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1. Einleitung und Themenstellung

1. Einleitung und Themenstellung

Das Moorsche Gesetz geht auf Gordon E. Moore aus dem Jahre 1965 zurlick. In diesem wird
vorhergesagt, dass sich mit geringen Komponentenkosten die Anzahl der elektronischen Bau-
teile einer integrierten Schaltung alle ein bis zwei Jahre verdoppeln.™l Eine der Vorraussetzun-
gen dafir ist die von Moore einige Zeit spater erwahnte intelligente Integration der Bauteile
und gleichzeitige Verkleinerung der Schaltelemente. Ein zukiinftiges Ziel dieser Entwicklung
liegt im Schritt vom Nanobereich zum molekularen Bereich. Schon bei der Verwendung von
Nanopartikeln konnen im Vergleich zu ihren Bulkstoffen eklatante Veranderungen in den Stof-
feigenschaften auftreten. So ist zum Beispiel Gold nicht direkt toxisch fiir den Korper und ist
in Form von Blattgold essbar. Goldnanopartikel wie Auss weisen eine erhebliche Zelltoxizitat
und eine starke Koordination an die Desoxyribonukleinsdure (engl. deoxribonucleic acid, DNA)
auf.l? Daher muss die Frage gestellt werden, ob diese Unterschiede beim Schritt von den Na-
nopartikeln hin zu molekularen Leitern fir Schaltkreiselemente im Zuge der Miniaturisierung
ebenso zu beobachten sein werden. Zusatzlich stellt sich in Zeiten der Uberproduktion auch
die Frage der Abhadngigkeit und Nachhaltigkeit von Metallen zur Produktion von Elektronik.
Einige organische Molekiile zeigen bereits heute, dass elektrische Leiter nicht nur aus Metal-
len bestehen miissen. Kohlenstoff-Nanoréhrchen haben eine hervorragende Leitfahigkeit und
kénnen Giber Dotierungen sogar noch verbessert werden.®! Uber die Verwendung organischer
Liganden und konjugierten m-Systemen kann ein geringerer Verbrauch von Metallen fiir Dio-
den erzielt werden, wie es in OLEDs bereits der Fall ist.[*! Molekulare Drahte in Form von Po-
lythiophen und Polypyrrol besitzen hervorragende elektrische Eigenschaften.®! (6] Unter Nut-
zung eines molekularen Photoschalters, der an ein Polymermaterial gebunden war, war es
moglich einen optischen 3D-Datenspeicher herzustellen.l”? Organische Molekiile kénnen ganz
offensichtlich viele Aufgaben eines elektrischen molekularen Schaltkreises Gibernehmen. Es
bleibt jedoch das Problem der raumlichen Auflésung. Wahrend die Bearbeitung von Oberfla-
chen in Dimensionen kleiner als 0.1 um moglich ist, ist die Positionierung der Schaltkreisele-
mente zueinander eine Herausforderung.[® Hier kénnte ein Material die Lésung sein, welches
sich bereits als molekularer Draht bewiesen hat: DNA. Aufgrund der effektiven n-Stapelung ist

diese leitfihig.[! DNA hat ein ernomes Potential in Bezug auf ihre Anwendbarkeit fiir moleku-
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lare Schaltkreise, da die Selbstassemblierung aufgrund von intermolekularen Wechselwirkun-
gen sehr gut vorhergesagt werden kann. Dies geht soweit, dass sich DNA-Sequenzen berech-
nen lassen, mit denen 3D-Strukturen auf Oberflichen mit einer Prazision im Angstrombereich
gebildet werden kénnen.['® DNA bietet neben der raumlichen Auflésung noch ein zusitzliches
Potential durch vielfiltige exakt inkorporierbare Modifikationsmdglichkeiten. Durch Grundla-
genforschung mussen dafiir Ergebnisse erarbeitet werden, mit denen DNA als valider Werk-

stoff auf molekularer Ebene etabliert werden kann.

Abbildung 1 Schematische Darstellung eines molekularen Schaltkreises mit DNA als Schalt-

|'|+

elementen.
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Themenstellung

In dieser Dissertation sollte die Leitfahigkeit der DNA untersucht und mit Hilfe von inkorpo-
rierten Metallionen verbessert werden. Dazu sollte ein Metallkomplex in Form des polykatio-
nischen Porphyrins 1 per kupferkatalysierter Alkin-Azid Zykloaddition (engl. copper-catalyzed
alkyne-azide cycloaddition, CUAAC) kovalent an das alkinmodifizierte Cytidinderivat 2 in einer
speziell designten Basensequenz angeknlipft werden. Als Alternative sollte das Hydroxychino-
lin 3 als Basensurrogat per Festphasensynthese in ein Oligonukleotid inkorporiert werden,
welches das Metallion wahrend der Hybridisierung als artifizielles Basenpaar komplexiert. Die

drei Zielbausteine werden in Abbildung 2 gezeigt.
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Abbildung 2 Darstellung der Zielmolekiile fiir die metallionen-vermittelte Leitfahigkeitssteige-
rung der DNA (von links nach rechts): polykationische Porphyrin 1, alkin-modifiziertes Cytidin-
derivat 2 und das Basensurrogat Hydroxychinolin 3.

Neben den Metallionenmodifikationen sollte eine Thiol-Linkereinheit an beiden Enden des
Duplexes eingefiihrt werden, um mit dem Rastertunnelmikroskop (engl. scanning tunneling
microscope, STM) (iber die mechanisch-kontrollierte Bindungsbruch-Methode (engl. mecha-
nically controlled break junction, MCBJ) die Leitfahigkeit der modifizierten Duplexe zu bestim-
men. Diese Ergebnisse sollten dann mit DNA-Sequenzen, die neben den Thiol-Linkern keine
weiteren Modifikationen tragen, verglichen werden, um die Verbesserung durch die Metalli-

onen einschatzen zu kdonnen.
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Darliber hinaus sollte der Einfluss der Linker-Einheit optimiert und das 2‘-Desoxyuridinderivat
4 synthetisiert und mittels Phosphoramiditmethode inkorporiert werden, dargestellt in Abbil-
dung 3. Des Weiteren sollte getestet werden, ob die Nukleobasen selbst zur Kontaktbildung

im STM MCBJ geeignet sind.
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Abbildung 3 Darstellung des Zielmolekiils 2-Desoxyuridinderivat 4 zur Optimierung der Lin-
kereigenschaften.

Zuletzt sollte ein Photoschalter synthetisiert werden, der (iber eine CUAAC kovalent an DNA
angekniipft wird. Hierzu wurde Spiropyran 5 in Abbildung 4 ausgewahlt, welches liber eine
lichtgesteuerte Interkalation die Leitfahigkeit der DNA beeinflussen sollte. Die Anderung sollte

in STM MCBJ-Experimenten untersucht werden.

Abbildung 4 Darstellung des Spiropyran 5 zur lichtgesteuerten Interkalation in den Nukleoba-
senstapel.
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T

Abbildung 5 Schematische Darstellung der drei verschiedenen Projekte als STM MCBJ-Experi-
ment (von links nach rechts): Leitfahigkeitsverbesserung durch Metallioneninkoporation, Me-
tall-Kkomplex- (rot) und Basensurrogat-vermittelt (griin); Optimierung der Linkereinheit Gber
Nutzung der Basen oder der modifizierten Base; lichtgesteuerte Interkalation in den Nukle-
obasenstapel.
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2. Theoretischer Hintergrund

2.1. DNA und Modifikationen

2.1.1. Allgemeines

Als Speicher der Erbinformation ist die DNA (engl. deoxyribonucleic acid) einer der grundle-
genden Bausteine in der belebten Natur. Die Struktur des Biopolymers wurde 1953 von
R. Franklin, J. Watson und F. Crick aufgeklirt.l!!l In der Veréffentlichung wurde die DNA als
doppelstrangige (engl. double stranded, ds) rechtsgangige Helix identifiziert und die Watson-
Crick-Basenpaarung zwischen Guanosin und Cytidin sowie Adenosin mit Thymidin etabliert,

wie in Abbildung 6 gezeigt.

kleine
Furche

grolde
Furche

Abbildung 6 Schematische Darstellung eines DNA-Duplexes und der Strukturen der jeweiligen
Watson-Crick-Basenpaarungen aus den Purinbasen Adenin (A) und Guanin (G) und den Pyri-
midinbasen Thymin (T) und Cytosin (C).

Durch die repulsive Coulombwechselwirkung und die C2‘-endo-anti-Konfiguration des 2‘-Des-

oxyribofuranosid formt die ds-DNA eine rechtsgangige Helix mit einem Durchmesser von
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2.00 nm. Eine Windung ist nach zehn Basenpaaren mit einem Anstieg von 3.40 nm abgeschlos-
sen. Durch die Windungen entstehen eine kleine und eine grof3e Furche, an welcher Molekiile,
wie beispielsweise die meisten sequenzspezifisch DNA-bindenden Proteindoméanen, aber
auch Farbstoffe, Gber eine Anlagerung binden kénnen. Die beschriebenen Eigenschaften sind
dabei auf die unter physiologischen Bedingungen typischerweise vorliegende B-Form der

ds-DNA bezogen; daneben existieren unter anderem noch die A- und Z-Form.[121 113l

Die Basenpaarung erfolgt iber die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen, wobei AT-Ba-
senpaare zwei und GC-Paare drei Bindungen ausbilden und so die aulRergewdhnliche Spezifi-
tat der Duplexbildung ermdglichen. Diese Wechselwirkungen sind jedoch nicht die Triebkraft
fir die Bildung der Helix, dies wird bei der Betrachtung der freien Enthalpie erkennbar. Wah-
rend GC-Paare mit AG®C = -0.46 kJ/mol noch leicht stabilisieren, destabilisieren AT-Paare mit
AGAT = 1.93 ki/mol. 141131 per eigentliche Energiegewinn entsteht durch die Basenstapelung,
welche durch r,m-Wechselwirkungen der aromatischen Nukleobasen geformt wird. Auch hier
stabilisieren GC- (ARG®¢= -6.20 kJ/mol) im Mittel mehr als AT-Paare
(ARGAT = -4.23 kJ/mol).[*4 131 Dyrch diese Eigenschaften lasst sich die Struktur der DNA sehr
gut vorhersagen, wodurch auch andere geometrische Formen durch Selbstassemblierung der
DNA moglich sind. N. Seeman gelang es unter Nutzung definierter Watson-Crick-Basenpaa-
rungen eine Gitterstruktur zu erzeugen.!* 18] Djese Technik wurde von P. W. K. Rothemund
weiterentwickelt, wodurch das Themengebiet der geriistbasierten DNA-Origami-Technik ent-

stand und den Weg zur DNA-basierten Nanotechnologie ebnete.'"

2.1.2. DNA-Modifikationen

Die Festphasensynthese, die durch Caruthers und Letsinger et al. entwickelt wurde, ermog-
lichte erstmals eine effiziente und 6konomische vollsynthetische Darstellung von DNA.'7!
Dadurch kdnnen nahezu beliebig modifizierte Nukleosidbausteine eingesetzt werden, solange
diese unter den feststehenden Reaktionsbedingungen stabil sind. Das Nukleosid wird haufig
als Phosphoramidit eingefiihrt. Abbildung 7 zeigt dessen Struktur anhand des Phosphorami-

dits des natirlichen Guanins.
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Abbildung 7 Struktur des N(2)-isobutyrylgeschiitzten Guanosin-Phosphoramiditbausteins.

Entscheidend ist, dass alle funktionellen Gruppen, welche nukleophil reagieren kdonnten, ge-
schitzt vorliegen und sich die verwendeten Schutzgruppen unter basischen Bedingungen ab-
spalten lassen. Einzig die 5'-OH-Gruppe ist mit einer saurelabilen Dimethoxytrityl-Schutz-
gruppe (DMT) versehen, um eine Sequenz definiert aufzubauen zu kénnen. Der Strang wird
dadurch sequenzspezifisch de-novo in 3‘>5'-Richtung aufgebaut, entgegengesetzt der Rich-

tung der stets semikonservativen DNA-Replikation in biologischen Systemen.[*2]

In Abbildung 8 sind Mdglichkeiten fir Modifikationen der DNA dargestellt.

Basenmodifi- R o
kationen “fili-l Basensurrogat
N (0]
HO

(0]
alternatives 0 R, 2'-Position
Riickgrat 0=P-0O
|
o
5'-und 3'-Ende

Abbildung 8 Schematische Darstellung verschiedener Modifikationsmoglichkeiten eines Nuk-
leotids.
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Die natirlichen Nukleoside kdnnen zum Teil an der Base selbst modifiziert werden. So kann
2‘-Desoxyuridin kommerziell als 5-lod-2‘-desoxyuridin erhalten werden. Die lodfunktionalitat
kann beispielsweise in einer Kreuzkupplung substituiert werden.*® Die Purinbasen kénnen als
7-Deaza-Verbindung modifiziert werden, wobei diese Modifikationen keinen Einfluss auf die
Basenpaarung haben, da die Modifikation an der gegeniiberliegenden Seite der Wasserstoff-
briickenbindung eingefiihrt werden.'® Die Modifikationen zeigen dadurch in die Furchenre-
gion. Im Gegensatz dazu konnen die natiirlichen Basen auch lber die Aminfunktionalitaten
modifiziert werden.?°! Hierdurch wird jedoch die Wasserstoffbriickenbindung und damit die

Basenpaarung massiv gestort.2%

Statt der natdirlichen Basen kdnnen andere aromatische Systeme wie Farbstoffe, Spinsysteme
oder Metallliganden verwendet werden. Diese werden als artifizielle Nukleobasen oder auch
Basensurrogate bezeichnet. Als Ausgangsmaterial fir ein Basensurrogat kann unter anderem
ein Glykal verwendet werden, welches in einer Heck-Kupplung mit der gewiinschten halog-
nierten Modifikation umgesetzt wird. [22] Ein Vorteil bei der Verwendung von Basensurrogaten
ist, dass die exakte rdumliche Positionierung der DNA-Modifikation innerhalb der Helix ge-

wahlt werden kann.

