung 65 zeigt Aufkonversionsexperimente aller Perylen-
Farbstoffe mit LBODIPY. Um die Schwierigkeit der Reproduzierbarkeit hervorzuheben, sind alle
Experimente mit Wiederholungen abgebildet. Wéahrend mit PePh sehr dhnliche Intensitdten erhalten
werden, schwanken die Werte der Ph- und PhEt-verkniipften Konjugate um mehr als das doppelte.
Besonders empfindlich reagiert Perylen, welches bei geringsten Sauerstoffkonzentrationen bereits
vollstandig geloscht wird. Die Spektren von Pe-Et-dU und Pe-Et-daA weichen mit einer deutlich
starkeren Fluoreszenzintensitit von den restlichen Konjugaten ab. Durch die starke Bathochromie

beider Stoffe ist eine direkte Anregung bei 536 nm moglich, was durch die nachfolgenden Experimente

bestatigt wird.

73



TTA-Aufkonversion
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Abbildung 65: Emissionsspektren der Aufkonversionsexperimente aller dU-Konjugate (links), bzw. daA-Konjugate (rechts)
mit LBODIPY (Emitter 100 uM, I.BODIPY 2 pM, BMTM 3,33 mM in Chloroform mit 20 % DMSO, Aexc = 536 nm). Oben und
unten sind jeweils die gleichen Experimente wiederholt und sollen die Problematik der Reproduzierbarkeit verdeutlichen.

Die Ergebnisse der Belichtungen fiir die Perylenfarbstoffe sind in Abbildung 66 zusammengefasst. Da
auch hier bei Belichtungen von 10 Minuten die Fluoreszenz einheitlich abnimmt, wurde diese zur
besseren Ubersichtlichkeit weggelassen. Es wurden ebenfalls Belichtungen mit Pe-Et-dU und
Pe-Et-daA durchgefiihrt, allerdings zeigte sich kein Einfluss durch gelosten Sauerstoff, was auf eine
direkte Anregung der Farbstoffe hindeutet. Bei Betrachtung der Spektren fillt eine kontinuierliche
Abnahme der Fluoreszenzfeinstruktur auf, von Perylen tiber PePh zu den Ph-verkniipften und
schliefllich den PhEt-verkniipften Konjugaten. Nur Pe-PhEt-daA besitzt kein Fluoreszenzmaximum
mehr, stattdessen eine Schulter bei 484 nm. Die Rotverschiebung der Fluoreszenz durch den

Phenylring wurde bereits in der Charakterisierung behandelt. Die grofiten Fluoreszenzintensititen

74



TTA-Aufkonversion

werden mit PePh-dU und PePh-daA erreicht, direkt gefolgt von den PhEt-verkniipften Konjugaten,

wobei alle die des Perylens und PePh leicht iibersteigen. Zwischen der Sensibilisierung mit BODIPY

und dem dU-Konjugat sind zunéchst keine bedeutsamen Unterschiede zu erkennen. Alle Perylen-

Konjugate besitzen eine leicht verstarkte Fluoreszenz mit IBODIPY, allerdings zeigt Perylen eine

deutlich starkere Fluoreszenz mit I;BODIPY-dU.
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Abbildung 66: Emissionsspektren der Aufkonversionsexperimente mit allen Perylen-Farbstoffen, jeweils mit 2 BODIPY und
I2B-PhEt-dU. Die Proben wurden zuvor fiir X min bei 560 nm belichtet, um restlichen Sauerstoff mit BMTM zu entfernen
(Emitter 100 uM, Sensibilisator 2 pM, BMTM 3,33 mM in Chloroform mit 20 % DMSO, Aexc = 536 nm).

Vermutlich spielen dabei sowohl sterische Effekte als auch die Diffusion der beteiligten Verbindungen

eine Rolle. Da der Nukleosid-Rest nicht an den Aufkonversionsprozessen beteiligt ist, aber dennoch

die Diffusion erschwert, ist im Fall beider Konjugate die Fluoreszenz leicht abgeschwécht. Perylen und

PePh sind dagegen weniger in der Diffusion gehindert und kénnen leichter mit dem Sensibilisator
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reagieren. Durch die Nukleoside hat zuséatzlich die Orientierung von Sensibilisator zu Emitter eine
zunehmende Bedeutung. Da es sich sowohl beim TTET als auch beim TTA um DEXTER-Prozesse
handelt, sind kurze Distanzen von < 1 nm nétig. Treffen jedoch beide Nukleosid-Reste aufeinander,
sind die Chromophore zu weit voneinander entfernt. Daraus resultiert auch die verbesserte
Fluoreszenz von Perylen mit I;B-PhEt-dU als mit I,BODIPY, denn auch hier ist im Fall von ersterem
der Kontakt zweier Sensibilisatoren erschwert, was ansonsten zur Loschung der Triplettzustinde

fuhren kann.

Diese Ergebnisse verdeutlichen das Potential solcher Chromophor-Konjugate, welche in Hinblick auf
die Effizienz mit den unverkniipften Analoga konkurrieren. Auflerdem weisen dU- und daA-
Konjugate &hnliche Fluoreszenzen auf, was die urspriingliche Befiirchtung einer vollstandigen
Desaktivierung mit daA hinfallig macht. Allerdings war auch hier in keinem Fall die Realisierung eines
aufkonvertierenden DNA-Komplexes moglich, was auf die grofle Stérungsanfalligkeit des Systems
zuriickzufithren ist. Sowohl stark polare, organische Losungsmittel als auch Wasser verhindern eine
effektive Aufkonversion. In einem Anlagerungsversuch mit ladungsneutralem Templat in Chloroform
(20 % DMSO) konnte kein signifikanter Einfluss des Templats auf die Aufkonversionseffizienz
nachgewiesen werden (Abbildung 67). Aufgrund der Uberlappung mit dem Anregungslicht oberhalb

von 500 nm wurden, anstelle von Integralen, nur die Emissionsmaxima gegeneinander aufgetragen.

12 1,BODIPY 1,B-PhEt-dU

ohne
o

max L-U.]

Pe-Ph-dU Pe-PhEt-dU Pe-Ph-dU Pe-PhEt-dU (TMe)yg: X =T
Pe-Ph-daA Pe-PhEt-daA Pe-Ph-daA Pe-PhEt-daA
(dAMe),q: X = A

Abbildung 67: Auftragung der Fluoreszenzmaxima aller Perylen-basierten Emitter in Abhéngigkeit des Sensibilisators und
eines komplementiren Methylphosphonat-Oligonukleotid (XMe)zo (X = dA fiir dU-Konjugate, X = T fiir daA-Konjugate). Da
Pe-PhEt-daA kein lokales Maximum besitzt, wurde die Schulter bei 484 nm gew&hlt. Die Proben wurden zuvor 5 min bei
560 nm belichtet, um geldsten Sauerstoff mit BMTM zu entfernen (Emitter 100 uM, Sensibilisator 2 uM, BMTM 3,33 mM,
(XMe)20 5 pM in Chloroform mit 20 % DMSO, Aexc = 536 nm).
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Arbeiten iber DNA-basierte Filme zur technischer Anwendung verdeutlichen, dass die Prozessierung
einen elementaren Einfluss auf die Giite solcher Systeme hat.[1119] Ebenso zeigt diese Arbeit, dass
die Umsetzung DNA-templierter Aufkonversionssysteme theoretisch moglich ist, jedoch noch die
richtige Methodik gefunden werden muss. Sowohl die Anlagerung an Template, als auch die

Aufkonversion durch die Konjugate konnte erfolgreich nachgewiesen werden.
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2.3 Kombinationen

Nachdem die anthracen- und perylenbasierten Chromophore getrennt untersucht wurden, sollen
anschliefend Kombinationen zwischen den jeweiligen Emitter und Sensibilisatoren betrachtet
werden. Lediglich PtP-PhEt-daA wird aufgrund der generellen Inaktivitat ausgeschlossen. In
Abbildung 68 sind die Fluoreszenzmaxima der Anthracen-Chromophore gegen alle bisherigen
Sensibilisatoren aufgetragen. Das Vorzeigeexemplar DPA/PtOEP liefert mit einem relativen Wert von
70 Einheiten unangefochten die hochste Effizienz, wobei mit beiden BODIPY-Sensibilisatoren keine
Fluoreszenz detektiert wird. Zu dem hohen Wert mit PtOEP ist anzumerken, dass bereits geringste
Mengen an Sauerstoff nahezu quantitativ die Aufkonversion unterbinden, was auch in der
Untersuchung zu den Entgasungsmethoden gezeigt werden konnte. Auch PA-PhEt-dU ist nur mit
PtOEP aktiv, allerdings mit nur einem Zehntel der Effizienz von DPA. Dementgegen zeigt PA-Et-dU
auch geringe Aufkonversion mit beiden BODIPY-Sensibilisatoren und fast die doppelte Effizienz im

Vergleich zu PA-PhEt-dU.
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Abbildung 68: Auftragung der Fluoreszenzmaxima aller Anthracen-basierten Emitter in Abhéngigkeit des Sensibilisators.
Die Proben wurden zuvor 5 min bei 560 nm belichtet, um gel6sten Sauerstoff mit BMTM zu entfernen (Emitter 100 uM,
Sensibilisator 2 uM, BMTM 3,33 mM in Chloroform mit 20 % DMSO, Aexc = 536 nm).

In Abbildung 69 sind entsprechend die Werte fiir die Perylen-Chromophore zusammengefasst. Dabei
wurden alle Messungen identisch zu den Anthracen-Einheiten durchgefiithrt und kénnen in Relation
zueinander gesetzt werden. Zunédchst weisen alle auch mit PtOEP eine erfolgreiche Aufkonversion
auf, die dhnlich effizient ablduft, wie mit den BODIPY-Sensibilisatoren. Nur Perylen zeigt mit PtOEP
bedeutend geringere Resultate und hat auch als einziges eine bessere Effizienz mit I,B-PhEt-dU als mit
ILBODIPY. Die starkste Fluoreszenz wird durch die Kombination Pe-Ph-daA/I,BODIPY erhalten, dicht
gefolgt von Pe-Ph-dU/IBODIPY, wobei die Fahigkeit der Phenylen-Briicke, das Chromophorzentrum

elektronisch zu isolieren, ersichtlich ist. Die PhEt-verkniipften Konjugate sind nur unwesentlich
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schwicher fluoreszent als die Ph-verkniipften und erreichen mit PtOEP identische Intensititen wie
mit I,B-PhEt-dU. Wie auch bei DPA ist bei Perylen eine grofle Sauerstoffempfindlichkeit der
Aufkonversion zu beobachten, wohingegen die Konjugate selbst bei Beliftung der Kiivette nur
geringe Schwankungen zeigen. Dennoch ist DPA/PtOEP mit einem nahezu siebenmal hoheren

Fluoreszenzmaximum wie alle anderen Kombinationen deutlich effizienter.
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Perylen PePh Pe-Ph-dU Pe-Ph-daA Pe-PhEt-dU  Pe-PhEt-daA
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Abbildung 69: Auftragung der Fluoreszenzmaxima aller Perylen-basierten Emitter in Abhangigkeit des Sensibilisators. Da
Pe-PhEt-daA kein lokales Maximum besitzt, wurde die Schulter bei 484 nm gewihlt. Die Proben wurden zuvor 5 min bei
560 nm belichtet, um gelosten Sauerstoft mit BMTM zu entfernen (Emitter 100 pM, Sensibilisator 2 uM, BMTM 3,33 mM in
Chloroform mit 20 % DMSO, Aexc = 536 nm).