Bei Verwendung eines Ribonukleinsadure (engl. ribonucleic acid, RNA)-Bausteins ist eine Modi-
fikation tiber die 2-OH-Gruppe moglich. Per nukleophiler Substitution kann eine Alkinfunktion
eingefliihrt werden, welche anschlieend in einer postsynthetischen CUAAC zum modifizierten
Produkt fiihrt.[231 (241 [25] Dje so integrierte Modifikation kann in den Basenstapel interkalieren,
sich entlang der Furchen anordnen oder ohne gréolRere Wechselwirkung mit dem Duplex in
den Raum hineinragen. Die Flexibilitat eines mit eingefiihrten Linkers besitzt dabei einen er-

heblichen Einfluss auf die Position im spateren DNA-Duplex.

Das Riickgrat ist unter anderem fiir die Form und Stabilitat des DNA-Duplexes verantwortlich.
Daher sind auch hier Modifikationen von Interesse. Peptid-Nukleinsdure (engl. peptide nucleic
acid, PNA) verfigt Gber ein Peptid-Riickgrat statt eines Zucker-Phosphat-Rlickgrats. Der Aus-
tausch des Zuckers bildet eine weitere Moglichkeit.[2! Beispielsweise kann ein azyklischer Lin-

ker verwendet werden, welcher die Konformation des Ribofuranosids nachahmt.[27]

10
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Des Weiteren besteht die Moglichkeit, dass die Modifikation kovalent an die 3‘- bzw 5‘-OH-
Gruppe der DNA angekniipft wird. Auch flr diese Anbindung ist die Modifikation deutlich von
der Beschaffenheit des Linkers abhéngig. Einen guten Uberblick {iber die verschiedenen Mo-

difikationen gibt auch D.H. Apella in seinem Ubersichtsartikel.[28]

Metallionen

Metallionen als DNA-Modifikationen kdnnen Eigenschaften wie Leitfahigkeit oder Magentis-
mus beeinflussen und damit vielfaltig genutzt werden. Metallionen kénnen weiterhin von au-
Ren durch Licht, elektrochemisches Potential oder Magnetismus manipuliert werden und sind

somit fur Sensorik oder als Schaltelemente sehr gut geeignet.

Bei der Verwendung von Metallionen besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass diese an das
negativ geladene Rickgrat koordinieren und nicht in die DNA interkalieren. Daher werden
Liganden mit den oben beschriebenen Methoden als Modifikation eingefiihrt, um in der End-

anwendung einen Metallkomplex innerhalb der Helix zu bilden.

Der erste Metallkomplex, der in Verbindung mit DNA verwendet wurde, wurde von W. Bann-
warth und F. Miller publiziert. Ein Ruthenium(lll)-Komplex wurde mit dem Farbstoff Lumazin
als Hybridisierungssonde verwendet.[?®! Wihrend der Metallkomplex (iber einen Alkanlinker
am Phosphatriickgrat eines Einzelstrangs angebracht wurde, wurde der Farbstoff als Basen-
surrogat am Gegenstrang eingefiihrt. Ziel war es, dass nur nach einer erfolgreichen Hybridi-
sierung der Einzelstrange nach Anregung ein Engergietransfer vom Farbstoff auf den Metall-
Komplex erfolgen konnte. Dieser war in der Folge als Fluoreszenz des Ruthenium(lIl)-Komple-
xes zu beobachten. Barton et al. untersuchten die Leitfahigkeit der DNA an Hand des Elektro-
nentransfers von einem interkaliertem Ruthenium(ll)-Komplex auf einen interkalierten Ruthe-
nium(l11)-Komplex.B% Der photoinduzierte Prozess wurde zeitaufgeldst spektroskopisch un-
tersucht. Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass Metallionen und DNA erfolgreich im

Zusammenspiel miteinander verwendet werden kénnen.

Um Metallionen nicht Gber Interkalationen oder Komplexe auBBerhalb des DNA-Duplexes ein-

zubringen, sondern innerhalb der Helix nutzbar zu machen, sind gezielte Modifikationen wie
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Basensurrogate notwendig. Deren Verwendung ging hin bis zur Bildung eines monoatomaren

Drahts aus Metallionen tiber die Selbstassemblierung der DNA.B1]

Dabei wurde eine ausschliefSlich aus Komplexliganden bestehende Sequenz synthetisiert, wel-
che nur unter dem Einfluss von Metallionen hybridisieren konnte. Da, wie im folgenden Ab-
schnitt 2.3 beschrieben, die DNA selbst interessante Eigenschaften beziglich des Transfers
von Ladung oder Energie besitzt, ware die gemeinschaftliche Nutzung von DNA mit Metallio-
nen zusammen erstrebenswert. Wagenknecht et al. inkorporierten mehrere Hydroxychinoline
in eine DNA-Sequenz, welche bei der Hybridisierung Kupfer(ll)-lonen komplexierten, und
konnten dadurch die Elektronentransferrate gegeniliber der natlirlichen Basenpaarung deut-
lich erhéhen.l3 Es wurde nachgewiesen, dass hierbei nicht jeder Komplex ein Metallion
tragt.33 Die Basensurrogate kénnen dabei auch mehr als ein Metallion binden. Obika et al.
verwendeten ein 1,3,9-Triaza-2-oxophenoxazin, um drei Silber(l)ionen zu binden.34 Die Inter-
aktionen zwischen Basensurrogaten kann nicht nur zur Ausbildung einer Helix verwendet wer-
den, sondern auch zu einer 3-Wege-Bindung (engl. three-way-junction) genutzt werden, um
mehrdimensionale Objekte zu bilden.?*! Auch eines der bekanntesten Motive der
G-Quadruplex wurde metallionen-vermittelt gebildet und konnten so eine artifizielle Peroxi-

dase formen.[3¢!

Einen bereits gebildeten Metallkomplex als Modifikation zu verwenden, kann Vorteilhaft sein.

Ein sehr gutes Beispiel dafiir stellen Porphyrine dar, welche in Abbildung 9 dargestellt sind.

Porphyrin Positionen

—————————— o

-« MEeso

Abbildung 9 Darstellung des Porphyrinkerns mit Nomenklatur der Positionen im Zyklus.

Diese konnen (iber jede der weiter oben erwahnten Modifikationsmoglichkeit in die DNA ein-

geflhrt werden. Durch die Tendenz der polykationischen Porphyrine in DNA zu interkalieren,

12
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wird eine verlissliche Inkorporation des Metallions garantiert.2”) Viele Metalle kénnen einen
sehr stabilen Komplex mit Porphyrinen bilden. Die Stabilitat wird durch die Vierfachkoordina-
tion bewirkt.38 Hierdurch sind fiir Metalle, wie Eisen, eine Oxidation und Reduktion moglich,
ohne dabei den Komplex zu zerstéren. Das Eisen wechselt dabei lediglich die Oxidationstufe
sowie die Koordination.38! Weiterhin kénnen die Porpyhrine fiir Interaktionen mit Licht ge-
nutzt werden, wie es in der Natur in Form des Chlorophylls zu beobachten ist.[8 Der Zugang
zu funktionalisierten Derivaten ist lGber die sogenannte meso-Positionen gegeben, wodurch

beispielsweise der Einbau in DNA in vielfaltiger Weise méglich ist.[3]

Photoschalter

Da Metallionen in erster Linie zur Verbesserung des Energie- bzw Ladungstransfers verwendet
werden, waren weitere DNA-Modifikationen, welche von auRen manipuliert werden kénnen,
erstrebenswert. Daher ware eine photoresponsive DNA eine sinnvolle Erweiterung im Sinne
der Sensorik. Im Zusammenhang von DNA mit Metallionen wurde bereits mehrfach Licht ver-
wendet. Das Licht induzierte hierbei einen Ein-Elektronen-Transfer (engl. single electron trans-
fer, SET), der analysiert wurde. Stattdessen konnte das Licht aber genutzt werden, um eine
stabile bzw. metastabile Veranderung der DNA zu bewirken. Zu diesem Zweck wéaren Photo-
schalter ein geeignetes Mittel. Photoschalter fiihren photoinduziert eine strukturelle Ande-
rung durch. Diese Anderung ist reversibel und die Relaxation aus diesem Zustand kann sowohl
durch Bestrahlung mit Licht einer geeigneten Wellenlange als auch thermisch erfolgen. Eine
der moglichen Transformationen ist die E/Z-Isomerisierung. Die Photoschalter, die diese struk-
turelle Anderung durch Bestrahlung mit UV-Licht eingehen, werden in drei Substanzklassen
unterteilt: Azobenzole und Stilbene. Abbildung 10 zeigt ausgewahlte Beispiele dieser Klas-

sen.[40]

X=N = Azobenzole X=X 2% @ @R
X=CH = Stilbene @ ’ R
R
Abbildung 10 Schematische Darstellung der E/Z-Isomerisierung ausgewahlter Photoschalter.
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Eine weitere mégliche strukturelle Anderung ist die photoinduzierte Elektrozyklisierung. Thi-
ophenfulgide und Diarylethene, wie in Abbildung 11 dargestellt, stellen Vertreter dieser Pho-

tochrome dar.[40

Diarylethen

Abbildugn 11 Schematische Darstellung der Elektrozyklisierung eines Diarylethens.

Nicht nur die Zyklisierung kann das aromatische System erweitern, auch der Bindungsbruch
einer Zykloreversion kann das konjugierte System vergrofRern. Dieser Effekt wird bei der Klasse
der Spiropyrane genutzt. Spiroverbindungen zeichnen sich dadurch aus, dass zwei zyklische
Verbindung (iber genau ein Kohlenstoffatom miteinander verbunden sind. Hierdurch stehen
beide Ringe verdrillt zueinander. Durch eine heterolytische Bindungsspaltung am Spiro-Koh-
lenstoff planarisiert das Molekil und bildet, wie in Abbildung 12 illustriert, im Fall von Spiro-

pyranen ein konjugiertes System aus.

/

R
R
TS
©

Spiropyran _— N® o
Ay R
Spiro-Form Merocyanin-Form

Abbildung 12 Schematische Darstellung einer Elektrozykloreverision des Spiropyrans.

Die geschlossene Form wird als Spiro-Form bezeichnet, weist in der Regel nur eine geringe
Polaritat auf und absorbiert im UV-Bereich. Durch den oben angesprochenen Bindungsbruch
wird die offene Merocyanin-Form gebildet. Diese kann als Zwitterion vorliegen und ist daher
relativ polar. Durch die Konjugation des Indols mit dem gegeniiberliegenden aromatischen
System absorbiert die Merocyanin-Form im sichtbaren bis infraroten Bereich. Sowohl das Off-

nen als auch das SchlieRen des Spiropyrans kann thermisch erfolgen.[4?!
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Die Anknlpfung der Photoschalter an DNA ist, ahnlich wie bei den Porphyrinen, auf vielfiltige
Art und Weise moglich. Die erste Anwendung geht auf Letsinger und Wu zurtick. Sie verkniipf-
ten tber ein Stilbenderivat eine kurze poly-A- mit einer poly-T-Sequenz.[*] Wenn das Stilben
in der trans-Konfiguration vorlag, bildete die ss-DNA (Einzelstrangige DNA, engl. single-stran-
ded DNA) eine Haarnadelstruktur aus, sodass Duplexe und Triplexe gebildet wurden. Diese
waren so stark stabilisiert, dass Schmelztemperaturen von tber Tm = 80 °C erreicht werden
konnten. In der cis-Konfiguration stort die Geometrie des Photoschalters die Stapelung der
darunterliegenden Nukleobasen und fiihrt so zu einer Destabilisierung der Helix. Weiterhin
wurde beobachtet, dass das Schaltverhalten von den benachbarten Basen beeinflusst wurde.
So hinderte ein GC-Paar in direkter Nachbarschaft das Stilben an der E/Z-Isomerisierung. Eine
Erklarung kénnte sein, dass ein Energielibertrag nach der Anregung des Photoschalters auf
das GC-Paar stattfand. Ein Hinweis dafur konnte sein, dass das Schaltverhalten bei einer nicht-

kanonischen GG-Basenpaarung erhalten bleibt.[4%

Generell wurden Photoschalter eingesetzt, um die Hybridisierung raumlich- und zeitaufgelost
steuern und analysieren zu kénnen. So konnte durch eine Thiophosphatmodifikation des DNA-
Riickgrats gezielt ein Azobenzol eingefiihrt werden. Hierdurch gelang es, die Stabilitdt des
Duplexes durch die Isomerisierung des Photoschalters in die Z-Konfiguration um ATm = -7 °C
zu senken.!*3! Ahnliche Versuche wurden mit DNA/RNA-Hybriden durchgefiihrt, wobei durch
das Schaltverhalten die zeitaufgeldste Freisetzung von RNA ermdglicht wurde.*4 Neben zu-
satzlich eingeflihrten Photoschaltern konnen die Nukleobasen selbst zu Photoschaltern erwei-
tert werden. Dazu wurden von Jaschke et al. 2-Desoxyuridin und 7-Deaza-2-desoxyadenosin
zu Diarylethenen erweitert und untersucht.l*>! [*6] Ausgehend von den Purinbasen kénnen Stil-
benderivate synthetisiert werden. Bei Vorliegen der Z-Konfiguration des Photoschalters
wurde eine Destabilisierung des Duplexes um ATm, =-7.9 °C beobachtet. Dieser Effekt wurde
auf die veranderte Konformation der Nukleobase von anti zu syn relativ zum Zucker zuriick-
gefiihrt. Infolgedessen war die Bildung des Duplexes gehindert.[*”) In Form von Basensurroga-
ten konnten Enzyme wie T7 Pol | oder die RNaseH in ihrer Aktivitat blockiert werden, indem
ein sogenannter Antisense-Strang mit einer Zielsequenz hybridisiert wurde. Durch Bestrah-
lung mit anschlieBender Isomerisierung der verwendeten Azobenzole konnte die Zielsequenz

freigesetzt und durch die Enzyme prozessiert werden.[481[4°]
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2.2. Rastertunnelmikroskopie und ihre Anwendung

Der Effekt, welcher zur Bestimmung der elektronischen Eigenschaften eines einzelnen Mole-
klls genutzt wird, ist der quantenmechanische Tunneleffekt. Dieser beschreibt den Vorgang,
in dem ein Teilchen eine Potentialbarriere von endlicher Hohe passiert, obwohl das Teilchen
nicht Gber die notige Energie verfligt, um die Barriere klassisch zu durchdringen. Unter be-
stimmten Voraussetzungen, wie einer sehr kleinen Masse, ist der Tunneleffekt in der Quan-
tenmechanik zu beobachten. Elektronen kdnnen zwischen zwei Elektroden durch ein Vakuum
tunneln. Sobald eine ausreichend hohe Vorspannung Usg (engl. bias) zwischen den Elektroden
angelegt wird, wird aus dem ungerichteten Tunneln ein Elektronenfluss, der als Tunnelstrom
It gemessen werden kann. Dieser Effekt wird in STM-Messungen genutzt. Hierzu werden eine
Metallspitze und eine Metallprobe bis auf wenige A angenahert, dabei wird der Tunnelstrom
It bei einem bestimmten Bias Ug gemessen. Der Tunnelstrom kann durch die Stérungstheorie
erster Ordnung und unter den Annahmen von geringer Spannung und Temperatur, wie in Glei-

chung 1 gezeigt, beschrieben werden. >0

4m2e 2 '
Iy = == s plf(Es) — f(Ep)] [Msp|” 8(Es — Ep) Gleichung 1

Gleichung 1 beschreibt den Tunnelstrom It in Abhadngigkeit von der Elementarladung e, dem
Planck’schen Wirkungsquantum h, der jeweiligen Fermi-Dirac-Verteilungsfunktion der Wel-
lenfunktion an der Spitze f(Es) und der Probe f(Ep), dem Tunnelmatrixelement |Msp|, welches
die Ubergangswahrscheinlichkeit eines Elektrons von der Spitze zur Probe und der Delta-Funk-

tion & wiedergibt.[51 1521 53]

Dabei ist der quantenmechanische Tunneleffekt nicht nur auf das Vakuum als Barriere redu-
ziert, sondern wird auch bei Molekilen beobachtet, die zwischen Spitze und Probe eine quasi
leitendende Verbriickung bilden, eine sogenannte Metall-Molekil-Metall Bindung (engl. me-

tal-molecule-metal junction, MBM junction).
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Molekdil
Spitze Probe Spitze Probe
Molekdl
Er—
OAWC
Strom

] ‘

|

Us

Abbildung 13 Schematische Ansicht einer MBM Junction (links) und schematische Potential-
ansicht (rechts).

Abbildung 13 zeigt schematisch die Anordnung einer MBM junction und der dazugehdrigen
schematischen Potentialansicht. Flr den Fall kann der Tunnelstrom It in Abhadngigkeit von dem
Bias Ug mit der Simmons Naherung beschrieben werden, siehe Gleichung 2.4 In der Simmons
Naherung wird von einer rechteckigen Potentialbarriere ausgegangen. Eine Veranderung des
Bias fuhrt zu einer Verzerrung der Potentialbarriere, zu sehen in Abbildung 14 a) —c), und der

Tunnelprozess verlauft durch eine verzerrte Barriere.

_ eA __eUg _4mdy2me _eUg) eUpg _4md,/2m, eUp
IT_ZnhdZ{(q) 2)exp< h \’(D 2> (<D+ 2)exp< h @+ 2)}

Gleichung 2

In Gleichung 2 entspricht A der Bindungsflache, d der Barrierenbreite, me der effektiven Elekt-
ronenmasse, @ der Barrierenhdhe und e der Elementarladung. Die Barrierenbreite d ist in
diesem Fall mit der Molekillange gleich zu setzen. Die Barrierenhéhe @ kann als energetischer
Unterschied zwischen dem Fermi-Niveau der Elektrode und dem energetisch ahnlichsten Mo-
lekulorbital gendhert werden. Damit ist sowohl die Lochleitung durch das hdchste besetzte
Molekilorbital (engl. highest occupied molecular orbital, HOMO), als auch die Elektronenlei-
tung durch das niedrigste unbesetzte Molekilorbital (engl. lowest unoccupied molecular or-
bital, LUMO) moglich. Durch den angelegten Bias Ug kann das Energieniveau der Elektrode
angehoben oder abgesenkt werden. Dies fiihrt zu einer Veranderung der Barrierenform und
damit zu einer Veranderung des Transportprozesses und kann durch das Simmons Modell, wie

in Abbildung 14 gezeigt, beschrieben werden.[®!
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a) b) c)
UB=0 eUB<(D eUB=(D
d) e) f)
oMo oMo e
HOMO Homo Homo
Usg=0 eUp/2 < Er-Epomo eUs/2 > Er-Epomo

Abbildung 14 Schematische Darstellung des Simmons Modells fiir das Tunneln bei verschie-
denen Bias Us.

Abbildung 14 zeigt drei verschiedene Transportprozesse mit jeweiligem Bias Ug, wobei aus-
schlielRlich die Transportprozesse fiir Elektronen gezeigt werden. a)-c) zeigen die Verdanderun-
gen der Barrierenformen. In a) wird bei einem Bias von Ug = 0 V die Barriere als rechteckig
angenommen. Durch eine Erhéhung des Bias Ug wird in b) die Barriere gekippt und somit tra-
pezoidal. In beiden Fallen wird direktes Tunneln als Transportprozess angenommen. In c) ent-
spricht der angelegte Bias Ug der Potentialh6he und das Potential wird triangular. Das direkte
Tunneln geht bei eUs = ® vom direkten Tunneln in die Feldemission tber, auch Fowler-Nord-
heim-Tunneln genannt. In Abbildung 14 entsprechen d)-f) dem resonanten Tunnelmodell. Da-
bei ist zu beachten, dass aus der Barrierenhche @ die effektive Barrierenhohe Qeff = E-ELumo
wird. Von d) zu e) wird der Bias Ug erhoht und die Elektronen tunneln direkt zwischen den
Elektroden durch das Molekiil. In f) ist im Vergleich zu c¢) das resonante Tunneln ein méglicher
Transportprozess, da ein Energiezustand des Molekiils zwischen den Fermi-Energien der Elekt-

roden liegt.[>

Das Modell nach Simmons wurde so erweitert, dass ein Molekil als Serie von Kontakten be-

handelt wird, das sogenannte Multibarrierentunneln. Das Molekiil wird nicht als homogene
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Tunnelbarriere angenommen, sondern in homogene Bereich unterteilt und jeder Ubergang
dieser Bereiche innerhalb eines Molekiils einzeln betrachtet, z.B. von Alkanketten auf mt-Sys-
teme. So konnen die theoretische Beschreibung bzw. Berechnung des Systems prazisiert wer-

den.[56]

Durch die Anwendung des oben beschriebenen Tunneleffektes kann nun unter bestimmten
Bedingungen Einzelmolekiilspektroskopie durchgefiihrt werden. Hierfiir werden STMs oder
leitfahige Rasterkraftmikroskope (engl. atomic force microscopes, AFMs) genutzt, indem diese
mechanische Break-Junction-Messungen (engl. mechanically controlled break junction, MCBJ)
produzieren. Bei einer MCBJ Messung wird mechanisch kontinuierlich der Abstand zwischen
zwei Elektroden verandert, bis ein einzelnes Molekdil in diese Liicke zwischen den Elektroden
migriert und auf diese Weise einen leitenden Kontakt herstellt. Sobald dies der Falls ist, kann
das Molekiil spektroskopiert werden. Die Umsetzung der MCBJ Methode ist mit einem STM
moglich. Dabei wird die Spitze des STMs der Probenoberfliache bis auf wenige Angstrém und
teilweise sogar bis zum physischen Kontakt der Spitze mit der Oberflache angenahert. Danach
wird die Spitze zuriickgezogen. Bei einem passenden Abstand kann ein Molekil den Kontakt
zwischen Oberflache und Spitze bilden und so eine Leitfahigkeit herstellen, die sich vom Tun-
neln durch den Raum unterscheidet. Nach weiterer Entfernung der Spitze bricht der Kontakt
ab. Falls die Spitze zu Beginn des Zuriickziehens einen Metall-Metall-Kontakt, beispielsweise
Gold-Gold, gebildet hat, wiirde die erste messbare Leitfahigkeit durch diesen Kontakt entste-

hen. Dieser kann als Referenzpunkt flir abstandsabhdngige Messungen genutzt werden.

Alternativ steht dazu noch ein weiterer Messmodus zur Verfligung, bei dem die Spitze bei ei-
nem bestimmten Abstand relativ zur Oberflache, gehalten wird. Dafiir wird die Regelung in
z-Richtung deaktiviert (engl. gating) und der Strom kontinuierlich gemesen. Solange keine la-
terale Bewegung vorhanden ist, sollte der Strom bei einem konstanten Wert bleiben. Abwei-
chungen wiirden nur dann eintreten, falls ein Molekil einen leitenden Kontakt herstellt. Dies

wirde bei einem aufgezeichneten Zeit-Strom-Diagramm als weiteres Niveau sichtbar werden.
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2.3. Untersuchungen von Leitfahigkeit der DNA

Die Frage nach dem Leitfahigkeitsverhalten von DNA war bis in die friithen 2000er Jahre ein
kontroverses und viel umstrittenes Thema. Die Interpretation der Resultate reichte dabei von
IsolatorP”], iiber Halbleiter®8, Leiter!® bis hin zum Supraleiter.>®! Die ersten Untersuchungen
wurden bereits 1963 von Eley et al. durchgefiihrt, wobei das beobachtete Verhalten als Halb-
leiter interpretiert wurde.[®¥ Die Leitfihigkeit wurde schon damals auf die ausgeprigte

n,i-Wechselwirkung zwischen den Nukleobasen zuriickgefiihrt. 1]

Neben der Debatte um die generelle Fahigkeit der DNA, Ladungen zu transportieren, wurde
auch der Mechanismus vielfach diskutiert. Grundsatzlich gesehen kann die Leitfahigkeit durch
zwei Modelle beschrieben werden: inkoharentes Tunneln oder koharenter Hipf-Mechanis-

mus (engl. hopping).[62! 1631 [64]

Beim inkohadrenten Tunneln wird das Elektron durch die besetzten Zustande geleitet. Im Falle

von organischen Molekiilen wie der DNA entspricht dies dem HOMO. %

A
AE
LUMO LUMO LUMO
EFermi LUMO
HOMQ HOMO HOMO
HOMO B EFermi
Elektrode verbrickendes Molekiil Elektrode

Abbildung 15 Vereinfachte schematische Darstellung des Tunnelprozesses in einem verbri-
ckenden DNA-Molekil zwischen zwei Elektroden.

In Abbildung 15 ist die schematische Darstellung des Tunnelprozesses zu sehen. Hierbei bildet
ein Molekdil, hier ds-DNA, einen verbriickenden Kontakt zwischen zwei Elektroden. Insbeson-
dere die dulReren Molekiilorbitale werden durch das Feld der Elektroden beeinflusst und ent-

sprechend angehoben, beziehungsweise abgesenkt.
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Hingegen wird beim kohdrenten Hopping das unbesetzte LUMO genutzt. Diese Zustande sind
im Gegensatz zum inkohadrenten Tunneln spektroskopisch nachweisbar, da das Elektron in ei-

nem entsprechenden Zustand lokalisierbar ist.[%¢l [67]

A
AE EFermi
LUMO B —
LUMO LUMO P
LUMO E
I Fermi
HOMO
HOMO HOMO y A
HOMO
Elektrode verbrickendes Molekiil Elektrode

Abbildung 16 Vereinfachte schematische Darstellung des Hopping Mechanismus in einem
verbrickenden DNA-Molekil zwischen zwei Elektroden.