Bei dem Vergleich aller Kombinationen ist zu beriicksichtigen, dass der eigentliche Vorteil der
Konjugate, namlich die rdumliche Anordnung mittels DNA-Templat, noch nicht ausgenutzt wurde.
Sollte es moglich sein, die Anlagerungen in unpolaren Losungsmitteln, wie Chloroform, oder gar in

der Festphase zu etablieren, konnen diese Verhéltnisse eine vollig neue Gewichtung erfahren.
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V' Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Anthracen- und Perylen-Nukleosid-Konjugate am Beispiel
etablierter TTA-Aufkonversionssysteme synthetisiert und charakterisiert. Dabei wurde der
Schwerpunkt auf die optischen Eigenschaften, insbesondere Absorption, CD und Fluoreszenz, sowie
das Anlagerungsverhalten an DNA-Templaten unter verschiedenen Randbedingungen, gelegt. Es
konnte gezeigt werden, dass die Wahl des Linkers und der Nukleobase entscheidende Einfliisse auf
alle genannten Eigenschaften der Chromophore haben und diese teilweise nach Wunsch einstellbar
sind (Abbildung 70). Im Detail konnten die besten Anlagerungen, in Hinblick auf Selektivitat zum
komplementiren DNA-Templat, mit ethinylenverkniipften Chromophoren erzielt werden. Dagegen
lieferten phenylenverkniipfte Chromophore die besten optischen Eigenschaften mit den hochsten
Fluoreszenzquantenausbeuten. Mit Pe-PhEt-dU und Pe-PhEt-daA konnte gezeigt werden, dass die

Verkniipfung mit beiden Linkern einen guten Kompromiss zwischen diesen Eigenschaften darstellt.
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Abbildung 70: Strukturen der Perylen-Konjugate und Fotografie aller Perylen-Chromophore in Losung bei Tageslicht (oben)
und belichtet (unten).

In Anlagerungsexperimenten konnte fiir die phenylenverkniipften Konjugate keine Wechselwirkung
mit den DNA-Templaten, unabhingig von den Randbedingungen, festgestellt werden. In allen
anderen Fillen stellten sowohl Temperatur als auch Losungsmittelpolaritat entscheidende Faktoren
dar und ermoglichten teilweise erst bei bestimmten Kombinationen eine deutliche Wechselwirkung

mit den DNA-Templaten, welche insbesondere durch Fluoreszenz- und CD-Spektroskopie

80



Zusammenfassung

nachgewiesen wurden. Beispielsweise konnte mit Pe-PhEt-dU eine selektive Erkennung von dAg erst
nach Inkubation bei 80 °C in Puffer erreicht werden, welche besonders in der Fluoreszenz in Form
einer deutlichen Rotverschiebung sichtbar war. IB-PhEt-dU zeigte ebenfalls erst nach Inkubation bei
80 °C mit dAz einen ausgepragten COTTON-Effekt im CD-Spektrum, wogegen dieser ohne dAgo fehlte.
Abgesehen davon stellte sich heraus, dass eine Anlagerung zwischen daA-Nukleosid und Tz generell
selektiver und starker verlauft, als zwischen dU-Nukleosid und dAg. Dies ist auf die dritte
Wasserstoftbriicke durch die weitere Aminogruppe des daA zuriickzufithren. Besonders bei Pe-Et-daA
und PtP-PhEt-daA konnte eine klare Selektivitat zu Tao bereits bei Raumtemperatur nachgewiesen

werden.
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Abbildung 71: Strukturen der Nukleosid-Konjugate, welche von dem Aufkonversionspaar DPA/PtOEP abgeleitet wurden.
Unten: Fotografie der Aufkonversion unter Belichtung mit einer Weif§licht-LED.
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In TTA-Aufkonversionsexperimenten erwiesen sich die meisten Konjugate als niitzliche Alternativen
zu den bereits bekannten Verbindungen. Lediglich die ethinylenverkniipften Farbstoffe Pe-Et-dU und
Pe-Et-daA konnten aufgrund zu grofier Rotverschiebung nicht mehr als Emitter verwendet werden
und nur der Sensibilisator PtP-PhEt-daA zeigt keinerlei TTET-Aktivitat. Abgesehen von DPA/PtOEP
(Abbildung 71) wurden vergleichbare Ergebnisse zwischen den reinen Chromophoren und den
Nukleosid-Konjugaten erhalten, allerdings zeigten letztere eine bedeutend groflere
Sauerstoffresistenz. Die Kombination aus DNA-templierter Anlagerung der Farbstoffe und TTA-
Aufkonversion in Losung gelang bisher nicht, da letztere in Wasser und DMSO keine nennenswerte
Effizienz aufwies. Dennoch wird das Potential und die Programmierbarkeit von Chromophor-
Nukleosid Konjugaten deutlich, welche eine Anwendung in hoch komplexen Prozessen, am Beispiel
der TTA-Aufkonversion, ermoglichen. Da jedoch nach wie vor einige Storfaktoren das System
beeinflussen, ist die Prozessierung solcher Assemblierungen ein essentieller Punkt auf dem Weg zur

Anwendung in optoelektronischen Geraten.
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VI Experimenteller Teil

1 Materialien, Methoden und Gerate

Reagenzien

Die zur Synthese verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen ABCR, ACROS ORGANICS (nun
Teil von THERMO FISHER), ALFA AESAR, MERCK, SIGMA ALDRICH (nun Teil von MERCK), PORPHYCHEM,
TCI und VWR bezogen. Die Qualitdtsstufe war dabei mindestens ,,zur Synthese®. Bei Bedarf wurden
die Chemikalien unter Argon-Atmosphdre und niedrigen Temperaturen gelagert. Alle

Oligonukleotide wurden von METABION INTERNATIONAL AG in HPLC-gereinigtem Zustand erworben.

Losungsmittel

Bei der Synthese verwendete Losungsmittel hatten stets die Qualitatsstufe pro analysi oder hoher.
Trockene Losungsmittel wurden unter Argon-Atmosphire aufbewahrt. Zur Auftrennung mittels
HPLC wurden Losungsmittel mit der Qualititsstufe HPLC grade verwendet. Zur sonstigen
Aufreinigung wurden, sofern nicht anders angegeben, technische Losungsmittel verwendet, welche
zuvor Uber Destillation gereinigt wurden. Fiir Reaktionen verwendetes Wasser wurde zuvor an einer
Millipore Q8 Anlage der Firma MERCK deionisiert und ultrafiltriert. Deuterierte Losungsmittel wurden

mit einer Reinheit von 99,80 % von der Firma EURISO-TOP bezogen.

Reaktionsfithrung

Bei bestimmten Reaktionen war ein sauerstoff- und wasserfreies Arbeiten nétig. Dabei wurden die
verwendeten Apparaturen an einer SCHLENK-Zine ausgeheizt und verwendete Losungsmittel je nach
Bedarf mittels der Freeze-Pump-Thaw-Methode oder durch das Einstrémen von Inertgas entgast.
Dabei diente als Inertgas Schweiflargon 4.6 (99,996 % Reinheit) der Firma ALPHAGAZ. Zur Kithlung
wurden Trockeneis/Isopropanol-Gemische und fliissiger Stickstoff verwendet. Manche Reaktionen
wurden in verschlieSbaren Glasréhrchen ( Vials) mit einem Fiilllvolumen von 10 - 20 mL durchgefiihrt.

Mikrowellenreaktionen wurden in einem Discover von CEM durchgefiihrt.

Zentrifugation
Wenn nicht anders angegeben, wurden die Proben der Anlagerungsexperimente mit einem Biofiige
Pico von HERAEUS mit 24-place microliter rotor bei 13.000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Dabei wirkt

eine relative Zentrifugalbeschleunigung von 16.000 g auf die Probe.

Diinnschichtchromatographie (DC)

Als stationire Phase dienten kieselgelbeschichtete Aluminiumplatten mit Fluoreszenzindikator der
Firma MERCK (Kieselgel 60, F254, Schichtdicke 0,25 mm). Die Detektion erfolgte mit UV-Licht bei
Aexc = 254 nm und Aexc = 366 nm. Zur Detektion von zuckerhaltigen Verbindungen wurde zudem eine

3 %ige H2SO4-Losung in Methanol verwendet.
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Saulenchromatographie

Als stationire Phase wurde Kieselgel der Firma SIGMA ALDRICH/MERCK mit einer Porengréfie von 60 A
und einer Korngrofle von 40 — 63 pm verwendet. Die Auftragung der zu reinigenden Probe erfolgte
entweder tiber Direktauftragung durch Losen in wenig Losungsmittel, oder adsorbiert an Kieselgel
(Dryload). Zur Aufreinigung von Zwischenprodukten wurden technische Losungsmittel verwendet,
fiir Endprodukte HPLC grade. Es wurde mit einem leichten Uberdruck von 0,2 - 0,3 bar eluiert,

welcher mit einer Handpumpe erzeugt wurde.

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Es wurde an einem BRUKER Advance 300 mit B-ACS 60 Autosampler (300 MHz '"H-NMR) und Advance
500 (500 MHz 'H-NMR, 126 MHz ¥C-NMR) gemessen. Dabei wurden die deuterierten Losungsmittel
[d6]-Aceton, [d6]-DMSO, [d1]-CDCl3 und [d5]-Pyridin verwendet. Die chemische Verschiebung
wurde relativ zu Tetramethylsilan in ppm angegeben. Die Kopplungskonstanten J wurden in Hz
angegeben. Zur Beschreibung der Spektren wurden folgende Abkiirzungen verwendet: s (Singulett),
d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett) und m (Multiplett). Zur Kalibrierung wurden die folgenden

Loésungsmittelsignale der undeuterierten Analoga verwendet:

Aceton-ds: 'TH-NMR: § = 2,05 ppm BC-NMR: § = 206,26 ppm
DMSO-de: 'TH-NMR: § = 2,50 ppm BC-NMR: § = 39,52 ppm
MeOD-dy4: "H-NMR: § = 4,87 ppm BC-NMR: § = 49,00 ppm
CDCls: 'H-NMR: § = 7,26 ppm BC-NMR: § = 77,16 ppm
Pyr-ds: 'TH-NMR: § = 8,74 ppm BC-NMR: § = 150,35 ppm

Hochaufl6sende Massenspektrometrie (HRMS)

Gemessen wurde an einem THERMOFISHER Scientientific Q Exactive (Orbitrap) mit der
Ionisierungsmethode ESI (electron spray ionisation). Die Signale wurden im Masse/Ladungsverhaltnis
(m/z) angegeben und das Molekiilion als [M*], beziehungsweise die protonierte Form als [MH?"]

dargestellt.