Eine der ersten Methoden zur Untersuchung der Leitfahigkeit bestand im SET durch einen
DNA-Duplex. Hierzu wurden sowohl ein Donor- als auch ein Akzeptorfarbstoff kovalent in die
DNA eingebracht. Nachdem der Donorfarbstoff durch Bestrahlung angeregt wurde, wurde ein
Elektron durch die DNA auf den Akzeptorfarbstoff tibertragen und die Fluoreszenz des Akzep-
tors beobachtet.?°! Eine gute Ubersicht iiber die Messbedingungen und die Ergebnisse bieten

die Ubersichtsartikel von Barton!®® und Treadway.[®°!

Ein Nachteil dieser Analytik ist, dass sich einzelne Elektronen anders verhalten kénnen als ein
Strom aus Elektronen. Als Weiterentwicklung dieser Methode wurde die DNA fiir den La-
dungstransfer auf einer leitfahigen Oberflache immobilisiert und der Ladungstransfer durch
Licht oder eine Potentialverdnderung induziert.[70 71 [721 [73] Dabej konnten von Barton et al.

eine Distanz von 34 nm tiberwunden werden.[74

Um die Nutzbarkeit von DNA als Werkstoff fliir Computerchips oder Sensortechnik voranzu-
treiben, muss ihr Verhalten unter elektrischen Stromen weiter intensiv erforscht werden.
Nanospalten zwischen Metallen oder lithographisch gespaltenen Kohlenstoff-Nanordhren
haben sich als wirksame Analysewerkzeuge erwiesen.[75] [76] [77] [78] [58] [59] Djese Techniken
konnten um MCBJ Messungen erweitert werden.8 [791 1801 81] Der Spalt zwischen den Elektro-

den kann mit einem piezoelektrischen Element auf eine Genauigkeit von wenigen Angstrom
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eingestellt werden. Mit diesen analytischen Methoden kann DNA als Schaltelement unter den
verschiedensten Bedingungen beobachtet werden. GleichermaRen lassen sich verschiedene

Charakteristika der DNA untersuchen, wie z.B. Widerstand, Stabilitdt oder Diodenverhalten.

MCBJ Messungen konnen mit einem STM oder leitfahigen AFM durchgefiihrt werden. Sie kon-
nen in LOsung eingesetzt werden und weisen daher eine Reihe von Vorteilen gegeniliber Tech-
niken auf, die im Hochvakuum durchgefiihrt werden. So kdnnen Oligonukleotide unter nahezu
physiologischen Bedingungen gemessen werden, wodurch die in Kapitel 2.1. beschriebenen
Eigenschaften erhalten bleiben. Erste Versuche mit dem STM an DNA reduzierten sich jedoch
auf die Abbildung von Oligonukleotiden.®? Die anfingliche Intention hinter der Nutzung von
STM und AFM bestand in der Sequenzierung und Erkennung von DNA-Schaden. Zu diesen zdh-
len ein Einzelstrangbruch in einem DNA-Duplex (engl. nicked DNA), die Methylierung von Cy-
tosin oder Basenfehlpaarung.[83] [84] [85] [86] [87] F{jr die Sequenzierung wurden zuvor meist Na-
nollicken hergestellt, durch die DNA als Einzelstrang migirierte. Wahrend dieses Prozesses
wurde der Strom kontinuierlich gemessen und so die Sequenz anhand ihrer elektronischen
Singnatur identifiziert.[88! [891 [%0] Ein STM kann ebenfalls eine solche Nanoliicke erzeugen und
per Einzelmolekil-Spektroskopie (engl. scanning tunneling spectroscopy, STS) untersucht wer-
den. Wenn ein Molekiil einen leitenden Kontakt zwischen Spitze und Oberflache herstellt,
wird die Spitze angehalten und spannungsabhangig der Stromfluss beobachtet. Dies ent-
spricht einer Einzelmolekiil-Cyclovoltammetrie. Dazu wurde unmodifiziertel®! sowie mit Ful-
leren funktionalisierte!®? DNA auf einer Goldoberfliche assembliert und entlang des Duplex
vermessen. Ahnlich zu den Nanoliicken wurde dabei die elektronische Signatur zur Sequen-
zierung verwendet. Um eine definierte Umgebung und Orientierung zur Sequenzierung zu
schaffen, wurde eine Goldoberflache mit 2-Aminoethanthiol beschichtet. Unter den Messbe-
dingungen lag die Aminfunktion protoniert vor. Durch die Coulombwechselwirkung der positiv
geladenen Ammoniumgruppe und der negativ geladenen Phosphatgruppe der DNA wurde
eine Anlagerung ermoglicht. Die so assemblierte einzelstrangige DNA konnte untersucht und

sequenziert werden.[3!

Obwohl die physiologischen Bedingungen die Vorhersage bezliglich Form und Eigenschaften
der DNA ermoéglichen, bleibt die Untersuchung der DNA eine Herausforderung. DNA, moleku-

lar betrachtet, verfligt Gber eine hohe Flexibilitat. Dies flihrt zu einer breiten Verteilung der
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Messwerte, die ein Molekiil wiahrend einer MCBJ Messung annehmen kann.®¥ Dieses Verhal-
ten wurde schon in einer der ersten in situ Messung von Tao et al. beobachtet.®® Zalinge et
al. untersuchten ss-DNA von Homooligonukleotiden und ds-DNA. Die Resultate deuteten auf
eine komplexere Leitfihigkeits-Distanz-Beziehungen fiir die ss-DNA als fiir die ds-DNA hin.[®
ss-DNA wies eine grundsitzlich geringere Leitfahigkeit auf.l”’! Die Flexibilitit der DNA l3sst sich
durch die Wahl des Probenmediums manipulieren, wobei die Salzkonzentration und —zusam-
mensetzung die thermische Stabilitdt erheblich beeinflussen.®® Daher wurde die mogliche
Einflussnahme des Messmediums auf die DNA untersucht. In STM MCBJ Studien wurde der
Einfluss der Gegenionen auf die Flexibilitdt bestimmt und als wenig relevant interpretiert.[®°
Welche Rolle die Gegenionen beim Ladungstransport einnehmen, ist Teil von Simulationen

und ist noch nicht exakt geklzrt.[99 [45]

Zu beachten ist, dass eine erhéhte Salzkonzentration das Messfenster in Form von Leckstrom
erheblich limitieren kann. Das Salz in der Messumgebung kann durchaus Einfluss auf das Leit-
fahigkeitsverhalten der DNA nehmen. Bei einer ausreichend hohen Salzkonzentration veran-
dert die DNA ihre Form von der unter physiologischen Bedingungen vorliegenden B-Form zur
Z-Form. In den Leitfahigkeitsmessungen zeigte die Z-Form eine um zwei GrolRenordnungen
geringere Leitfahigkeit. In einer Studie wurde konnte durch eine kontinuierliche Erhéhung der
Salzkonzentration diese Transformation erreicht und verfolgt werden.® |n einem dhnlichen
Experiment wurde die Uberfiihrung der DNA von der A- zur B-Form beobachtet, indem der
Ethanolgehalt in Wasser-Ethanol-Gemischen immer weiter erhoht wurde. Fir die A-Form
wurde eine zehnfach héhere Leitfahigkeit gemessen.!'°l Dass die Form maRgebend fiir die
Eigenschaften der DNA beteiligt ist, wurde durch Versuche im Ultrahochvakuum verdeutlicht.
Unter diesen Umstanden konnten lediglich Halbleitereigenschaften beobachtet werden. Dies
wird bei der Uberlegung deutlich, dass die Basenstapelung und deren Effektivitit sich mit der
Form der DNA dndert.[1921 1031 |n einem anderen Experiment wurde versucht, den Einfluss des
wassrigen Mediums auf die DNA zu minimieren, um eine definiertere Leitfahigkeit zu messen.
Dazu wurde die DNA in einer Pufferlosung auf die Goldoberflache aufgebracht und die nicht
chemisorbierte DNA sowie die Puffersalze mit ddH,O (doppelt deionisiertes Wasser) herun-

tergesplilt. Die auf diese Weise praparierte Probe wurde zum einen an Luft gemessen und zum
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anderen vor der Messung mit n-Decan Uberschichtet. In Losung wurde eine geringere Barrie-
renhdhe im Vergleich zur Messung an Luft festgestellt und auf diese Weise eine deutliche Um-

gebungsabhingigkeit gezeigt werden.[104]

Die Temperatur ist ein zusatzlicher Aspekt, der die Stabilitat der DNA stark beeinflusst. Sie hat
nicht nur Gber das Schmelzverhalten einen direkten Einfluss auf die DNA, sondern auch auf
den moglicherweise thermisch induzierten Hopping-Mechanismus. Infolgedessen wurden ei-
nige Experimente durchgefiihrt, die jedoch zeigten, dass die Temperatur bei ausreichender
Stabilitat der DNA-Helix nahezu keinen Einfluss auf die Leitfahigkeit ausiibt.[105] [67] [106] Fg|ge-
richtig spielt die Sequenz der DNA eine erhebliche Rolle. Neben der héheren Gesamtstabilitat
der DNA bewirkt ein hoher GC-Anteil in der Sequenz eine deutlich bessere Leitfahigkeit. Die
Beziehung der Leitfahigkeitsabnahme pro GC-Paar wurde als reziprok zur Lange gemessen,

wihrend die Leitfidhigkeit durch AT-Paare exponentiell abnimmt.[207]

Die Entwicklung des Themengebietes zeigt, dass viele Umgebungsparameter Einfluss auf die
Effektivitat der Stapelung nehmen, wodurch das Verhalten der Oligonukleotide manipulierbar
ist. Hieraus wird ersichtlich, warum die frihen Untersuchungen in ihren Ergebnissen so deut-

lich variierten.

Um dartiber hinaus DNA-Eigenschaften zu modulieren, wurden neben den natirlichen Basen
auch Basensurrogate eingesetzt. Tao et al. nutzten beispielsweise ein Anthrachinon, das als
redoxaktives Molekiil Gber eine elektrochemische Potentialkontrolle zwischen dem oxidierten
und reduzierten Zustand geschaltet werden kann. In dem elektrochemischen Fenster, in dem
DNA stabil ist, ist lediglich eine geringe Potentialabhingigkeit zu beobachten.l'%! Uber die
Anthrachinon-Modifikation konnte reversibel zwischen zwei Leitfahigkeiten geschaltet wer-
den. Lag das Anthrachinon oxidiert vor, wurde eine geringere Leitfahigkeit als in der reduzier-

ten Form gemessen.[108]

Das Riickgrat stellt eine zusatzliche Maoglichkeit fiir Modifikationen an Oligonukleotiden dar.
Eine naheliegende Variation ist RNA. Hybride aus DNA und RNA wurden untersucht, um den
Einfluss der verdanderten Form des Duplexes zu untersuchen. Die Leitfahigkeit des RNA/DNA-

Duplex war hoher als der vergleichbare DNA-Homoduplex, jedoch zeigt der Heteroduplex eine
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starkere Zunahme des Widerstands pro zusétzlicher Base.'% 119 Neben den klassischen Zu-
cker-Phosphat-Riickgraten der DNA und RNA kdnnen hier z.B. auch artifizielle Riickgrate ein-
gesetzt werden. PNA verfligt (iber ein deutlich starreres Riickgrat. Hierdurch ist eine effekti-
vere Stapelung der Basen moglich und konnte in STM MCBJ Messungen in Form einer héheren
Leitfahigkeit beobachtet werden. 111 1121 E{jr diese Experimente wurde ein DNA-Homoduplex,

Heteroduplexe aus DNA/PNA und verschiedene PNA-Homoduplexe gemessen. 113!

Nicht nur kovalente Modifikationen wurden genutzt, um die Eigenschaften der DNA zu beein-
flussen. Interkalierende Modifikationen wie Farbstoffe konnen wahrend oder nach der Hybri-
disierung der Probe zugesetzt werden und ordnen sich selbststandig an die DNA an. Kiguchi
und Nishino verwendeten einen Interkalationsfarbstoff, Ethidiumbromid, und Hochst33258,
das in die kleine Furche der DNA bindet.!*'4 Der Héchstfarbstoff und die reine DNA wiesen das
gleiche Verhalten auf. Mit Ethidiumbromid konnte eine erh6hte Leitfahigkeit festgestellt wer-
den. So konnte bewiesen werden, dass die Farbstoffmolekiile nur einen Einfluss auf die Leit-
fahigkeit haben, wenn sie in die Stapelung interkalieren. An die Furchen angelagerte Farb-

stoffe zeigten dagegen keinen Einfluss.

In Zusammenhang mit diesen Resultaten stehen Messungen mit nicked DNA. Durch den Ein-
zelstrangbruch wurde gezeigt, dass der Tunnelstrom nicht Gber das Rickgrat, sondern durch
den Basenstapel floR.1%¢! 1851 Durch den Einsatz eines anderen Interkalationsfarbstoffs, Cora-
lyne, konnte ein dioden-dhnliches Verhalten induziert werden.['>] Neben Farbstoffen kénnen
auch Metallionen in die DNA interkalieren bzw im Basenstapel komplexiert werden, falls ent-
sprechende Basensurrogate in der DNA-Sequenz vorhanden sind. So haben Fernandes et al.
einen molekularen Draht aus Silberionen geformt. Dazu wurden reine Polycytosin-Strange ge-
nutzt, welche nur durch Komplexierung der Silberionen eine Helix ausbilden konnten. Dieser
Strang, welcher schematisch in Abbilddung 17 gezeigt wird, wurde mit dem korrespondieren-
den GC-Duplex verglichen und zeigte eine Steigerung der Leitfahigkeit um zwei Groflenord-

nungen. 16l
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Abbildung 17 Schematische Darstellung eines molekularen Silberdrahts durch metallvermit-

telte C-C-Basenfehlpaarung.
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3.1. Metallionen als DNA-Modifikationen

In frihreren Forschungsarbeiten wurde die Leitfahigkeit ausgiebig diskutiert, wie in Kapitel
2.3. gezeigt wurde. In den MBM-Untersuchungen wurde starke Hinweise gefunden, dass DNA
iber die gestapelten Nukleobasen leitfahig ist.[>8] 1961 [105] [106] pjese Eigenschaft des DNA-
Duplexes ist zwar potent, jedoch nicht so ausgeprigt wie bei metallischen Leitern.[!1®! Die Leit-
fahigkeit der DNA sollte in dieser Arbeit analysiert und durch verschiedene Modifikationen
manipuliert werden. Durch die erste Veranderung des DNA-Verhaltens sollte die Steigerung

Leitfahigkeit durch inkorporierte Metallionen erreicht werden.