Probenvorbereitung optische Spektroskopie

Alle Messungen wurden in Quarzglaskiivetten der Firma STARNA (26-F/Q/10 mm) bei 20 °C
durchgefiihrt. Fiir UV/VIS- und normalen Fluoreszenzmessungen wurde in 1,5 mL Kiivetten gemessen,
Aufkonversionsmessungen in 3,5 mL Kiivetten. Bei allen Spektren wurde eine Hintergrundkorrektur
durchgfithrt, indem das Spektrum des reinen Losungsmittels separat gemessen und folglich

subtrahiert wurde.
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UV/VIS-Absorptionsspektroskopie

Verwendet wurde ein Lambda 750 und ein PTP-6+6 Peltier System der Firma PERKIN-ELMER sowie ein
Corio™ CD Thermostat von JULABO. Dabei wurden stets dieselben Messparameter verwendet (SBW:
2,0 nm, Average time: 0,1 s, Data interval 1.0, Light source change over 350 nm). Die Steuerung

erfolgte tiber die Software PERKIN ELMER UV WinLab.

Konzentrationsbestimmung von DNA
Die Konzentration der verwendeten DNA-Losungen wurde spektroskopisch mit einem Nanodrop
1000 von THERMO SCIENTIFIC bestimmt. Dafiir wurde die Absorption bei 260 nm gemessen und tiber

das LAMBERT-BEER’sche Gesetz die Konzentration errechnet.

Circulardichroismus (CD)

Gemessen wurde an einem JASCO J-810 Spectropolarimeter mit einem Peltier-Element PTC-4235 und
einem AC 200 Thermostat von THERMO SCIENTIFIC. Dazu wurde die Software SpectraManager mit
konstanten Einstellungen (Scanning speed: 100 nm/min, Accumulations: 4, D.LT: 4 s, Band width:
1,00 nm) verwendet. Um die Bildung von Ozon zu verhindern, wurde die Probenkammer mit N,-Gas

konstant gespiilt.

Fluoreszenzspektroskopie

Gemessen wurde an einem Fluoromax-4 Spectrofluorometer von HORIBA-SCIENTIFIC mit einem AC
200 Thermostat von THERMO SCIENTIFIC und der Software FluorEssence V3.5. Die Messparameter
waren: Increment. 1 nm, Increment time: 0,2 s, AT = 0,1 °C, equilibration time: 0 min. Die Messungen
wurden mit verschiedenen Belichtungsbandbreiten durchgefiihrt, welche fiir jede Messung extra
angegeben wurde. Alle Spektren, die in dieser Arbeit miteinander in Relation stehen, wurden bei selber

Bestrahlungsintensitat gemessen.

Fluoreszenzquantenausbeuten

Absolute Fluoreszenzquantenausbeuten wurden mit einem Quantaurus QY C11347 in langhalsigen
5 mL Quarzglaskiivetten der Firma HAMAMATSU gemessen. Dabei wurden mehrere Messreihen mit
verschiedenen Konzentrationen in einem geeigneten Konzentrationsbereich durchgefithrt und die

erhaltenen Werte anschlieflend gemittelt.
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2 Anlagerungsexperimente

Aus den verwendeten Chromophor-Nukleosiden wurden Stammlésungen in DMSO mit einer
Konzentration von ~1 mM angesetzt. Fiir die Anlagerung in Wasser wurden Endkonzentrationen von
45 pM verwendet und die Konzentration der Templat-DNA so gewahlt, dass das stochiometrische
Verhiltnis zwischen Chromophor und Templat-Nukleobasen 1,5 war. Fir einen dAg-Strang mit 20
freien Nukleobasen wurde beispielsweise eine Konzentration von 1,5puM gewédhlt, was einer
effektiven Nukleobasenkonzentration von 30 pM entspricht. Dieser Uberschuss an Farbstoff wurde

gewahlt, um in allen Fillen eine Vollbesetzung des Templats zu erméglichen.

Falls nicht anders angegeben, wurde die DNA in Wasser vorgelegt und erst kurz vor der Messung mit
dem Farbstoff versetzt, um eine frithzeitige Fallung méglichst auszuschlieBen. Aus den Chromophor-
Konzentrationen ergibt sich deshalb generell ein Lésungsmittelgemisch aus Wasser mit 4,5 % DMSO.
Nach der Messung wurde die Probe fiir 10 min, sofern nicht anders angegeben, mit 16.000 g
zentrifugiert und die tiberstehende Losung vorsichtig fiir die nachste Messung abpipettiert. Sowohl
die Wahl des Losungsmittels fiir die Stammlésung als auch die Dauer der Zentrifugation wurden als
ideale Werte aus Messreihen ermittelt. Zum Vergleich wurden Negativmessungen (ohne DNA-
Templat) als Kontrollen durchgefithrt, wobei Konzentrationen und Loésungsmittelverhdltnisse

konstant gehalten wurden.

In Experimenten mit Inkubation wurde nach Zugabe des Farbstoffs auf 80 °C erhitzt und anschlieffend
itber Nacht auf Raumtemperatur abgekiihlt. Fir die CD-Messungen wurden die dabei gebildeten
Niederschliage jedoch durch Vibration suspendiert, da hier anstelle der Loslichkeit die optische
Aktivitiat im Vordergrund stand.
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3 Experimenteller Aufbau

3.1  Schutzgaskiivetten

Aufgrund der hohen Sauerstoffempfindlichkeit der Photonen-Aufkonversion mussten spezielle
verschliefSbare Kiivetten verwendet werden. Die bereits in der Arbeitsgruppe WAGENKNECHT
etablierte Kiivette (Abbildung 72a) beinhaltet eine Glaskugel, mit der es moglich ist, die zu
untersuchende Losung mittels Freeze-Pump-Thaw von molekularem Sauerstoff zu befreien. Leider ist
sowohl die Reinigung als auch die Verwendung im Fluoromax-4 Spectrofluorometer unginstig, da sie
oberhalb der Probenkammer iibersteht und nur mit extra angefertigten Abdeckungen gemessen
werden kann. Deshalb wurden neue Kiivette (b) entworfen, welche aus zwei trennbaren Teilen
besteht: einem SCHLENK-Kolben mit inversem Schliff und die eigentliche Fluoreszenzkiivette mit
Hahn. Nach erfolgter Entgasung mit Freeze-Pump-Thaw wird die Losung in die Kiivette gekippt und
im Schutzgas-Gegenstrom der Kolben durch ein Septum ersetzt. Zwar ist die Reinigung und
Verwendung im Spektrometer deutlich einfacher, aber nach wie vor zeitintensiv. Als Alternative ohne
Entgasung eignet sich bei Verwendung von O-Scavengern die Kiivette (c) mit vorheriger Belichtung.
Zwar liegt trotz des Oz-Scavengers eine hohere Oz-Konzentration vor, jedoch ist die Kiivette dichter
verschlossen, was zu Gunsten der Reproduzierbarkeit ausfillt. Alle im Rahmen dieser Arbeit

miteinander verglichenen Aufkonversionen wurden stets mit dem gleichen Kiivetten-Typ gemessen.

Abbildung 72: Fotografien der drei verwendeten Kiivetten-Arten fiir Aufkonversionsmessungen.

87



Experimenteller Teil

3.2 Aufkonversionsexperimente

Fir alle Aufkonversionsexperimente wurde ein GG455 Langpassfilter (3 mm) von SCHOTT zwischen
Anregungslicht und Probe geschaltet, um eine direkte Anregung des Emitters durch Streuung zweiter
Ordnung zu verhindern. Ansonsten wurde analog zu gewohnlichen Fluoreszenzexperimenten
gemessen. Alle nicht entgasten Proben wurden mit einem Volumen von 1 mL gemessen, die entgasten
dagegen mit 3 mL, um den Fehler durch sublimierte Losungsmittelanteile moglichst gering zu halten.
Die Entgasung mittels Freeze-Pump-Thaw wurde stets in drei Zyklen durchgefithrt, wobei die
Entgasungsdauer abhingig vom Losungsmittelgemisch variiert. Wenn nicht anders angegeben,
wurden folgende Konzentrationen verwendet: Sensibilisator 2 uM, Emitter 100 uM, O.-Scavenger

(falls verwendet) 3,33 mM.

Die Anregungsintensitiat wurde abhangig von der Spaltbreite mit einem Powermeter gemesssen und
befindet sich fiir Aexc = 535 nm im Bereich weniger mW/cm? (Abbildung 73). Aufgrund fehlender
technischer Moglichkeiten wurden deshalb keine Grenzintensititen bestimmt. Stattdessen wurden die
untersuchten Systeme relativ zueinander betrachtet. Da erst oberhalb der Grenzintensitit die

Quantenausbeute der Aufkonversion konstant ist, wurde diese ebenfalls nicht bestimmt.

Intensitat [mW/cm2]
= [ N N w w N
o w o w o w o
1 1 1 1 1 1 ]

o
3}
1

8 10 12 14 16
Spaltbreite [nm]

IN
o

Abbildung 73: Auftragung der Bestrahlungsintensitét bei Aexc = 535 nm gegen die Spaltbreite.
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4 Synthesevorschriften

Im Folgenden werden ausschliellich neue Stoffe und Synthesen dargestellt. Literaturbekannte Stoffe
und Synthesen sind mit der entsprechenden Literatur gekennzeichnet und stimmen mit den
analytischen Daten tiberein. Geschiitzte Zwischenprodukte wurden vor der Entschiitzung nur tiber
'H-NMR identifiziert. Das literaturbekannte Pe-Et-dU!"®] wurde nach einer neuen Syntheseroute

erhalten.

5-(Perylen-3-ylethinyl)-2‘-desoxyuridin (Pe-Et-dU)

HN
O)\N

o)
H

HO
C31H22N205
502,53 g/mol
(0]

Pe-Et-dU

In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 195 mg 3881 (706 pmol/1,00 Aq.) in 20 mL trockenem
DMF gelost. AnschlieBend wurden unter Schutzgas 163 mg Pd(PPhs)s (141 pmol/0,20 Aq.), 25 mg Cul
(141 pmol/0,20 Aq.) und 20 mL NEt3 zugegeben, fir 5 min gerithrt und die Losung entgast. Danach
wurden 250 mg 4 (706 umol/1,00 Aq.) zugegeben und die Reaktionsmischung bei 50 °C tiber Nacht
unter Rickfluss geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
chromatographisch aufgereinigt (DCM:Methanol 100:1 - 25:1). Das Produkt wurde als orangefarbener
Feststoff mit einer Ausbeute von 52 % (186 mg/370 pmol) erhalten.

DC RAEE) = 0,36

H NMR (300 MHz, Pyr-ds): 8 (ppm) = 13,97 (s, 1Himino); 9,31 (s, 1H, 64v); 8,85 (d, /= 8,3 Hz, 1Harom.);
8,34 — 8,14 (m, 4Harom); 7,74 (dd, J = 8,1; 2,3 Hz, 2Harom); 7,65 (d, J = 8,0 Hz, 1Harom); 7,60 — 7,53 (m,
1Harom ); 7,53 — 7,45 (m, 2H); 7,00 (t, /= 6,1 Hz, 1H, 1°au); 5,14 (q,./ = 5,0 Hz, 1H, 3‘au); 4,55 (d, /= 3,1 Hz,
1H, 4‘qu); 4,38 — 4,32 (m, 1H, 5‘qv); 4,24 (dd, /= 11,8; 2,8 Hz, 2H, 5‘av); 2,86 — 2,77 (m, 2H, 2‘qv).

13C NMR (126 MHz, Pyr-ds):  (ppm) = 163,4 (Cq); 151,4 (Cyq); 144,7 (6au); 135,6 (Cq); 135,5 (Cq); 132,5
(Cq); 132,3 (Cq); 131,8 (Cq); 131,5 (Cq); 131,3 (CHarom.); 129,3 (CHarom., Cq); 129,1 (CHarom.); 128,5 (CHarom.);
127,7 (2CHarom); 127,5 (CHarom); 122,2 (CHarom.); 122,1 (CHarom); 121,9 (CHarom); 121,4 (Cg); 120,9
(CHarom.); 100,6 (Cq); 92,5 (Cq); 90,4 (Cq); 89,7 (4’au); 86,9 (1’au); 71,4 (3’av); 62,3 (5°av); 42,6 (2°av).

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C31H2205N2* [M*] = 502,1529; gefunden = 502,15192.
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5-(Perylen-3-ylethinyl)-2‘-desoxycytidin (Pe-Et-dC)

~

g
A
(0] N
HO C31H23N30,4
(0] 501,54 g/mol
OH

Pe-Et-dC

Die Reaktion wurde analog zu Pe-Et-dU durchgefiihrt. Anstelle von 4 wurden 100 mg 6[83
(283 pmol/1,00 Aq.) verwendet. Das Produkt wurde als orangefarbener Feststoff mit einer Ausbeute

von 74 % (105 mg/209 pmol) erhalten.
DC R{DCM:Methanol 10:1) = 0,32

THNMR (300 MHz, Pyr-ds): 8 (ppm) = 9,36 (s, 1H, 6dc); 9,22 (s, 1Hamino); 8,40 (d, /= 8,3 Hz, 1Harom.); 8,34
(d, J= 7,6 Hz, 2Harom.); 8,30 (d, J = 7,7 Hz, 1Harom.); 8,22 (d, J = 8,0 Hz, 1Harom.); 7,86 (S, 1Hamino); 7,79 (dd,
J=8.1; 2,3 Hz, 2Harom.); 7,65 (d, J = 7,9 Hz, 1Harom.); 7,57 — 7,49 (m, 3Harom.); 7,08 (t, /= 5,9 Hz, 1H, 1°4c);
5,11 (1H*, 3°4c); 4,53 (q, J = 3,1 Hz, 1H, 4'4c); 4,33 (dd, J = 12,0; 3,1 Hz, 1H, 5‘ac); 4,22 (dd, /= 11,9; 2,9
Hz, 1H, 5‘4c); 2,96 (dt, /= 13,2; 5,7 Hz, 1H, 2‘ac); 2,76 (dt, /= 13,2; 5,9 Hz, 1H, 2°4c).

13C NMR (126 MHz, Pyr-ds): § (ppm) = 166,0 (Cq); 155,6 (Cq); 146,7 (64c); 135,3 (Cq); 132,7 (Cq); 132,3
(Cg); 132,0 (CHarom); 131,8 (Cq); 131,5 (Cq); 129,5 (CHarom); 129,3 (CHarom.); 129,1 (CHarom); 128,4
(CHarom.); 127,8 (CHarom.); 127,7 (CHarom.); 127,1 (2Cq); 122,3 (CHarom.); 122,0 (2CHarom.); 121,0 (Cq); 120,8
(CHarom.); 93,3 (Cq); 91,3 (Cq); 89,5 (4°ac); 89,2 (Cq); 87,8 (1’dc); 70,9 (3°ac™); 62,1 (5’ac); 43,3 (2'ac)-

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C31H2404N3* [M-H*] = 502,1767; gefunden = 502,17542.

“Uberlagerung durch Wasser-Signal im 'H-NMR, jedoch durch 2D-NMR bestimmt.
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2-Amino-8-iod-2‘-desoxyadenosin (8)

NH,
N SN

— ]'éx

N™ >N" “NH,

HO
(0]
C10H13INgO3
392,16 g/mol

OH
8

In einem Rundkolben wurden 500 mg 7 (1,88 mmol/1,00 Aq.) in 15 mL DMF gelést und mit Eiswasser
gekithlt. Danach wurden 610 mg N-Iod-succinimid (2,71 mmol/1,44 Aq.)) und wenige Tropfen
Trifluoressigsiure!®! zugegeben, worauthin die Mischung iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt
wurde. Anschliefend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
chromatographisch aufgereinigt (DCM:Methanol 15:1 - 5:1). Das Produkt wurde als weifler Feststoff

mit einer Ausbeute von 61 % (487 mg/1,24 mmol) erhalten.
DC R{DCM:Methanol 5:1) = 0,46

'H NMR (500 MHz, DMSO-de):  (ppm) = 7,17 (s, 2Hamino); 6,11 (dd, /= 8,6; 6,2 Hz, 1H, 1’daa); 5,89 (s,
2Hamino); 5,30 (s, 1Hom); 4,42 (q, /= 2,8 Hz, 1H, 3’4aa); 3,88 (td, J = 4,1; 2,0 Hz, 1H, 4’4an); 3,67 (dd, J =
11,9; 4,3 Hz, 1H, 5°4aa); 3,52 (dd, /= 11,9; 4,3 Hz, 1H, 5’daa); 3,17 (ddd, J = 13,0; 8,7; 5,9 Hz, 1H, 2’4an);
2,11 - 2,01 (m, 1H, 2’4an).

15C NMR (126 MHz, DMSO-dg): 8 (ppm) = 158,4 (Cy); 154,6 (Co); 151,5 (Cq); 117,0 (Cq); 96,9 (C); 88,3
(4 dan); 88,0 (1’daa); 71,6 (3’daa); 62,4 (5daa); 37,0 (2°dan).

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C10H14IO3Ng* [M-H*] = 393,0172; gefunden = 393,01617.
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3°,5°-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)-2-amino-8-iod-2‘-desoxyadenosin (9)

>l !
.0
Si
N\ 0o
C22H41INgO3Siy
S./O 620,68 g/mol
™

Die Reaktion wurde in Anlehnung an die Literatur durchgefiihrt.['%] In einem ausgeheizten
Rundkolben wurden 1,14 g 8 (2,91 mmol/1,00 Aq.) und 792 mg Imidazol (11,6 mmol/4,00 Aq.)
zusammengegeben und mit Argon 5 min gespiilt. Danach wurde das Gemisch in 15 mL DMF gel6st,
mit 1,26 g TBDMS-CI (8,36 mmol/2,87 Aq.) versetzt und tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.
Anschlielend wurde die Reaktionsmischung mit demselben Volumen Wasser verdiinnt und mit
Hexan extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden mit Wasser gewaschen und iiber NaSO4
getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wurde das Produkt in Form eines weifen

Feststoffes mit quantitativer Ausbeute (1,80 g/2,90 mmol) erhalten.
DC R{DCM:Methanol 10:1) = 0,58

'H NMR (500 MHz, CDCls): § (ppm) = 6,14 (t, /= 6,8 Hz, 1H, 1’4aa); 5,64 (S, 2Hamino); 4,84 — 4,73 (m, 1H,
3’da); 4,67 (s, 2Hamino); 3,92 (ddd, /= 7,0; 4,7; 3,3 Hz, 1H, 4’daa); 3,87 (dd, /= 10,6; 7,0 Hz, 1H, 5’4an); 3,68
(dd, J=10,6; 4,7 Hz, 1H, 5’dan); 3,62 (dt, /= 13,0; 6,4 Hz, 1H, 2’4aa); 2,13 (ddd, /= 13,0; 6,9; 3,9 Hz, 1H,
2’dan); 0,93 (s, 9HTBDMS); 0,85 (s, 9HTtEDMS); 0,13 (S, 6HrpMS); -0,01 (d, /= 16,8 Hz, 6HTBDMS).

“CNMR (126 MHz, CDCly): 8 (ppm) = 159,1 (Cq); 1547 (Cg); 152,7 (Cq); 1186 (Cq); 95,8 (Cq); 88,0 (1'aan);
87,6 (4°dan); 72,7 (3°dan); 63,0 (5°dan); 36,3 (2°dan); 26,0 (6CsrBDMs); 18,5 (CqrBDMS); 18,2 (CqrBDMS); -4,5
(2CH3,tBDMS); -5,2 (2CH3,1BDMS).

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C22H42I03N6Siz* [M-H*] = 621,1902; gefunden = 621,18896.
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3°,5°-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)-2-amino-8-(perylen-3-ylethinyl)-2‘-desoxyadenosin (10)

Ca4H52NgO3Si;
769,10 g/mol

In einem 10 mL Via/ wurden 72 mg 3[4 (261 umol/1,00 Aq.) und 162 mg 9 (261 umol/1,00 Aq.) mit
jeweils 4 mL NEt; und Dioxan versetzt. Die Suspension wurde mittels Freeze-Pump-Thaw entgast und
noch im gefrorenen Zustand im Argon-Gegenstrom mit 10 mg Pd(PPhs)s (8,65 pmol/0,03 Aq.) versetzt.
Das verschlossene Via/ wurde auf 90 °C erhitzt und die Losung iiber Nacht geriihrt. Nach beendeter
Reaktion wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt
chromatographisch aufgereinigt (DCM:Aceton 1:0 — 1:1). Das Produkt wurde als orangefarbener
Feststoff mit einer Ausbeute von 41 % (83 mg/108 pumol) erhalten.

DC RAEE) = 0,68

1H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) = 8,10 (ddd, /= 12,7; 7.8; 4,5 Hz, 3H); 8,00 (d, /= 7,8 Hz, 1H); 7,67
(d, /= 7,9 Hz, 1H); 7,58 (t, ] = 7,3 Hz, 2H); 7,46 (dd, J = 8,4; 7,5 Hz, 1H); 7,37 (t, ] = 7,8 Hz, 2H); 6,49 (t, ]
= 7,0 Hz, 1H); 5,32 (s, 2H); 4,72 — 4,60 (m, 1H); 4,54 (s, 2H); 3,97 - 3,85 (m, 1H); 3,83 — 3,70 (m, 1H); 3,67
- 3,41 (m, 2H); 2,14 (s, 1H); 0,84 — 0,65 (m, 18H); 0,05 — -0,20 (m, 12H).
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2-Amino-8-(perylen-3-ylethinyl)-2‘-desoxyadenosin (Pe-Et-daA)

NH,
N X
N
!
N N/)\NHZ

)

OH C32H24Ng03

540,58 g/mol
Pe-Et-daA

In einem 10 mL Via/ wurden 83 mg 10 (108 pmol) in 3 mL THF gelost, mit 179 uL NEt;*3HF
(177 mg/1,10 mmol/10,0 Aq.) versetzt und tiber Nacht geriithrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
Kieselgel beendet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
chromatographisch aufgereinigt (DCM:Methanol 50:1 — 10:1). Das Produkt wurde als orangefarbener
Feststoff mit einer Ausbeute von 74 % (43 mg/79,5 umol) erhalten.