3.1.1. Synthese und Anbindung des Porphyrins 1

Die Wahl der ersten Modifikation fiel auf ein polykationisches Porphyrin mit insertiertem
Gold 1, da fiir dieses mehrfach die Interkalation bereits nachgewiesen wurde.[*17] [118] pije
Wahl des Metallions fiel auf Gold, da dieses lber eine der hochsten Leitfahgikeit verfligt und
einen stabilen Porphyrin-Komplex bildet.['*°! Metallionen-tragende Komplexe kénnen durch
eine postsynthetische CUAAC in DNA eingefiihrt werden.[*2%) Um Porphyrine gerichtet in eine
DNA-Sequenz integrieren zu kdnnen, mussten die dafiir bendtigten Bausteine zunachst etab-
liert werden. Dafur wird eine Azid-Funktion an der Metallionenmodifikation und das Alkin an
einer RNA-Nukleobase eingefiihrt. Als RNA-Baustein wurde ein Cytidinderivat ausgewahlt, da
eine GC-reiche DNA-Sequnez konzipiert wurde, um eine méglichst thermisch stabilen und leit-
fahigen Duplex im STM-Experiment zu haben. Abbildung 18 zeigt das mogliche Reaktionspro-
dukt der postsynthetischen CuAAC.
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Abbildung 18 Schematische Darstellung eines Oligonukleotidauschnitts nach der postsynthe-
tischen Anknlpfung des metallierten Porphyrins 1 per CuAAC.

Das polykationische Porphyrin 1 konnte entsprechend der von Wagenknecht et al. entwickel-
ten Methode in den literaturbekannten Ausbeuten dargestellt werden.[*2% Das Synthese-

schema ist in Abbildung 19 dargestellt.

Abbildung 19 Synthese des goldmetalliertem Porphyrins 1: a) Salicylsaure, Xylol, 145 °C, 2.5 h,
10 %; b) Mel, DMF, 160 °C, 3-10 min, 13 %; c) 1,3-Diiodpropan, DMF, 120 °C, 8 h, 62 %; d)
NaNs, ACN, 85 °C, i.N., 85 %; e) HAuCls*3H;0, LiCl, H,0, Pyridin, Rt, (i.N., 86 %.

Der erste Reaktionschritt stellte die sdurekatalysierte Kondesationsreaktion von je vier Pyrrol-
einhheiten mit vier Pyridin-4-carbaldehyd zum Porphyrin 8 dar.!?!l Die geringe Ausbeute von
10 % resultiert aus der Konkurrenzreaktion, in der statt des Ringschlusses eine lineare Poly-

merisation stattfindet. Anschliefend wurden drei Pyridineinheiten an der Stickstoffposition
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methyliert und das dreifach kationische 9 erhalten.!'??l Dabei wurde der Reaktionsverlauf
diinnschichtchromatographisch kontrolliert, um die Reaktion so zu stoppen, dass das dreifach
methylierte Produkt in der héchstmoglichen Ausbeute und nur wenig liberreagiertes vierfach
methyliertes Porphyrin erhalten wurde. Das vierfach methylierte Porphyrin fand in Vorexpe-
rimenten der STM-Versuche Verwendung. Durch die konsekutive Alkylierung mit 1,3-Diiod-
propan konnte die selektive Einfiihrung einer Linkereinheit realisiert und 10 in einer Ausbeute
von 63 % erhalten werden. Fir die spdtere Einflihrung des Porphyrins in die DNA wurde das
lod in einer Sn2-Reaktion durch ein Azid substituiert und 11 in 85 %iger Ausbeute erhalten. In
der abschlieBenden Metallinsertion von Gold konnte der Azid-Baustein mit der literaturbe-

kannten Ausbeute von 86 % isoliert werden.[11°]

Da GC-reiche Sequenzen sowohl eine hdhere thermische Stabilitat, als auch Leitfahigkeit im
Vergleich zu AT-reichen Strangen aufweisen, wurde fiir dieses Projekt ein Konzept mit hohem
GC-Anteil erarbeitet. Flir die postsynthetische Anknipfung der finalen Azid-Komponente
wurde deshalb das 2‘-O-alkylierte Cytidin-Derivat 2, das sogenannte Click-C, als mogliche Al-

kin-Komponente ausgewahlt und entsprechend des Syntheseschemas in Abbildung 20 synthe-

tisiert.
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Abbildung 20 Synthese des Click-C Bausteins 2: a) TIPDSCI2, Pyridin, Rt, 6 h, 90 %; b) Pro-
pargylbromid, NaH, TBAI, DMF, 0 °C—Rt, i.N., 70 %; c) TBAF (1 M in THF), AcOH, THF, Rt,
40 min, 94 %; d) DMTCI, DMAP, Pyridin, Rt, 6 h, 54 %; e) 2-Cyanoethoxy-N,N-di-iso-propylami-
nochlorphosphoramidit, DIPEA, 1,2-Dichlorethan, Rt, 3 h, 92 %.
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Die Synthese des Phosphoramidit-Bausteins von Click-C (2) wurde in Anlehnung an die Verof-
fentlichung von Sproat et al. durchgefiihrt. Es wurde jedoch vom N-Benzoyl-geschiitzten Cyti-
din (12) ausgegangen.[*231 Zu Beginn wurden die 5‘- und 3‘-Hydroxyfunktionen selektiv mit 1,3-
Dichlor-1,1,3,3-tetra-iso-propyldisiloxan geschiitzt (13). Danach wurde die bendtigte Alkin-
Funktion in einer Sx2-Reaktion von 13 als Nukleophil mit Propargylbromid zu 14 eingefihrt.
Nach Abspaltung der Silylschutzgruppe zu 15 wurden zwei fiir die Festphasensynthese wich-
tige Reaktionen durchgefiihrt. Zuerst wurde die 5'-OH-Gruppe dimethoxytrityliert (16) und die
3‘-OH-Gruppe im letzten Schritt in das entsprechende Phosphoramidit 2 tiberfiihrt.

Die anschlieBende automatisierte Festphasensynthese mit dem Baustein 2 konnte erfolgreich
durchgefihrt werden. Hierfir wurde das Phosphoramidit 2 als 0.1 M Lésung in ACN mit einer
sechsminitigen Kopplungszeit verwendet.

Um den Einfluss der metallierten Porphyrine auf das Leitfahigkeitsverhalten der ds-DNA zu
prifen, wurden die in Abbildung 21 gezeigten Einzelstrange als Modellsysteme ausgewahlt.
Der Abstand von drei Basen zwischen den Click-Modifikationen wurde gewahlt, statistisch ge-

sehen erst nach drei Basenpaaren wieder ein polykationisches Porphyrin interkalieren

kann.[124]

ss-C0.1 T-T-G-C—G—C—-G—C—-G—-C—G—C—G—A—A—(CHy)sSH
ss-C1 T-T-G-C—G—-C—G-cC-G—C—G—C—G—A—A—(CHy)sSH
ss-C2 T-T-G—-C—G-cC-G—C—G-cC-G—C—G—A—A—(CHy)sSH
ss-C3 T—-T—-G-cC-G—C—G-cC-G—C—G-cC-G—A—A—(CHy)sSH

ss-C0.2 T-T-C—-G—-C—G—C—G—C—G—C—G—C—A—A—(CHy)sSH

Abbildung 21 Ubersicht Gber die mit 2-modifizierten Einzelstringen (ss-C1-C3), des
Gegenstrangs (ss-C0.2) und Kontrollstrangs (ss-C0.1).

Die Einzelstrange ss-C1-3 besitzen eine entsprechende Anzahl an Click-Modifikationen, um
Porphyrine in genau definierter Anzahl und Position einzufiihren. Nach Hybridisierung von
ss-C1-3 mit ss-C0.2 wadre so ein moglichst genau definiertes Messsystem vorhanden. Fiir ein
weitergehendes Verstandnis des Verhaltens der DNA unter diesen Messbedingungen sollte
ebenfalls ein weitgehend unmodifizierter DNA-Einzelstrang ss-C0.1 in den Messungen be-

trachtet werden.
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Um so den Einfluss der Metallionen vom Eigenverhalten der DNA-Sequenz abgrenzen zu kon-
nen, wurde daher der Duplex ds-CO aus den kommerziell erhaltenen Einzelstrangen ss-C0.1
und ss-C0.2 als Referenz verwendet. Alle verwendeten Einzelstrange verfligen zusatzlich tiber
einen kommerziell erhdltlichen n-Hexanthiol-Linker am 5°-Terminus der ss-DNA. Diese Modi-
fikation soll eine verlassliche Kontaktbildung mit der Gold-Spitze und —Oberflache des STMs
garantieren. Dazu wurde das kommerziell erhaltliche Phosphoramidit als 0.1 M Lésung in ACN
angel6st und mit der maximalen Kopplungszeit des Synthesizers (21 min) eingefiihrt.

Die so synthetisierten ss-DNA ss-C1-3 wurden anschlieRend in einer CUAAC mit dem Porphyrin
1 umgesetzt. Bei Auftrag des Reaktionsansatzes auf die Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie (engl. high performance liquid chromatography, HPLC) konnte am Photodiodenzeilen-
detektor (engl. diode array detector, DAD) der HPLC ein vielversprechendes Verhaltnis der Ab-
sorptionen zwischen DNA und Porphyrin beobachtet werden, zudem verlief die Aufreinigung

laut Chromatogramm erfolgreich, siehe Abbildung 22.

Abbildung 1 HPLC-Chromatogramm der CuAAC-Reaktion von ss-C1 und 1, oberes Chromato-
gramm mit Absorption bei A = 260 nm und das untere Absorption bei A = 408 nm.
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Im Anschluss an die chromatographische Aufreinigung tendierten die ploykationischen
Porphyrine dazu, Gber n-Stapelung zu aggregieren und dabei zum Teil DNA per Coulombwech-
selwirkung an sich zu binden und infolgedessen zu prézipitieren.'?>! Ein Nachweis fiir die er-
folgreiche kovalente Bindungskniipfung Giber die Massenspektrometrie war nicht erfolgreich.
Aufgrund dessen wurde nach einem alternativen Konzept flir ein metalltragendes System ge-

sucht.

3.1.2. Synthese und Charakterisierung des 8-Hydroxychinolins 3

8-Hydroxychinolin (HC) wie in Abbildung 23 dargestellt, ist ein literaturbekanntes Basensurro-
gat und wurde bereits im Arbeitskreis Wagenknecht auf dessen Eigenschaften in ds-DNA un-
tersucht.33 Da fiir Kupfer ein stabiler Komplex nachgewiesen wurde und die Miinzmetalle

eine hohe Leitfahgikeit besitzen, wurde Cu?* als Metallion fiir die Untersuchung ausgewihlt.

5
DNA

Abbildung 23 Schematische Darstellung der inkoporierten HC-Modifikation mit Metallion in
ds-DNA.

Aullerdem ist ein direkter Einbau in die Sequenz per Festphasensynthese moglich. Das Syn-

theseschema ist in Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24 Synthese des HC-Basensurrogats 3: a) TBDMSCI, Imidazol, DMF, Rt, i.N., quant.,
b) HMDS, (NH4)2S0s, Reflux, 3.5 h, 71 %; c) NIS, CHCls, 40 °C, i.N., 76 %; d) Pivaloylchlorid,
DMAP, Pyridin, 16 h, Rt, 89 %; e) Pd(OAc)2, AsPhs, Nets, ACN, 60 °C, 20 h, 38 %; f) NEt3*3HF,
THF, 16 h, 0 °C—Rt, quant.; g) Na[BH(OAc)s], AcOH, ACN, 0 °C, 20 min, 93 %; h) DMTCI, DMAP,
Pyridin, Rt, 48 h, 72 %,; i) 2-Cyanoethoxy-N,N-diisopropylaminochlorphosphoramidit, DIPEA,
DCM, Rt, 6 h, 93 %.