DC R{DCM:Methanol 10:1) = 0,37

'H NMR (500 MHz, Pyr-ds): 8 (ppm) = 8,44 (d, /= 8,2 Hz, 1Harom.); 8,36 (s, 2Hamino); 8,28 (dd, /= 7,7; 2,6
Hz, 2Harom.); 8,23 (d, /= 7,5 Hz, 1Harom); 8,11 (d, /= 7,9 Hz, 1Harom ); 7,77 (t, /= 7,8 Hz, 2Harom); 7,66 (d,
J =78 Hz, 1Harom); 7,64 — 7,59 (t, J = 7,9 Hz, 1Harom.); 7,51 (td, J = 7.8; 2,8 Hz, 2Harom.); 7,39 (dd, /= 9,1;
5,9 Hz, 1H, 1’4an); 6,84 (s, 2Hamino); 5,26 (d, /= 5,1 Hz, 1H, 3’4aa); 4,75 (t, /= 2,3 Hz, 1H, 4’dan); 4,35 (dd,
J=123;2,6 Hz, 1H, 54aa); 4,22 — 4,10 (m, 1H, 5’aaa); 3,72 (ddd, /= 13,2; 9,4; 5,6 Hz, 1H, 2’an); 2,73 (dd,
J=13,0; 5,8 Hz, 1H, 2’qaa).

13C NMR (126 MHz, Pyr-ds): 8 (ppm) = 162,4 (CHarom.); 158,7 (CHarom.); 152,2 (Cg); 135,5 (Cq); 135,4 (Cy);
133,7 (Cg); 1326 (CHarom); 132,5 (C); 131,8 (Cg); 131,5 (Cg); 131,1 (Cg); 129,7 (Cg); 129,2 (2Cy); 129,1 (Cy);
128,8 (CHarom.); 127,7 (2CHarom.); 126,5 (CHarom.); 122,6 (CHarom.); 122,1 (2CHarom.); 120,7 (CHarom.); 118,8
(Cq); 117,1 (Cy); 93,7 (Cg); 91,1 (4’qan); 88,1 (1’dan); 86,6 (Cq); 73,8 (3’daa); 64,7 (5daa); 40,4 (2’ dan).

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C32H2503N6* [M-H*] = 541,1988; gefunden = 541,19575.
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5-(9-Phenylanthracen-10-ylethinyl)-2‘-desoxyuridin (PA-Et-dU)

HN
o7
¢
H

HO C31H24N205
504,54 g/mol
(0]

PA-Et-dU

In einem Rundkolben wurden 240 mg 13 (724 umol/1,20 Aq.) und 152 mg 12[#] (602 umol/1,00 Aq.) in
wenig Benzol suspendiert und anschlieBend lyophilisiert. Danach wurden 36 mg Pd(PPhs),
(34,1 pmol/0,06 Aq), 20 mL NEt; und 20 mL Toluol zugegeben und die Losung zusétzlich fir 15 min
mit Argon entgast. Die Reaktionsmischung wurde bei 90 °C iiber Nacht geriihrt und anschlieSend mit
wenig Methanol versetzt. Danach wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, das
Rohprodukt chromatographisch aufgereinigt (DCM:Methanol 100:1 - 50:1) und schlief8lich aus
Methanol umkristallisiert. Das Produkt wurde als orangefarbener Feststoff mit einer Ausbeute von

11 % (32 mg/63,4 umol) erhalten.
DC R{DCM:Methanol 10:1) = 0,47

'H NMR (500 MHz, MeOD-dy): 8 (ppm) = 8,78 — 8,75 (m, 2Harom.); 8,75 (s, 1H, 64u); 7,68 — 7,53 (m,
7Harom.); 7,43 = 7,35 (m, 4Harom ); 6,35 (t, /= 6,4 Hz, 1H, 1°au); 4,51 (dt, /= 5,9; 4,3 Hz, 1H, 3'qv); 4,01 (q,
J=13,3Hz, 1H, 4'w); 3,94 (dd, /= 12,1; 2,9 Hz, 1H, 5'qv); 3,85 (dd, /= 12,1; 3,3 Hz, 1H, 5'qu); 2,40 (ddd, J
=7,0;5,3; 1,9 Hz, 2H, 2°qv).

BC NMR (126 MHz, MeOD-d4): 8 (ppm) = 164,2 (Cq); 151,3 (Cq); 144,7 (64u); 139,8 (Cq); 139,6 (Cq); 133,3
(ZCq); 132,1 (2CHarom.); 131,1 (2Cq); 129,6 (2CHarom.); 128,9 (CHarom.); 128,1 (4CHarom.); 127,6 (2CHarom.);
126,8 (2CHarom.); 118,3 (Cq); 101,1 (Cq); 94,0 (Cq); 91,3 (Cyq); 89,3 (4°au); 87,2 (1’au); 71,8 (3’au); 62,5 (5’av);
41,9 (2’u).

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C31H2405N2* [M*] = 504,1685; gefunden = 504,16724.
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Experimenteller Teil

3-(p-Bromphenyl)-perylen (15)

026H158r

O O 407,31 g/mol
OO Wa

15

In einem Rundkolben wurden 730 mg 1419719 (1,93 mmol/1,00 Aq.), 734 mg p-Bromiodbenzol
(2,59 mmol/1,34 Aq.) und 627 mg Natrium-fert-butanolat (6,52 mmol/3,38 Aq.) in jeweils 10 mL THF
und Wasser gelost. Die Losung wurde mittels Freeze-Pump-Thaw entgast und danach im gefroren
Zustand im Argon-Gegenstrom mit 100 mg Pd(PPhs)s (8,65 mmol/0,04 Aq.) versetzt. AnschlieSend
wurde die Reaktion unter Riickfluss auf 80 °C erhitzt und die Losung iiber Nacht gerithrt. Nach
beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand
in 100 mL DCM aufgenommen. Danach wurde mit 100 mL NaHCOs-Losung, Wasser und Sole
gewaschen, tiber Na;SO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wurde schlieflich chromatographisch aufgereinigt (Hexan) und das Produkt als gelber Feststoff mit
einer Ausbeute von 91 % (716 mg/1,76 mmol) erhalten.

DC R{Hexan:Chloroform 3:1) = 0,63

1H NMR (500 MHz, CDCLs): & (ppm) = 8,27 — 8,16 (m, 4H); 7,73 — 7,68 (m, 3H); 7,66 — 7,62 (m, 2H); 7,52
- 7,47 (m, 2H); 7,44 (dd, J = 8,4; 7,5 Hz, 1H); 7,41 — 7,38 (m, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCls): & (ppm) = 139,8 (Cq); 138,7 (Cq); 134,8 (Cq); 132,9 (Cq); 131,7 (4CHarom);
131,7 (Cg); 131,4 (C); 131,2 (2C); 129,2 (Cq); 128,8 (Cg); 128,1 (2CHarom ); 127,8 (CHarom.); 126,9 (CHarom);
126,8 (2CHarom); 125,8 (CHarom.); 121,7 (Cg); 120,6 (2CHarom ); 120,4 (CHarom.); 120,0 (CHarom)-

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C26H1sBr* [M*] = 406,0357; gefunden = 406,03494.
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Experimenteller Teil

3-(p-Boronsaurepinakolesterphenyl)-perylen (16)

C32H27BO;

O--O-X

16

In einem Rundkolben wurden 504 mg 15 (1,24 mmol/1,00 Aq.), 871 mg Bis(pinacolato)diboron
(3,43 mmol/2,77 Aq.), 363 mg KOAc (3,69 mmol/2,99 Aq.) und 62 mg PdCly(dppf) (84,7 umol/0,07 Aq.)
in 30 mL trockenem Dioxan geldst und 17 h bei 115 °C unter Riickfluss geriihrt. Danach wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in 100 mL DCM aufgenommen und
nacheinander zweimal mit NaHCO3-Losung und Sole gewaschen. Die organische Phase wurde iiber
Na,SO4 getrocknet, das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und anschlieSend das
Rohprodukt chromatographisch aufgereinigt (Hexan:DCM 1:1). Das Produkt wurde als gelbe Feststoff
mit einer Ausbeute von 55 % (311 mg/684 pmol) erhalten.

DC Rf£Hexan:Chloroform 3:1) = 0,18

1H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm) = 8,30 — 8,14 (m, 4H); 8,04 — 7,91 (m, 2H); 7,75 (dd, /= 8,4; 0,9 Hz,
1H); 7,69 (dd, /= 8,3; 0,9 Hz, 2H); 7,57 — 7,53 (m, 2H); 7,49 (td, /= 7,9; 1,7 Hz, 2H); 7,45 — 7,39 (m, 2H);
1,40 (s, 12H).

3C NMR (126 MHz, CDCls): § (ppm) = 143,8 (Cq); 140,0 (Cq); 135,0 (2CHarom.); 134,8 (Cq); 133,0 (Cq);
131,6 (2Cq); 131,4 (Cg); 130,9 (Cg); 129,5 (2CHarom); 129,2 (Cq); 128,8 (Cq); 128,0 (2CHarom); 127,8
(CHarom); 126,8 (2CHarom.); 126,7 (CHarom.); 126,2 (CHarom.); 120,5 (2CHarom.); 120,3 (CHarom.); 120,1
(CHarom ); 84,1 (3C,); 25,1 (4CH).

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C3;H27;BOs* [M*] = 454,2104; gefunden = 454,20978.
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Experimenteller Teil

5-(Perylen-3-yl-p-phenyl)-2‘-desoxyuridin (Pe-Ph-dU)

B
HO 0" N C35H26N205
o 554,60 g/mol
OH
Pe-Ph-dU

In einem 20 mL VZa/wurden 111 mg 16 (245 pmol/1,00 Aq.), 110 mg 4 (311 pmol/1,26 Aq.) und 94 mg
Natrium-ter-butanolat (978 pmol/3,99 Aq.) mit jeweils 1 mL Wasser und 15 mL THF versetzt. Die
Suspension wurde mittels Freeze-Pump-Thaw entgast und im gefrorenen Zustand im Argon-
Gegenstrom mit 10 mg Pd(PPhs)s (8,65 umol/0,04 Aq.) versetzt. Das verschlossene Vial/ wurde auf
100 °C erhitzt und die Losung iiber Nacht geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand in 50 mL DCM aufgenommen. Es wurde
nacheinander mit NaHCOs-Losung und Sole gewaschen, iiber Na,SOs getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde chromatographisch
aufgereinigt (DCM:Methanol 50:1 - 20:1). Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute
von 38 % (52 mg/95,2 pmol) erhalten.

DC R{DCM:Methanol 10:1) = 0,45

'H NMR (500 MHz, Pyr-ds): 8 (ppm) = 13,20 (s, 1Himido); 9,13 (s, 1H, 64u); 8,37 (m, 4Harom.); 8,26 — 8,17
(m, 2Harom.); 7,85 (d, J = 8,4 Hz, 1Huom); 7,78 (d, J = 8,1 Hz, 2Harom); 7,57 — 7,50 (m, 4Harom.); 7,44 (m,
2Harom); 7,13 (t, J = 6,3 Hz, 1H, 1’qv); 5,18 (q, /= 4,5 Hz, 1H, 3’qv); 4,56 (q, J = 2,8; 2,4 Hz, 1H, 4 qv); 4,33
(dd, J=11,6; 2,9 Hz, 1H, 5’qv); 4,22 (dd, /= 11,8; 2,5 Hz, 1H, 5’av); 2,85 (t, /= 5,8 Hz, 2H, 2’qv).

13C NMR (126 MHz, Pyr-ds): 8 (ppm) = 163,3 (CHarom); 151,2 (Cg); 139,8 (Cg); 139,5 (Cq); 138,7 (64u);
133,7 (Cq); 133,0 (Cg); 131,5 (3Cy); 131,4 (Cq); 130,8 (Cy); 129,8 (2CHarom); 129,3 (Cy); 128,8 (Cy); 128,5
(2CHarom.); 128,1 (Cq, 2CHarom); 127,1 (2CHarom); 126,9 (CHarom.); 126,2 (Cq); 120,9 (2CHarom); 120,7
(CHarom.); 120,6 (CHarom ); 114,1 (Cg); 88,8 (4’ av); 85,8 (1’au); 70,9 (3’av); 61,6 (5°av); 41,9 (2°av).

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C35H20sN2* [M*] = 554,1842; gefunden = 554,18292.
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Experimenteller Teil

2-Amino-8-(perylen-3-yl-p-phenyl)-2°-desoxyadenosin (Pe-Ph-daA)

CH et
)OO~ ]
N N/)\NH
HO 2
(0]
C36H28N603

592,66 g/mol oH

Pe-Ph-daA

In einem 20 mL VZa/ wurden 100 mg 16 (220 pmol/1,00 Aq.), 102 mg 8 (260 pmol/1,16 Aq.) und 85 mg
Natrium-fert-butanolat (884 pmol/4,02 Aq.) mit jeweils 500 uL. Wasser und 10 mL THF versetzt. Die
Suspension wurde mittels Freeze-Pump-Thaw entgast und im gefrorenen Zustand im Argon-
Gegenstrom mit 12 mg Pd(PPhs)s (10,4 pmol/0,05 Aq.) versetzt. Das verschlossene Vialwurde auf 80 °C
erhitzt und die Losung tiber Nacht geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in 50 mL DCM aufgenommen. Es wurde
nacheinander mit NaHCOs-Losung und Sole gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde chromatographisch
aufgereinigt (DCM:Methanol 50:1 - 10:1). Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute
von 29 % (38 mg/65,8 pmol) erhalten.

DC R{DCM:Methanol 10:1) = 0,39

H NMR (300 MHz, Pyr-ds): 8 (ppm) = 8,49 — 8,31 (m, 4Harom.); 8,25 (S, 2Hamino); 8,20 — 8,05 (m, 2Harom.);
7,80 (t, J = 8,4 Hz, 3Harom); 7,67 — 7,40 (m, 8Harom); 7,05 (dd, J= 9,2; 5,7 Hz, 1H, 1’dan); 6,69 (5, 2Hamino);
5,26 (d, /= 5,1 Hz, 1H, 3’4aa); 4,69 (q, /= 2,5; 2,0 Hz, 1H, 4’4an); 4,37 (dd, J= 12,3; 2,5 Hz, 1H, 5°4an); 4,14
(d, /= 11,4 Hz, 1H, 5’daa); 3,88 (ddd, J= 13,1; 9,5; 5,6 Hz, 1H, 2’4aa); 2,65 (dd, /= 12,8; 5,7 Hz, 1H, 2’4an).

13C NMR (126 MHz, Pyr-ds): 8 (ppm) = 161,4 (CHarom.); 158,8 (CHarom.); 153,6 (Cq); 148,4 (Cq); 142,4 (Cy);
139,8 (Cq); 133,5 (Cy); 132,3 (Cq); 132,2 (Cq); 132,0 (Cy); 131,8 (Cq); 131,0 (Cq, 2CHarom.); 130,4 (2CHarom.);
130,0 (Cq); 129,5 (Cq); 129,0 (CHarom.); 128,9 (3Cq); 127,8 (CHarom.); 127,8 (2CHarom.); 126,7 (CHarom ); 121,7
(2CHarom.); 121,6 (CHarom.); 121,2 (CHarom.); 116,4 (Cq); 91,1 (4’ dan); 88,1 (1dan); 73,8 (3’dan); 64,8 (5°dan);
40,0 (2’ dan).

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C36H2003N6* [M-H*] = 593,2301; gefunden = 593,22791.
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Experimenteller Teil

3-(p-Ethinylphenyl)-perylen (18)

CagH1e
352,43 g/mol

In einem 10mL Vial wurden 195mg 15 (553 umol/1,00 Aq.), 490 uL TMS-Acetylen
(337 mg/3,43 mmol/7,00 Aq.) und 2 mg Cul (10,5 pmol/0,02 Aq.) mit jeweils 2 mL NEt; und Dioxan
versetzt. Die Suspension wurde mittels Freeze-Pump-Thaw entgast und im gefrorenen Zustand im
Argon-Gegenstrom mit 26 mg Pd(PPhs)s (22,5 pmol/0,04 Aq.) versetzt. Das verschlossene Vial wurde
auf 90 °C erhitzt und die Losung iiber Nacht geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt iiber eine Filtersaule eluiert
(DCM). Das TMS-geschiitzte Produkt wurde anschlieend in 4 mL THF geldst und mit 740 pL einer
1 M TBAF-Losung in THF versetzt. Die Losung wurde 10 min gerithrt, worauthin die Reaktion mit
wenig Kieselgel beendet wurde. Das Rohprodukt wurde schliefSlich chromatografisch aufgereinigt
(Hexan:DCM 1:1) und das Produkt als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 77 % (130 mg/369 pmol)

erhalten.
DC RfHexan:EE 5:1) = 0,55 (TMS-Produkt: 0,72)

1H NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 8,25 — 8,19 (m, 4H); 7,75 — 7,68 (m, 3H); 7,64 (d, / = 8,2 Hz, 2H);
7,53 — 7,48 (m, 4H); 7,44 (dd, J= 8,5; 7,5 Hz, 1H); 7,41 (d, /= 7,7 Hz, 1H); 3,16 (s, 1Hacetylene)-

3C NMR (126 MHz, CDCls): § (ppm) = 141,5 (Cq); 139,1 (Cq); 134,8 (Cq); 132,9 (Cq); 132,3 (2CHarom.);
131,7 (Cq); 131,5 (Cq); 131,2 (2Cq); 130,1 (2CHarom); 129,2 (Cq); 128,8 (Cq); 128,1 (2CHarom.); 127,8
(CHarom.); 126,9 (Cq); 126,8 (2CHarom.); 125,9 (CHarom.); 121,3 (Cq); 120,6 (2CHarom.); 120,4 (CHarom.); 120,0
(CHarom.); 83,7 (Cq, acetylene); 77,8 (CHacetylenc)-

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C2sHi6* [M*] = 352,1252; gefunden = 352,12418.
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Experimenteller Teil

3°,5°-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)-5-(perylen-3-yl(p-phenylethinyl))-2°-desoxyuridin (19)

>L 0~ °N C4oH54N,05Si,
si© 807,15 g/mol

%Si’\o
] 19

Die Synthese wurde analog zu 10 durchgefithrt. Anstelle von 3 und 9 wurden 130 mg 18
(369 umol/1,00 Aq.) und 216 mg 1701 (371 pmol/1,00 Aq.) verwendet. Das Rohprodukt wurde
chromatographisch aufgereinigt (DCM:Methanol 0:1 — 50:1) und das Produkt als gelber Feststoff mit
einer Ausbeute von 55 % (99 mg/123 umol) erhalten.

DC RfHexan:EE 3:2) = 0,38

H NMR (300 MHz, CDCls: § (ppm) = 8,78 (s, 1H); 8,25 — 8,14 (m, 4H); 8,11 (s, 1H); 7,80 — 7,58 (m, 5H);
7,55 — 7,35 (m, 6H); 6,35 (dd, J = 7,6; 5,7 Hz, 1H); 4,45 (d, /= 3,0 Hz, 1H); 4,02 (q, / = 2,3 Hz, 1H); 3,95
(dd, J = 11,4; 2,4 Hz, 1H); 3,80 (dd, /= 11,4; 2,2 Hz, 1H); 2,37 (ddd, J = 13,2; 6,0; 2,6 Hz, 1H); 2,10 (ddd, J
=13,7;7,9; 6,1 Hz, 1H); 1,01 - 0,83 (m, 18H); 0,24 — 0,04 (m, 12H).
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Experimenteller Teil

5-(Perylen-3-yl(p-phenylethinyl))-2°-desoxyuridin (Pe-PhEt-dU)

HN
N

HO 0 C37H26N205
T o 578,62 g/mol
OH

Pe-PhEt-dU

Die Entschitzung von 19 wurde analog zu Pe-Et-daA durchgefiithrt. Das Rohprodukt wurde
chromatographisch aufgereinigt (DCM:Methanol 50:1 — 15:1) und das Produkt als gelber Feststoff mit
einer Ausbeute von 55 % (39 mg/67,4 pmol) erhalten.

DC RAEE) = 0,45

H NMR (300 MHz, Pyr-ds): & (ppm) = 9,25 (s, 1H, 64u); 8,38 (dd, /= 7,5; 4,7 Hz, 4Harom.); 7,80 (t, /= 7,8
Hz, 3Harom); 7,68 — 7,61 (m, 2Harom.); 7,61 — 7,50 (m, 3Harom ); 7,46 (q, J = 7,5; 6,9 Hz, 3Harom); 6,99 (t, /=
6,3 Hz, 1H, 1’qu); 5,18 — 5,07 (m, 1H, 3’av); 4,54 (q, J = 3,0 Hz, 1H, 4'qv); 4,33 (dd, /= 11,8; 2,9 Hz, 1H,
5qu); 4,21 (dd, /= 11,7; 2,7 Hz, 1H, 5’av); 2,77 (dq, /= 13,0; 5,7 Hz, 2H, 2’av).

13C NMR (126 MHz, Pyr-ds): 8 (ppm) = 163,3 (CHarom.); 151,4 (CHarom.); 145,1 (CHarom.); 141,3 (Cg); 139,9
(Cyg); 133,5 (Cq); 132,4 (Cq, 2CHarom.); 132,2 (Cq); 132,0 (Cqg); 131,8 (Cq); 130,8 (2CHarom.); 130,0 (Cy); 129,5
(Cq); 128,9 (CHarom.); 128,8 (CHarom.); 127,8 (3CHarom.); 126,6 (Cq); 121,7 (2CHarom.); 121,6 (CHarom.); 121,2
(CHarom.); 100,4 (Cq); 93,2 (Cq); 89,7 (4’au); 86,8 (1au); 84,8 (Cq); 71,5 (3’av); 71,3 (Cyq); 62,3 (5°au); 42,6
(2’qu).