Zur Darstellung des HC-Bausteins 3 fir die Festphasensynthese wurde nach der Veroffentli-
chung von Wagenknecht et al. verfahren.33 Fiir die Synthese des Glycals 19 wurden die 3‘-
und 5‘-OH-Gruppen von Thymidin mit TBDMS-Gruppen geschiitzt und die Nukleobase im
nachsten Schritt durch den Einsatz von HMDS vom Zucker abgespalten.[??! Das 8-Hydroxychi-
nolin (20) wurde mit NIS in der 7-Position iodiert und anschlieBend wurde die Hydroxyfunktion
mit Pivaloylchlorid geschiitzt und das Chinolin 22 erhalten.*?¢! Zwischen Glycal 19 und Chino-
lin 22 wurden anschlieBend in einer Heck-Kupplung eine C-C-Bindung gekniipft.[*2”! Die Silyl-
Schutzgruppen der Zuckereinheit wurden per NEtze3HF entfernt. Nach anschlielender Reduk-
tion mit NaBH(OAc)s konnte das Basensurrogat 25 erhalten werden. Zuletzt wurden die fir
die Festphasensynthese benétigten Gruppen am Zucker eingefiihrt. Die 5-OH-Gruppe wurde
mit einer DMT-Gruppe geschutzt, die 3-OH-Gruppe phosphoryliert und das HC 3 in den lite-

raturbekannten Ausbeuten erhalten.[33!
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Der nachfolgende Einbau des synthetisierten Basensurrogatbausteins 3 (iber die automati-
sierte Festphasensynthese konnte erfolgreich durchgefiihrt werden. Hierfiir wurde das Phos-
phoramidit als 0.1 M Lésung in ACN sowie die Kopplungszeit auf 6 min verldangert.

Des Weiteren wurde aufgrund der Linkereigenschaften des n-Hexanthiols flir die neuen Mo-
dellsysteme das kiirzere und somit weniger isolierende n-Propanthiol eingesetzt. Dieses ist
nur als Modifikation an der Festphase erhaltich, wodurch die Position von 5‘ auf 3 gedndert
wurde. Die Modellsysteme fiir die Basensurrogat-vermittelte Metallioneninkoporation wer-

den in Abbildung 25 dargestellt.

ss-scHC1 HS(CHz);—G—G—T—G—T—-HC—-A—C—A—C—C
ss-HC2.1 HS(CHz)3—G—G—T—-HC—T— A —A—HC—A—C—C
ss-HC2.2 HS(CHz)s—G—G—T—-HC—T— T —A—HC-A—C—C
ss-scHC3 HS(CHy)3 —G—-HC—T—G —T—HC—A—C—A—HC-C
ss-Un1 HS(CHz)3—G—G—T—G—T— A—A—C—A—C—C
ss-Un2 HS(CHy)3—G—G—T—G—T— T —A—C—A—C—C

Abbildung 25 Ubersicht iber die mit 3-modifizierten Einzelstringe (ss-scHC1-3) und das
Kontrollsystem (ss-Un1-2).

In Analogie zu dem in 3.1.1 beschriebenen Modellsystem wurde ein Abstand von drei unmo-
difizierten Basen zwischen den einzelnen Modifikationen eingestellt. Dabei wurden mehr AT-
Paare verwendet, damit eine effektivere Basenstapelung erhalten wird. Um einen moglichen
hoheren Widerstand durch die AT-Paar entgegenzuwirken, wurden die die Gesamtlange der
ss-DNA wurde dabei von einem 15mer auf ein 11mer reduziert. Hierdurch sollte sichergestellt
werden, dass die Leitfahigkeit in einem Bereich liegt, der unter den Versuchsbedingungen op-
timal im STM gemessen werden kann. Daher ist neben den neuen Modellsystemen auch ein
neues Kontrollsystem notwendig, hier als ds-Un bezeichnet. Der Duplex von ds-Un wird aus
den Einzelstrangen ss-Unl und ss-Un2 gebildet. Die ds-DNA Systeme werden folgendermalien
benannt: Da die Einzelstrange von ss-scHC1 und ss-scHC3 selbstkomplementar sind, werden
ihre Duplexe als ds-scHC1 und ds-scHC3 bezeichnet. Aufgrund des logischen Designs kann

ds-HC2 nicht selbstkomplementar sein und wird aus den Einzelstrangen ss-HC2.1 und ss-HC2.2
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gebildet. Durch die Verkiirzung der Sequenz andern sich neben der Leitfahigkeit weitere Pa-
rameter des Messsystems. Da weniger Basen vorhanden sind und die Anzahl der GC-Paare
verringert wurde, andert sich die Stabilitat des Duplexes. Dies sollte eine Schmelztempera-
turerniedrigung nach sich ziehen. Um dies zu testen, wurden Schmelztemperaturmessungen
vorgenommen. Dazu wurden 2.50 uM DNA-L6sungen in 10 mM PBS Puffer prapariert und
temperaturabhangig bei Aexc = 260 Nm gemessen. Die so erhaltenen Schmelztemperaturkur-

ven sind in Abbildung 26 dargestellt.

ds-Un+Cu?*
1——ds-Un

Absorption A

20 40 60 80
Temperatur T [°C]

Abbildung 26 Temperaturabhanigige Absorptionsanderungsmessung der ds-Un ohne
(schwarz) und mit 4.5 eq Kupferionen (rot). Bedingungen: 2.50 uM Duplex in 10 mM PBS
Aexc = 260 nm.

In Abbildung 26 sind Schmelztemperaturkurven der ds-Un mit und ohne Zusatz von CuCl; ge-
zeigt. Die ds-Un weist einen nadherungsweisen sigmoidalen Verlauf mit einem Wendepunkt
bei T = 30 °C. Dieser Wendepunkt wird als Schmelztemperatur Tr, der DNA definiert. Bei dieser
Temperatur liegen jeweils 50 % der DNA als Einzel- bzw. Doppelstrang vor. Die Schmelztem-
peratur kann als ein Mal} fir die Stabilitdt des DNA-Duplexes angesehen werden. Des Weite-
ren ist ein Plateau bei T = 78 °C zu sehen, welches auf eine vollstéandige Dehybridisierung des
Duplexes hinweist. Bei der Messung, welche unter Einfluss von 4.5 Aquivalenten Kupfer
durchgefihrt wurde, ist ein dhnlicher Verlauf zu beobachten. Drei Unterschiede im Vergleich
zur Messung ohne Kupfer bestehen im Offset, im Rauschen und in einem neuen moglichen
Wendepunkt bei T = 56 °C. Dieser neue Punkt kann nicht eindeutig einem Phanomen zuge-
schrieben werden und wird deshalb nicht weiter betrachtet. Das erhéhte Rauschen in der

Messung mit Kupferionen kdnnte auf eine mogliche Interaktion der Kupferionen mit der DNA
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zurtickgefiihrt werden. Ein Cu?*-lon kann per Coulombsche Wechselwirkung an das negative
geladene Phosphatriickgrat koordinieren oder alternativ durch die funktionellen Gruppen der
Nukleobasen, vor allem durch die freien Amine, komplexiert werden. Festzuhalten ist, dass
dieser Effekt marginal ist und der Einfluss der Kupferionen auf das im Folgenden zu untersu-
chende Verhalten der Helix vernachlassigt werden kann. Somit konnen mdégliche Veranderun-
gen des Schmelzverhaltens zum GroRteil auf die Interaktion der Modifikation mit den Metal-
lionen zurilickgefiihrt werden kénnen. Da sich das Basensurrogat von den nattrlichen Basen
strukturell unterscheidet, muss auch dieser mogliche Effekt auf die Schmelztemperaturmes-
sungen und die damit verbundene Stabilitdt des Duplexes beriicksichtigt werden. Daflir wur-

den Messungen ohne Zugabe einer Kupferquelle durchgefiihrt.

ds-scHC1
ds-HC2
12
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< 0.10
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S
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Abbildung 27 Temperaturabhanigige Absorptionsdnderungsmessung der Messsysteme
ds-scHC1 (griin), ds-HC2 (rot) und ds-scHC3 (blau) ohne Kupferionen. Bedingungen: 2.50 uM
Duplex in 10 mM PBS, Aexc = 260 nm.

In der Abbildung 27 sind die Kurven der Schmelztemperaturmessungen der ds-scHC1
(schwarz), ds-HC2 (rot) und ds-scHC3 (blau) gezeigt. Der Kurvenverlauf der einfach modifizier-
ten ds-DNA (ds-scHC1) dhnelt dem Verhalten, welches zuvor bei der ds-Un beobachtet wer-
den konnte. Fir diesen Duplex wurden zwei Wendepunkte bei T=28 °Cund T = 70 °C be-
stimmt. Der erste Wendepunkt bei T = 28 °C wird in Anlehnung an ds-Un als Schmelztempe-
ratur fur ds-scHC1 angenommen. Die um 2 °C erniedrigte Schmelztemperatur kann durch die
Ausbildung der Wasserstoffbriickenbindung im Duplex erklart werden. Die HC-Modifikation

im ds-scHC1 ersetzt ein AT-Paar von ds-Un. Die Anzahl an Wasserstoffbriickenbindungen
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bleibt erhalten, jedoch wird die Akzeptoreigenschaft verandert. Wahrend beim AT-Paar je-
weils ein primares Amin mit einer Carbonylgruppe wechselwirkt, bildet bei der HC-Modifika-
tion ein tertidares Amin mit einem Alkohol die Wasserstoffbriickenbindung. Die HC-Modifika-
tion scheint die schwachere Wechselwirkung zu auszubilden, wodurch die geringere Schmelz-
temperatur erklart werden kann. Zuletzt zeigt die Kurve des ds-scHC1 eine minimale Sattigung
bei ca. T=90 °C. Kontrar zu ds-scHC1 weisen weder ds-HC2 noch ds-scHC3 einen Wendepunkt
auf. Dagegen weisen beide mehrfach modifizierten Doppelstrange ein gut sichtbares Plateau
bei hohen Temperaturen auf, fiir ds-HC2 bei T = 65 °C und fiir ds-scHC3 bei T = 89 °C. Diese
Plateaus entsprechen auch hier der vollstandingen Dehybridisierung der DNA-Duplexe. Eine
mogliche Erklarung des Hybridisierungsverhaltens von ds-HC2 kénnte durch die Position der
Modifikation gegeben werden. Bei ds-HC2 befinden sich die Hydroxychinoline an Position 4
und 6 der Strange. Anscheinend fiihrt diese Positionierung zu einer ausgepragteren Destabili-
sierung als die bei der dreifachen Inkorporation (ds-scHC3). Zusammenfassend deuten diese
Ergebnisse darauf hin, dass sich innerhalb der Schmelztemperaturmessungen eine vollstan-
dige Dehybridisierung erzielen liel, jedoch konnten die Schmelztemperaturen der entspre-
chenden Duplexe nicht genau bestimmt werden.

In der Literatur wird beschrieben, dass ein konsekutiver Mehrfacheinbau der HC-Modifikation
in die Sequenz bei zentraler Position zu keinem weiteren Verlust von thermischer Stabilitat
fuhrt. Jedoch wurde hierbei keine native Basenpaarung gegen die Modifikation ausgetauscht,
sondern die Modifikationen zusatzlich in die Sequenz hinzugefiigt, sodass diese um ein Basen-
paar verlangert wurde.!33 In den hier durchgefiihrten Experimenten wurde ein Austausch vor-
genommen. Bei ds-HC2 wurden im Vergleich zum Kontrollsystem ds-Un zwei GC-Paare und
bei ds-scHC3 zwei GC- und ein AT-Paar ersetzt. Dies weist auf den Effekt der Wasserstoffbri-
ckenbindungen auf die thermische Stabilitdt hin. Das zeigt, dass die HC-Modifikation die
Duplexstabilitat starker senken kénnte als bisher angenommen und die mehrfach modifizier-
ten Oligonukleotide keinen stabile Duplexe bei Raumtemperatur bilden. Ein hypothetisch ge-
bildeter DNA-Duplex wiirde auf die mechanische Einwirkung der bei einer STM MCBJ Messung
mit Dehybridisierung reagieren und so zu keiner einheitlichen Leitfahigkeit fiihren. Daher
scheinen diese Messysteme ohne Metall fiir Leitfahigkeitsmessungen ungeeignet. Ob die Wir-

kung von Metallionen das beobachtete Verhalten der Messsysteme beeinflussen kann, wird
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im Folgenden betrachtet. Dazu wurden alle Systeme bei der Hybridisierung mit entsprechen-

den Aquivalenten an CuCl, versetzt und die Schmelztemperaturen bestimmt.

ds-scHC1+CuZ*
ds-HCz+Cu2+
ds-scHC3+Cu2*

0.04 /

2|0 4‘0 60 BIO
Temperatur T [°C]

Absorption A
o
[=)
[==]

Abbildung 28 Temperaturabhanigige Absorptionsanderungsmessung der DNA ds-scHC1 mit
1.5 eq Cu?* (griin), ds-HC2 mit 3.0 eq Cu?* (rot) und ds-scHC3 mit 4.5 eq Cu?* (blau). Bedingun-
gen: 2.50 uM Duplex in 10 mM PBS, Aexc = 260 nm.

Abbildung 28 zeigt den Absorptionsverlauf der ds-DNA unter dem Einfluss von Cu?*-lonen
wahrend der Schmelztemperaturbestimmung. Die Kurve von ds-scHC1 zeigt im Vergleich zur
Messung ohne Kupfer einen deutlich stabilisierten Verlauf. Der Einfluss der Kupferionen be-
wirkt eine Verschiebung der Schmelztemperaturen um ATy =30 °C auf T = 58 °C. Der DNA-
Duplex wird also dank den Kupferionen, auch im Vergleich zum Kontrollsystem, deutlich sta-
bilisiert. Die Kurven der mehrfach modifizierten Doppelstrange sind im Vergleich zur Messung
ohne Kupferzugabe ebenfalls verdandert. Fiir ds-HC2 ist bei T = 80 °C eine leichte verringerte
Steigung zu beobachten. Da die Schmelztemperaturmessungen nur bis 90 °C aufgenommen
wurden, sind zu wenig Datenpunkte in diesem Bereich vorhanden, um einen Sattelpunkt und
damit eine Schmelztemperatur definieren zu kénnen. Ingesamt weist die Kurve einen nahe-
rungsweise linearen Verlauf ohne groRere Charakteristika auf.