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C37H260sN2* [M*] = 578,1842; gefunden = 578,18164.
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Experimenteller Teil

3°,5°-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)-2-amino-8-(perylen-3-yl(p-phenylethinyl))-2°-desoxyadenosin (20)

845,21 g/mol

.0
(6]
Cs0Hs6N6O3Siz

Die Reaktion wurde analog zu 10 durchgefiihrt. Anstelle von 3 wurden 90 mg 18 (255 pmol/1,00 Aq.)
verwendet. Das Produkt wurde als gelber Feststoff mit einer Ausbeute von 70 % (152 mg/120 pmol)

erhalten.
DC RAEE) = 0,64

1H NMR (300 MHz, CDCls): 8 (ppm) = 8,21 (dd, /= 7,7; 5,2 Hz, 4H); 7,71 (dd, J = 10,7; 8,4 Hz, 5H); 7,58
- 7,37 (m, 6H); 6,56 (t, J = 7,0 Hz, 1H); 5,63 (s, 2H); 4,74 (s, 3H); 4,02 (ddd, /= 7,7; 5,0; 2,6 Hz, 1H); 3,93
(dd, /= 10,5; 7,6 Hz, 1H); 3,77 (dd, J = 10,4; 5,0 Hz, 1H); 3,50 (ddd, /= 13,3; 7,8; 5,7 Hz, 1H); 2,26 — 2,18
(m, 1H); 1,05 — 0,78 (m, 18H); 0,21 — -0,03 (m, 12H).
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Experimenteller Teil

2-Amino-8-(perylen-3-yl(p-phenylethinyl))-2°-desoxyadenosin (Pe-PhEt-daA)

HO
C3gH28N60O3 o
616,68 g/mol

Pe-PhEt-daA

Die Entschiitzung von 20 wurde analog zu Pe-Et-daA durchgefithrt. Das Produkt wurde als gelber
Feststoff mit einer Ausbeute von 77 % (85 mg/138 pumol) erhalten.

DC R{DCM:Methanol 10:1) = 0,43

'H NMR (300 MHz, Pyr-ds): 8 (ppm) = 8,38 (m, Hz, 4Harom., 2Hamino); 7,81 (dd, J = 8,4; 4,8 Hz, 3Harom.);
7,66 — 7,51 (m, 5Harom ); 7,46 (dd, J = 8,0; 4,5 Hz, 3Harom); 7,31 (dd, J = 9,0; 5,9 Hz, 1H, 1’daa); 6,90 (s,
2Hamino); 5,26 (d, /= 5,1 Hz, 1H, 3’daa); 4,74 (s, 1H, 4’4an); 4,35 (dd, J= 12,2; 2,6 Hz, 1H, 5’4aa); 4,13 (dd, J
=12,4; 2,9 Hz, 1H, 5’ 4an); 3,76 — 3,68 (m, 1H, 2’4aa); 2,69 (dd, /= 12,8; 6,0 Hz, 1H, 2’4an).

BBC NMR (126 MHz, Pyr-ds): 8 (ppm) = 162,4 (CHarom.); 158,7 (CHarom.); 152,1 (CHarom.); 142,6 (Cq); 139,6
(Cq); 133,4 (Cq); 132,8 (2CHarom.); 132,4 (Cq); 132,1 (Cg); 132,0 (2Cq); 131,6 (Cq); 130,9 (2CHarom.); 130,0
(Cq); 129,5 (Cq); 129,0 (3Cq); 128,8 (CHarom ); 127,9 (CHarom.); 127,8 (2CHarom.); 126,5 (Cq); 121,8 (2CHarom );
121,7 (CHarom.); 121,2 (Cq, CHarom.); 116,9 (Cq); 94,6 (Cq); 91,2 (3°dan); 87,9 (1’dan); 81,4 (Cq); 73,8 (4’ dan);
64,7 (5°dan); 40,4 (2’dan).

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C3sH29003N6* [M-H*] = 617,2301; gefunden = 617,22870.
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Experimenteller Teil

3°,5°-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)-5-(9-phenylanthracen-10-yl-(p-phenylethinyl))-2‘-desoxyuridin
(23)

>|\ O)\N C49H56N>05Sin
(0]
Si

809,17 g/mol
.0
> S|'\ 23

In einem Rundkolben wurden 375 mg 22 (915 pmol/1,10 Aq.), 400 mg 21(8% 1% (832 ymol/1,00 Aq.) und
6 mg Cul (31,5 pmol/0,04 Aq.) in wenig Benzol suspendiert und lyophilisiert. Danach wurden 96 mg
Pd(PPhs)s (83,1 pmol/0,10 Aq.) zugegeben, mit Argon gespiilt, die Feststoffe in jeweils 60 mL DMF und
NEt; gelost und die Losung zusétzlich fiir 15 min mit Argon entgast. Die Reaktion wurde bei 90 °C
itber Nacht geriihrt und anschliefend mit wenig Methanol versetzt. Es wurden 120 mL Wasser
zugegeben und mit DCM extrahiert. Das Extrakt wurde iiber Na;SO4 getrocknet, das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt chromatographisch aufgereinigt
(DCM:Aceton 200:1 — 50:1). Das Produkt wurde als hellgelber Feststoff mit einer Ausbeute von 56 %
(374 mg/462 umol) erhalten.

DC R{DCM:Methanol 10:1) = 0,82

1H NMR (300 MHz, CDCls): 8 (ppm) = 8,84 (s, 1H); 8,18 (s, 1H); 7,78 — 7,53 (m, 9H); 7,52 — 7,44 (m, 4H);
7,39 — 7,31 (m, 4H); 6,38 (dd, /= 7,5; 5,7 Hz, 1H); 4,47 (dt, /= 5,5; 2,7 Hz, 1H); 4,14 — 3,92 (m, 2H); 3,82
(dd, /= 11,3; 2,1 Hz, 1H); 2,40 (ddd, /= 13,2; 5,8; 2,6 Hz, 1H); 2,17 — 2,07 (m, 1H); 1,08 — 0,81 (m, 18H);
0,28 — 0,04 (m, 12H).
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Experimenteller Teil

5-(9-Phenylanthracen-10-yl-(p-phenylethinyl))-2‘-desoxyuridin (PA-PhEt-dU)

HN

)\ C37H28N205
O N
HO 580,64 g/mol
(0]
OH
PA-PhEt-dU

Die Entschiitzung wurde analog zu Pe-Et-daA durchgefithrt. Das Rohprodukt wurde
chromatographisch aufgereinigt (DCM:Methanol 50:1 — 20:1) und das Produkt als hellgelber Feststoff
mit einer Ausbeute von 54 % (100 mg/172 pmol) erhalten.

DC R{DCM:Methanol 10:1) = 0,51

H NMR (500 MHz, Aceton-ds): 8 (ppm) = 10,36 (s, 1Himino); 8,60 (s, 1H, 64u); 7,84 — 7,59 (m, 9Harom.);
7,55 — 7,13 (m, 8Harom); 6,35 (t, J = 6,5 Hz, 1H, 1°av); 4,58 (q, / = 3,9 Hz, 1H, 3‘av); 4,49 (m, 1H, 4 au,
1Hon); 4,03 (q, /= 3,0 Hz, 1Hon); 3,96 — 3,82 (m, 2H, 5‘4u); 2,38 (dt, /= 6,4; 4,2 Hz, 2H, 2°av).

13C NMR (126 MHz, Aceton-ds): 8 (ppm) = 161,8 (Cg); 150,4 (Cy); 144,8 (6av); 140,0 (Cq); 139,7 (Cy); 138,3
(Cq); 137,0 (Cq); 132,4 (2CHarom); 132,3 (2CHarom.); 131,9 (2CHarom.); 130,7 (Cq); 130,5 (Cg); 129,5
(2CHarom.); 128,6 (2Cq, CHarom); 127,6 (2CHarom); 127,3 (2CHarom.); 126,4 (2CHarom.); 126,2 (2CHarom.);
123,6 (Cq); 99,8 (Cq); 92,5 (Cy); 89,0 (4°qu); 86,5 (1’av); 83,6 (Cq); 71,9 (3°av); 62,5 (5°au); 41,9 (2’av).

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C37H2505N2* [M*] = 580,1998; gefunden = 580,19824.
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Experimenteller Teil

meso-(p-Phenylethinyl)-platinoktaethylporphyrin (25)

C44H48N4Pt
827,98 g/mol

25

Die Synthese wurde nach der Methode von SENGE et al. durchgefiihrt.[? In einem ausgeheizten Kolben
wurden 500 mg p-Bromphenylacetylen (2,70 mmol/9,50 Aq.) in 15 mL Et;O geldst und auf -78 °C
gekiihlt. Danach wurden 2,75 mL einer Lésung aus n-BuLi in Cyclohexan (2 M/5,50 mmol/19,0 Aq.)
iiber einen Zeitraum von 30 min zugegeben und anschlieBend die Reaktion auf -40 °C erwarmt. Es
wurde tropfenweise THF zugegeben, bis sich eine milchig weile Emulsion bildet, woraufhin die
Kiithlung entfernt und weitere 15 min geriihrt wurde. Zu dem gebildeten Lithiumorganyl wurde unter
heftigem Rithren eine Lésung aus 211 mg PtOEPPY (290 umol/1,00 Aq.) in 60 mL THF bei -20 °C
zugegeben und 2 h geriihrt. Die Reaktion wurde darauthin mit einer Losung aus 5 mL Wasser und
5 mL THF versetzt und weitere 30 min gerithrt. Danach wurden 908 mg DDQ in 65 mL THF gelost
(60 uM/4,00 mmol/13,7 Aq.) zugegeben und weitere 60 min geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde
gewaschen, iiber eine Filtersdule eluiert und schliefllich sdulenchromatographisch aufgereinigt
(Hexan:DCM 10:1). Das Produkt wurde als purpurfarbener Feststoff mit einer Ausbeute von 8 %
(20 mg/24,2 pmol) erhalten.

DC R{Hexan:Toluol:DCM 4:1:1) = 0,43

1H NMR (500 MHZ, CDCI?,) 8 (ppm) = 10,02 (S, 2Hmeso); 9,97 (S, 1Hmeso); 8,17 (d,]: 8,0 HZ, 2Harom,); 7,82
(d, ]= 7,9 HZ, 2Har0m_); 4,01 (q,]: 7,6 HZ, SH); 3,93 (q.,.]= 7,6 HZ, 4H); 3,35 (S, 1Hacety1en); 2,69 (q, ]= 7,4
Hz, 4H); 1,91 (td, /= 7,7; 3,9 Hz, 12H); 1,85 (t, /= 7,6 Hz, 6H); 1,14 (t, /= 7,4 Hz, 6H).

13C NMR (126 MHz, CDCls): & (ppm) = 143,4 (2Cy); 142,9 (2Cy); 142,7 (Co); 141,3 (2Cy); 141,1 (2Cy); 139,4
(2C4); 138,5 (2Cy); 138,2 (2C,); 136,8 (Cy); 133,4 (2CHurom); 130,3 (2CHarom ); 122,4 (2Cq); 120,0 (Cy); 99,6
(ZCHmesQ); 98,4 (CHmesQ); 84,1 (Cq); 78,1 (CHacetylen); 21,7 (ZCHZ); 19,8 (6CH2); 18,4 (8CH3)

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C44H4sN4Pt* [M*] = 827,3527; gefunden = 827,35142.
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Experimenteller Teil

2-Amino-8-(meso-(p-phenylethinyl)-platinoktaethylporphyrin)-2’-desoxyadenosin (PtP-PhEt-daA)

Cs4HeoN1003Pt
PtP-PhEt-daA 1092,23 g/mol

In einem Rundkolben wurden 38 mg 25 (45,9 pmol/1,00 Aq.) und 36 mg 8 (91,8 pmol/2,00 Aq.) in wenig
Benzol suspendiert und anschlieBend lyophilisiert. Danach wurden 7mg Pd(PPhs),
(6,06 pmol/0,13 Aq.), 5 mL NEt; und 5 mL DMF zugegeben und die Losung zusitzlich 15 min mit
Argon entgast. Die Reaktionsmischung wurde bei 80 °C iiber Nacht geriihrt und anschlieBend mit
wenig Methanol versetzt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt chromatographisch aufgereinigt (DCM:Methanol 100:1 - 10:1). Das Produkt wurde als
purpurfarbener Feststoff mit einer Ausbeute von 50 % (25 mg/22,9 pmol) erhalten.

DC R{DCM: Methanol 10:1) = 0,48

1H NMR (500 MHz, Pyr-ds): & (ppm) = 10,35 (dd, /= 23,6; 16,4 Hz, 3H); 8,39 (d, /= 20,2 Hz, 2H); 8,30 -
8,11 (m, 2H); 8,02 — 7,83 (m, 2H); 7,60 (m, 1H); 7,50 — 7,39 (m, 1H); 7,31 (d, J = 21,6 Hz, 1H); 6,90 (d, /=
19,4 Hz, 2H); 5,33 (d, /= 17,7 Hz, 1H); 4,80 (d, /= 20,8 Hz, 1H); 4,41 (dd, J = 22,8; 12,0 Hz, 1H); 4,19 (q,
J=11,6; 11,0 Hz, 1H); 4,01 (dtq, /= 24,6; 15,4; 7,5 Hz, 12H); 3,83 — 3,72 (m, 1H); 2,80 (m, 5H); 1,90 (ddq,
J=238;16,0; 7,7 Hz, 18H); 1,24 (dq, /= 14,5; 7,2 Hz, 6H).

13C NMR (126 MHz, Pyr-ds): 8 (ppm) = 162,5 (Cq); 158,7 (Cy); 152,2 (Cq); 144,7 (2Cy); 143,8 (2Cy); 143,6
(Cq); 142,5 (2Cq); 142,4 (2Cq); 140,5 (2Cq); 139,5 (2Cyq); 139,2 (2Cq); 137,7 (2Cq); 134,3 (2CHarom.); 131,5
(Cq); 130,7 (2CHarom.); 122,6 (Cq); 121,3 (Cg); 117,1 (Cg); 100,9 (2CHmeso); 99,7 (CHmeso); 94,8 (Cg); 91,2
(4’ 4an); 88,0 (1’dan); 82,1 (Cy); 73,8 (3°dan); 64,7 (5’dan); 40,5 (2dan); 22,5 (2CHz); 20,3 (6CHa); 19,0 (8CHs).

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir Cs4H103N1oPt* [M-H*] = 1092,4576; gefunden = 1092,45481.
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Experimenteller Teil

3°,5°-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)-5-(1,3,5,7-tetramethyl-8- p-phenylBODIPY)-2’-desoxyuridin (29)

o)
(0]
C42H57BF2N,O5Si;

802,92 g/mol %Si,\o

In einem 20mL Via/ wurden 201mg 281 (447 umol/1,00 Aq.) und 255 mg 21[8% 106]
(530 pmol/1,19 Aq.) in 4 mL Dioxan und 10 mL NEts suspendiert und mittels Freeze-Pump-Thaw
entgast. Im gefrorenen Zustand wurden im Argon-Gegenstrom 23,0 mg Pd(PPhs)s (19,9 umol/0,04 Aq.)
zugegeben und die Reaktion iiber Nacht bei 90 °C geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt chromatografisch
aufgereinigt (DCM:Methanol 1:0 - 66:1). Das Produkt wurde als orangeroter Feststoff mit quantitativer
Ausbeute (360 mg/447 pmol) erhalten.

DC R{DCM:Aceton 10:1) = 0,63

1H NMR (300 MHz, CDCls): 8 (ppm) = 9,20 (s, 1H); 8,16 (s, 1H); 7,61 (d, /= 8,2 Hz, 2H); 7,25 (d, /= 8,2
Hz, 2H); 6,33 (dd, /= 7,4; 5,8 Hz, 1H); 5,97 (s, 2H); 4,42 (dt, /= 5,7; 2,8 Hz, 1H); 4,04 — 3,90 (m, 2H); 3,82
~ 3,67 (m, 1H); 2,54 (s, 6H); 2,35 (ddd, J = 13,2; 5,9; 2,9 Hz, 1H); 2,07 (dt, /= 13,1; 6,5 Hz, 1H); 1,39 (s,
6H); 0,89 (d, /= 4,1 Hz, 18H); 0,10 (dd, /= 10,9; 2,6 Hz, 12H).
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Experimenteller Teil

3°,5°-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)-5-(1,3,5,7-tetramethyl-2,6-diiod-8- p-phenylBODIPY)-2’-
desoxyuridin (30)

¥ o)
C42H55BF2|2N4058i2 \d
1054,71 g/mol %—sro
| ~N

30

In einem Rundkolben wurden 361 mg 29 (450 umol/1,00 Aq.) vorgelegt und in 15 mL trockenem DCM
gelost. Danach wurden 227 mg N-Iod-Succinimid (1,01 mmol/2,24 Aq) unter Kithlung zugegeben und
tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde das Rohprodukt chromatographisch
aufgereinigt (DCM:Methanol 1:0 — 66:1) und das Produkt als violetter Feststoff mit einer Ausbeute von
91 % (433 mg/411 pumol) erhalten.

DC R{DCM:Aceton 10:1) = 0,66

H NMR (300 MHz, CDCls): 8 (ppm) = 8,16 (s, 1H); 7,63 (d, /= 8,1 Hz, 2H); 7,24 (dd, /= 7,4; 5,5 Hz, 2H);
6,30 (dt, /= 14,4; 6,7 Hz, 1H); 4,41 (dq, /= 8,1; 5,1; 3,8 Hz, 1H); 4,06 — 3,67 (m, 3H); 2,62 (s, 6H); 2,05 (dq,
J=18,3; 6,1; 5,6 Hz, 2H); 1,40 (s, 6H); 1,00 — 0,64 (m, 18H); 0,20 — -0,11 (m, 12H).
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Experimenteller Teil

5-(1,3,5,7-Tetramethyl-2,6-diiod-8-p-phenylBODIPY)-2’-desoxyuridin (I:B-PhEt-dU)

(0]
C3oH27BF212N4O5 k J

826,18 g/mol OH

1,B-PhEt-dU

Die Entschiitzung von 30 wurde analog zu Pe-Et-daA durchgefithrt. Das Rohprodukt wurde
chromatographisch aufgereinigt (DCM:Methanol 50:1 — 20:1) und das Produkt als violetter Feststoff
mit einer Ausbeute von 62 % (56 mg/67,8 pmol) erhalten.

DC RAEE) = 0,46

H NMR (300 MHz, Pyr-ds): 8 (ppm) = 9,72 (s, 1H, 6av); 8,46 (d, /= 8,1 Hz, 2Harom); 7,59 (d, /= 8,3 Hz,
2Harom.); 6,90 (dd, /= 6,5; 3,8 Hz, 1H, 1‘qv); 5,14 (q, /= 6,2 Hz, 1H, 3‘qv); 4,57 (dt, J = 5,4; 2,4 Hz, 1H, 4‘au);
4,48 — 4,28 (m, 2H, 5'qu); 3,14 (dt, /= 13,3; 6,7 Hz, 1H, 2°qu); 2,97 — 2,86 (m, 1H, 2‘qv); 2,82 (s, 6Hzopmwry);
1,45 (s, 6Hpopmpy).

13C NMR (126 MHz, Pyr-d5): o (ppm) =171,3 (Cq); 157,6 (ZCq); 156,1 (Cq); 145,9 (2Cq); 141,7 (6dU); 141,5
(2Cq); 69,4 (3°au); 62,4 (Cy); 61,1 (5’av); 43,5 (2’au); 17,8 (CH3, sopipy); 16,8 (CHs, Bopipy).

HR-MS (ESI): m/z berechnet fiir C30H2705N4BF:lo* [M*] = 826,0132; gefunden = 826,01276.
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Erganzende Spektren

VIl Erganzende Spektren
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Abbildung 74: Absorptionsspektren der Anlagerungsexperimente von Pe-Ph-dU (oben) und Pe-Ph-daA (oben) an dAzo und
T20 in Wasser (links) und Puffer (rechts) (Farbstoff 45 uM, Templat 1,5 uM, Puffer: NaCl 250 mM, NaP; 10 mM).
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Erganzende Spektren
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Abbildung 75: Absorptionsspektren der Anlagerungsexperimente von Pe-Ph-dU (oben) und Pe-Ph-daA (oben) an dAz2o und
T20 in Wasser (links) und Puffer (rechts) bei 80 °C inkubiert (Farbstoff 45 pM, Templat 1,5 uM, Puffer: NaCl 250 mM, NaPi
10 mM).
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Erganzende Spektren
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Abbildung 76: Fluoreszenzspektren der Anlagerungsexperimente von Pe-Ph-dU und Pe-Ph-daA an dAzo und Tzo ohne
Inkubation (oben) und mit Inkubarion bei 80 °C (unten) in Wasser (links) und Puffer (rechts). Durchgezogene Linien
entsprechen den korrekten Templaten, gestrichelte den Kontrollexperimenten mit ,falschem® und ohne Templat (Farbstoff

45 pM, Templat 1,5 pM, Puffer: NaCl 250 mM, NaP; 10 mM).
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Erganzende Spektren
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Abbildung 77: CD der Anlagerungsexperimente von Pe-Ph-dU und Pe-Ph-daA an dAzo und Tz ohne Inkubation (oben) und
mit Inkubarion bei 80 °C (unten) in Wasser (links) und Puffer (rechts). Durchgezogene Linien entsprechen den korrekten
Templaten, gestrichelte den Kontrollexperimenten mit ,falschem® und ohne Templat (Farbstoff 45 uM, Templat 1,5 pM,
Puffer: NaCl 250 mM, NaPi 10 mM).
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