Der Verlauf der Schmelztemperaturkurve von ds-scHC3 zeigt ein Plateau bei niedrigen Tem-
peraturen T <25 °Cund flacht bei Temperaturen T2> 75 °Cleicht ab. Als moglicher Wendepunkt
konnte dementsprechend Tm = 52 °C interpretiert werden. Diese Schmelztemperatur von
ds-scHC3 kodnnte so interpretiert werden, dass der Duplex, der in der Mitte der Sequenz ein
Cu?* komplexiert, thermisch geéffnet wird. Eigentlich wére hierbei ein dhnlich ausgepragter

Verlauf wie fir ds-scHC1 mit Cu?* zu erwarten. Dass ds-scHC3 ein anderes Verhalten zeigt,
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konnte durch den Einbau der zuatzlichen HC-Modifikationen begriindet sein. Diese bewirken
im Vergleich zu den GC-Paaren des ds-scHC1 eine Destabilisierung der Sequenz. Die Modifika-
tion mit komplexiertem Kupfer stabilisiert dagegen den Duplex. Ist das Kupferion in der Mitte
der Sequenz komplexiert, konnten die Enden der Heliximmer wieder aufgeschmolzen werden
und darliber zu einer geringeren Absorption fiihren. In Abbildung 29 wird der Vorgang des

Aufschmelzens gezeigt.

HS -(CHz)3 ©
. G

Cu®*

3
%
%

Abbildung 29 Schematische Darstellung des Dehybridisierungsprozesses von ds-scHC3 mit ei-
nem komplexiertem Cu?*.

Um das Verhalten der modifizierten Oligonukleotide weiter zu charakterisieren, wurden wei-
tere spektroskopische Untersuchungen vorgenommen. Zunachst wurde die Absorption aller
ds-DNA bei Raumtemperatur gemessen. Die entsprechenden Spektren sind in Abbildung 30
gezeigt. Flr die Absorptionsmessungen wurden die gleichen Bedingungen wie fiir die Schmelz-

temperaturmessungen verwendet.

41



3. Hauptteil

a) 20 ds:U b) 0.104 ds:U
——ds-Un ——ds-Un
8 ds-scHC1 ds-scHC1
1.6 ——ds-HC2 0.08 4 ——ds-HC2
1.4 ——ds-scHC3 ——ds-scHC3
< <
c 1.2 c  0.064
iel ie]
e 1.0 a
o o
é 0.8 § 0.04 4
0.6
0.4 0.02 +
0.2
0.0+ T ) 0.00-
200 300 400 500 300 400
Wellenldnge % [nm] Wellenlange % [nm]

Abbildung 30 Absorptionsspektrum der ds-DNAs: ds-Un (schwarz), ds-scHC1 (griin), ds-HC2
(blau) und ds-scHC3 (rot). Bedingungen: 2.50 uM Duplex in 10 mM PBS. b) zeigt einen vergro-
Rerten Ausschnitt der Absorptionsspektren.

In Abbildung 30 a) werden die Absorptionsspektren der vier verschiedenen ds-DNAs von
A =210-420 nm gezeigt, fir b) wurde der in diesem Kontext relevante Bereich von
A =280-420 nm vergroRert. Das erste lokale Maximum zwischen A = 230-280 nm ist auf die
natiirlichen Nukleobasen zuriickzufiihren.!'281 Bei den Absorptionen der modifizierten Duplexe
wird ein neues Maximum bei ungefahr A = 240 nm sichtbar. Dieses kann auf das Absorptions-
maximum von Hydroxychinolin mit Amax = 242 nm zuriickgefiihrt werden.[*?°! Eine Betrachtung
von A =310 nm illustriert die modifikationsbedingten Verdanderugen jedoch besser, da die
Nukleobasen in diesem Bereich nur noch schwach absorbieren. Analog zu den Schmelztem-
peraturmessungen ist auch hier eine deutliche Auswirkung der HC-Modifikation auf das Ver-

halten der Oligonukleotide zu beobachten.
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Abbildung 31 Absorptionsspektrum der ds-DNAs: ds-Un mit 4.5 eq Cu?* (schwarz), ds-scHC1
mit 1.5 eq Cu?* (griin), ds-HC2 mit 3.0 eq Cu?* (rot) und ds-scHC3 mit 4.5 eq Cu?* (blau). Bedin-
gungen: 2.50 uM Duplex in 10 mM PBS. b) zeigt einen vergrofRerten Ausschnitt aus den Ab-
sorptionsspektren.

In Abbildung 31 werden die Absorptionsspektren der ds-DNA unter dem Einfluss von Cu?*-
lonen dargestellt. Die Kupferionen scheinen keinen Einfluss auf das Absorptionsverhalten von
ds-Un zu nehmen. Im Gegensatz dazu zeigen die modifizierten Doppelstrange deutliche Ver-
anderungen. Das lokale Maximum bei A = 240 nm ist deutlich reduziert. So ist dieses nur noch
als Schulter im Graph von ds-scHC3 sichtbar. Hingegen nimmt die Bande bei A = 260 nm deut-
lich zu. Es ist anzunehmen, dass die maximale Absorption der HC-Modifikation von
Amax = 242 nm in Richtung des Bereichs um A = 260 nm rotverschoben wird. Die Absorption um
A =310 nm wird durch die Anwesenheit der Cu?*-ionen nicht beeinflusst. Die neue Bande um
A =400 nm wird durch den Kupfer(ll)-Hydroxychinolin-Komplex hervorgerufen. Dabei findet
ein Metall zu Liganden Energie-Transfer (engl. metal to ligand energy transfer, MLT) statt.[13%
AulRerdem weist ds-scHC3 bei A =320 nm und A = 335 nm lokale Maxima auf, die Ursache fiir
diese Beobachtung konnte jedoch nicht geklart werden. Eine Vermutung ware, dass diese
neuen Maxima als kooperativer Effekt durch mehrere inkorporierte Kupferionen enstehen.

Eine moglichst geringe Kupfersalz-Konzentration fiir die STM Experimente von Vorteil ist, um
einen moglichst geringen Leckstrom zu erhalten. Daher wurde ein Titrationsexperiment mit
zunehmender CuCl,-Konzentration durchgefiihrt. Hierzu wurde ds-scHC3 als 2.50 uM Losung
in 10 mM PBS hybridisiert und die Absorption zwischen A = 180-500 nm in Abhéangigkeit der
zugegebenen Aquivalenten an Kupfer(ll)ionen untersucht. Eine 1 uM Kupferlésung wurde in

Schritten von jeweils 0.5 eq hinzugetropft, die Probe wurde invertiert und fir 30 min unter
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Lichtausschluss bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde erneut invertiert und die Ab-
sorption sowie der Circulardichroismus (CD) gemessen. Dieses Experiment wurde nur mit
ds-scHC3 durchgefiihrt, da die MLT-Bande im vorangegangenen Experiment die hdchste Ab-

sorption aufwies.
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Abbildung 32 Absorptionsspektren der ds-scHC3 im Bereich der MLT-Bande in Abhdngigkeit
der Cu?*-Konzentration. Bedingungen: 2.50 uM Duplex in 10 mM PBS.

Abbildung 32 zeigt die Absorptionsmessung der DNA ds-scHC3 mit steigenden Aquivalenten
von Kupfer(ll)ionen. In Abwesenheit der Metallionen ist nur die Absorption des Hydroxychi-
nolins A = 310 nm messbar. Bereits bei 0.5 Aquivalenten Kupfer(ll)ionen entsteht ein neues
lokales Maximum bei A = 400 nm. Durch die weitere Erhéhung der Kupfer(ll)konzentration auf
1.0 Aquivalente steigt die Absorption an diesem neu gebildeten Maximum weiter an. Eine
weitere Zugabe von Kupfer(ll)ionen auf 2.0 Aquivalente fiihrte diesen Trend nicht fort, sodass
mit nur einem Kupferaquivalent offenbar eine Sattigung erreicht wurde. Die Absorption bei
2.5 Aquivalenten weist eine geringere Intensitét als die der vorherigen Konzentrationen auf.
Dies steht im starken Kontrast zu dem bisherigen Trend, nach dem die Absorption fiir 2.5 Aqui-
valente dhnlich zur der von 1.0 Aquivalenten sein sollte. Fiir die Aquivalente 2.5 bis 4.0 kann
das exakt gleiche Absorptionsverhalten beobachtet werden. Nicht nur der Verlauf, sondern
auch Intensitat der Absorption ist fir alle Konzentrationen gleich. Aus dem vorhergehenden
Experiment, in dem ebenfalls die Absorption der DNA unter Kupferioneneinfluss beobachtet
wurde, ist das Absorptionsverhalten von ds-scHC3 mit 4.5 eq Cu?* bekannt und in Abbildung
32 blau eingezeichnet. Ein Vergleich mit dieser Messung zeigt, dass die Intensitat der Absorp-

tion im Vergleich zur 1.0 Aquivalenten marginal gesteigert wurde. Somit widerspricht dieses
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Absorptionsverhalten dem der Aquivalente 2.5 bis 4.0 der aktuellen Messung. Allerdings ist
zu berucksichtigen, dass die DNA ds-scHC3 in dem ersten Experiment zusammen mit den
4.5 eq CuCl; hybridisiert wurde. Daher sollte diese Probe die optimale Koordination der Kup-
ferionen an und in dem Duplex aufweisen.

Eine mégliche Erklarung fiir das Verhalten ab 2.5 Aquivalente Cu?* kénnte die Probenbehand-
lung sein. Die Inkubationszeit fir 2.5 eq war um 1.5 h héher als bei den anderen Messungen.
Wahrend dieser Zeit kdnnte sich die ds-HC3 an den Kiivettenwanden abgesetzt haben.

Die gemessenen Absorptionen von 2.0 Aquivalenten und von 4.5 Aquivalenten Kupfer sind
nahezu identisch. Méglicherweise wird die Helix durch die Komplexierung eines Cu?* so stark
stabilisiert, dass die Helix bei Raumtemperatur nicht mehr aufgeschmolzen werden konnte

und keine weitere Komplexierung stattfand.
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Abbildung 33 CD-Spektren der ds-scHC3 in Abhangigkeit der Cu?*-Konzentration. Bedingun-
gen: 2.50 uM Duplex in 10 mM PBS.

Die CD-Spektren der Titration von ds-scHC3 mit CuCl,-Lésung ist in Abbildung 33 dargestellt
und weist das zu erwartende CD-Signal bei A = 260 nm auf. Ausgehend von héheren Wellen-
langen sind die Werte vor dem Nulldurchgang positiv und danach negativ. Dies spricht fir
einen positiven Cotton-Effekt und damit fiir eine rechtsgingige Helix.['31) Neben dem CD Sig-
nal der Nukleobasen ist nur bei 4.0 Aquivalenten eine kleine Schulter bei A =310 nm zu be-
obachten. Die MLT-Bande bei A = 400 nm ist im Spektrum nicht nachweisbar. Dies konnte auf
experimentelle Ursachen wie eine geringere Sensitivitat des CD-Spektrometer zuriickgefiihrt

werden, da die Absorption, wie in den UV/Vis-Absorptionsspektren gesehen, nur sehr gering
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ist. Auf molekularer Ebene kdnnte der Hydroxychinolin-Kupfer-Komplex auch so in der Helix

orientiert sein, dass kein CD-Signal erzeugt wird.

Aus diesem Unterkapitel lassen sich wichtige Aspekte zum Verstdandnis der DNA als Molekil
far die Anwendung der STM MCBJ zusammenfassen. Aus den Schmelztemperaturbestimmun-
gen der Duplexe gehen einige wichtige Sachverhalte hervor. Zunachst hat das Kontrollsystem
ds-Un eine Schmelztemperatur von T = 30 °C, ist unter Standardbedingungen stabil und ist
daher fiir STM MCBJ Messungen geeignet. Des Weiteren wird durch Einfihrung der Modifika-
tion die Helix destablisiert. Dieser Effekt nimmt durch den weiteren Einbau der Modifikation
starker als in der Literatur angenommen zu.!33! Lediglich die einfach modifizierte ds-scHC1
zeigte eine entsprechende thermische Stabilitat mit einem Schmelztemperaturvon T, = 28 °C,
da die Leitfahigkeitsmessung ohne Temperaturkontrolle bei Raumtempertur durchgefiihrt
werden. Die Cu?*-lonen haben nur einen geringen Einfluss auf das Verhalten der unmodifizier-
ten ds-DNA. Im Gegensatz dazu werden die modifizierten DNA-Duplexe durch die Zugabe
enorm stabilisiert. Die mehrfach modifizierten ds-HC2 und ds-scHC3 zeigen ein schwer deut-
bares Schmelzverhalten, weswegen Aussagen dazu hypothetischer Natur sind. Die Schmelz-
temperaturkurven wurden nur mit Hilfe der Trends, die aus dem Vergleich von ds-scHC1 mit
ds-Un gezogen werden kénnen, interpretiert. Die UV/Vis-Absorptionsmessungen weisen den
erfolgreichen Einbau der HC-Modifikation nach. Durch die Zugabe von Cu?*-lonen ist im Ab-
sorptionsspektrum zu sehen, dass die fiir die freien Hydroxychinoline typische Absorptions-
bande bei A =240 nm verschwindet und der Metall-Ligand-Komplex eine Bande bei
A =400 nm bildet. Dadurch ist auch spektroskopisch ein Einfluss der Modifikation im Zusam-
menspiel mit Kupfer zu erkennen. In Relation zur dominanten DNA-Absorption lag diese je-
doch im unteren Sensitivitatsbereich des Spektrometers. Deshalb wurde die Titration lediglich
fur die ds-scHC3 durchgefiihrt, da flir dieses Konstrukt die hochste Absorption festgestellt
wurde, die direkt auf die Modifikation zuriickgefiihrt werden konnte. Dabei wurde beobach-
tet, dass fiir ds-scHC3 nach bereits nach einem Aquivalent des Kupfer(ll)ions keine Veridnde-
rung der Absorption mehr stattfand. Ein dhnliches Verhalten wurde durch die Schmelztempe-
raturmessungen beobachtet und stiitzt die Hypothese, dass nur ein Kupferion komplexiert
wird. Durch die CD-Messungen konnte nicht bestimmt werden, wie stark der Metall-Ligand-
Komplex an der Basenstapelung beteiligt ist. Darliber kénnten die Leitfahigkeitsmessung an

einem STM Aufschluss geben.
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3.2. Leitfahigkeitsmessungen am Rastertunnelmikroskop

Um die DNA und die Auswirkungen der in dieser Arbeit eingeflihrten Modifikationen einzel-
molekilspektroskopisch zu charakterisieren, wurde die Technik der mechanisch-kontrollier-
ten Bindungsbruch-Messungen gewahlt. In diesem Kapitel werden der Aufbau mit Probenpra-
paration sowie die Messmethode und deren Auswertung exemplarisch fir die HC-modifizier-
ten DNA-Stringe in An-und Abwesenheit von Cu?*-lonen detailliert erldutert. Ziel war eine

mogliche Steigerung der Leitfahigkeit Gber die HC-Kupfer-Komplexe zu bestimmen.

3.2.1. Aufbau und Messmethode

Zunachst soll der Aufbau eines STMs erlautert werden. Hierzu wird in Abbildung 34 eine Pho-

tographie der Messapparatur und Messzelle mit Probe gezeigt.

Abbildung 34 Photographien der Messapparatur a) und —zelle mit Probe b).

In a) ist der Gesamtaufbau gezeigt. Das STM ist ein Eigenbau des Arbeitskreises Schuster. Die
ausgesprochen sensitiven Komponenten des STM machen es anfallig fur thermische, mecha-
nische und elektromagnetische Einflisse. Rund um die Messapparatur wurden daher Vorkeh-

rungen getroffen, um das STM bestmdglich von Umwelteinwirkungen abzuschirmen. Damit
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frei von Vibrationen gearbeitet werden kann, steht das STM auf einer eigens ausgesagten Bet-
onplatte. Zusatzlich ist die Apparatur an drei Seiten von Betonplatten umgeben, wobei der
Messaufbau selbst liber eine schwingungsdampfende Aufhdngung montiert ist. Zum Schutz
vor elektromagnetischen Wellen und Konvektion sowie Vibration der Umgebungsatmosphare
wird ein Stahldeckel (iber die Messapparatur gestilpt. Die STM-Experimente finden in einer
Flussigkeitszelle statt, die in Abbildung 34 b) zu sehen ist. Durch die beschriebenen MaRnah-
men verfligt das System (iber eine hohe mechanische Stabilitat. Die Spitze wird im STM (iber
ein Dreibein mit drei Piezoelementen bewegt, wie in der schematischen Ansicht in Abbildung
35 zu sehen ist. Flr ein typisches Experiment wurde ein Probentrager, welcher aus einem mit
200 nm Au bedampften Saphirplattchen (8 x 8 mm und 50 um Dicke) besteht, in einer Butan-
gasflamme getempert, um eine Au-Oberflache (111) zu erhalten. Danach wurden ein O-Ring
und eine Messzelle, beide aus KEL-F™ gefertigt, Uiber der Probe positioniert und imttels eines
Stahlrings mit Schrauben verpresst und fixiert. Nach erfolgter Montage dieser Messzelle wur-
den 50 pL einer zuvor hybridisierten 10 uM DNA auf die Goldoberflache aufgetragen und fir
1 h inkubiert. Fiir Messungen unter Einfluss von Kupfer wurden die entsprechenden Aquiva-
lente einer 100 uM CuCl;-L6sung vor der Hybridisierung zu der in PBS gel6sten DNA zugege-
ben. In dieser Zeit sollte eine maximale Bedeckung der Oberfliche erreicht werden.[132] [133]
Die Goldspitzen des STMs wurden durch einen "Zieh-Schneide"-Vorgang aus einem Golddraht
(0,25 mm Durchmesser, > 99,9 % Reinheit) hergestellt. Der Golddraht wurde dabei unter star-
kem Zug und in einem sehr spitzen Winkel mit einer Feinblechschere geschnitten. Da die DNA
im wassrigen Medium gemessen wurde, musste fiir einen definierten Tunnelstrom I die
Spitze vor dem Experiment elektrisch isoliert werden. Zu diesem Zweck wurde die Spitze durch
geschmolzenes Apiezon™ getaucht, sodass eine moglichst kleine Flache am Apex unter einem
Mikroskop zu erkennen war. Nach Einstellung eines addquaten Abstands zwischen Spitze und
Probenoberflache unter Nutzung einer Dummy-Zelle, wurde die fertig inkubierte Probe analog

zu Abbildung 35 eingebaut.
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[ Piezoelemente
STM-Spitze aus Au
Apiezon-Beschichtung

Probeldsung

Metallring
1
Messzelle aus KEL-F
O-Ring aus KEL-F
® Saphirplattchen mit 200 nm Au bedampft
Draht fir Iy

Abbildung 35 Schematische Anordnung von STM-Spitze und Flussigkeitsmesszelle.

Nachdem der Aufbau und die Probenpraparation erldutert wurden, wird im Folgenden auf die
Messmethode und deren Auswertung eingegangen. Das dabei verwendete Mess- und Aus-
wertungsprogramm fiir diese Experimente wurde im Arbeitskreis Schuster entwickelt und
durch diesen zur Verfligung gestellt. Das Messprogramm bewegt die Spitze solange in Rich-
tung der Oberflache, bis ein voreingestellter Sollstrom erreicht ist. Sobald der Maximalstrom
erreicht wird, wird die Spitze kontinuierlich zuriickgezogen bis ein vorgestellter Minimalstrom
erreicht wird. Die Geschwindigkeit, mit der die Spitze zurlickgezogen wird, kann im Messpro-
gramm eingestellt und der Probe angepasst werden. Wahrend des Zurlickziehens wird der
Tunnelstrom kontinuierlich aufgezeichnet. Der Vorgang eines einzelnen Zurlickziehens der
Spitze wird im weiteren Verlauf als Einzelmessung bezeichnet. Um spater eine fundierte Aus-
sage Uber die Leitfahigkeit eines Molekiils treffen zu konnen, muss eine aussagekraftige Sta-
tistik erstellt werden. Die Gesamtheit aller Einzelmessungen wird als Messung eines Molekils
bezeichnet. Fir eine Messung wurden 500 Einzelmessungen aufgenommen, um eine Fehlin-
terpretation der von Stérquellen erzeugten Daten zu minimieren. Solche Fehler kbnnen extern
durch zufallige Ereignisse wie Vibrationen verursacht werden oder als intrinsische Fehler, wie
ein ungleichmaRiges AbreiBen des Golddrahtes, die Eigenbewegung der Spitze oder andere
auftreten. Zur Vermeidung der Fehlerquellen wurde die Messmethode zunachst nur mit dem

Losungsmittel durchgefihrt, um eine sogenannte Hintergrundmessung (engl. blank measure-
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ment, Blank-Messung) zu erhalten. Damit kdnnen spater bei der Auswertung mogliche Ein-
flisse des Losungsmittels und der Messmethode selbst, wie z.B. Messartefakte, berticksichtigt
werden. Auf diese Weise wird gewahrleistet, dass messbare Effekte auf das Zielmolekiil zu-
rickgefihrt werden kénnen. Die Kombination aus Molekiilmessung und der dazugehdrigen
Blank-Messung wird als Experiment bezeichnet. Fir die weitere Verfahrensweise wird aus
dem Tunnelstrom I, die Leitfahigkeit G berechnet, Gleichung 3.

G= :]—1 Gleichung 3
In Gleichung 3 stellt I; den Tunnelstrom und U; den Bias dar. Beim Zurlickziehen ohne Molekil
misste log(G) linear mit dem Abstand sinken. Der Bias stellt die Potentialdifferenz zwischen
der Spitze und der Probenoberflache des STMs dar. Die Barrierenbreite entspricht dem Ab-
stand d von der Spitze zur Oberflache in einer Einzelmessung, siehe Gleichung 2. Da der abso-
lute Abstand zur Oberflache schwierig festzustellen ist, wird d durch den relativen Abstand zur
Oberflache Az ersetzt. Der relative Abstand zur Oberflache Az bezieht sich auf die zurlickge-
legte Strecke ausgehend von der Position, an der Ir,..« erreicht wurde. Der gesamte gemessene
logarithmierte Leitfahigkeitsbereich wird in gleich groRe Intervalle, sogennante bins, unter-
teilt. Die Anzahl und damit die GroR3e dieser bins (bG) wird vor der Auswertung festgelegt. Die
Datenpunkte innerhalb dieser bins werden aufsummiert. Diese aufsummierten Datenpunkte
werden im Folgenden als counts bezeichnet und der jeweiligen Leitfahigkeit zugeordnet. Auf
diese Weise lasst sich ein Einzelhistogramm der logarithmierten Leitfahigkeit einer Einzelmes-
sung erstellen. Eine reprdsentative Kurve, die wahrend des Zurlickziehens der Spitze aufge-
zeichnet wurde, ist zusammen mit dem zugehdrigen Einzelhistogramm in Abbildung 36 dar-

gestellt.
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Abbildung 36 Exemplarische Einzelmessung (schwarz) mit resultierendem Einzelhistogramm
(rot) einer DNA-Messung.

Die logarithmierte Leitfdahigkeit als Vielfaches von Leitfahigkeitsquant Go = 77.5 pS (engl.
conductance quantum) in Abhangigkeit von Az ist in Schwarz abgebildet und das daraus resul-
tierende Einzelhistogramm ist in Rot dargestellt. Go ist die quantisierte elektrische Leitfahig-
keit und bezogen auf einen monoatomaren Gold-Gold-Kontakt. Fiir diese Auftragung ware fir
das Tunneln durch den Raum eine Gerade zu erwarten, wie oben beschrieben. Sobald ein leit-
fahiger Kontakt zwischen Spitze und Probenoberflache hergestellt wird, sollte die Leitfahigkeit
naherungsweise konstant bleiben und in der Einzelmessung als Parallele zur x-Achse zu sehen
sein. Ein weiteres Merkmal fiir die Kontaktierung durch ein Molekiil sollte eine abrupte Ande-
rung in der Leitfahigkeit sein, wenn der Kontakt durch das Zurlickziehen der Spitze gebrochen
wird. Die Kombination beider Prozesse kann als Stufe in der Einzelmessung beobachtet wer-
den, wie sie vielfach in der exemplarischen Messung von Abbildung 36 zu sehen ist. Diese
Stufen flihren im resultierenden Einzelhistogramm zu Leitfahigkeitsbereichen mit erhéhten
counts oder sogar zu definierten Maxima. Die erhaltenen Einzelhistogramme werden aufsum-
miert. Die Summe aller Einzelhistogramme eines Experiments wird im Weiteren Leitfahigkeits-
histogramm genannt. Die Leitfahigkeitshistogramme der folgenden Kapitel werden nur die re-

levanten Ausschnitte der Messungen enthalten.
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3.2.2. STM MCBJ Messungen an HC-modifizierter DNA

Der erste Teil eines Experimentes ist die Blank-Messung. Damit die DNA in einer moglichst
definierten Form vorlag, wurde 10 mM PBS als Medium verwendet. Daher wurde der Puffer
als Blank dieser Reihe verwendet und auf die gleiche Weise prapariert, wie auch mit den Oli-
gonukleotiden verfahren wurde. Das zugehorige Leitfahigkeitshistogramm ist in Abbildung 37

gezeigt.
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Abbildung 37 Leitfahigkeitshistogramm von Puffer, 500 Messungen. Bedingungen: 10 mM
PBS, Bias Ug =-0.20 V, R =1 MQ, bG = 0.009 log(G/Go).

Im Leitfahigkeitshistogramm des Puffermediums sind wenige charakteristische Merkmale zu
verzeichnen. Fir die Leitfahigkeiten log(G/Go) < -3.50 sind Leitfahigkeiten nur in unregelmaRi-
gen Abstidnden gemessen worden, dennoch wurden vereinzelte Leitfahigkeiten vergleichs-
weise haufig gefunden. Von log(G/Go) = -3.50 bis log(G/Go) = -3.00 nehmen die counts bis auf
unter 2103 ab. Dieses Niveau wird bis log(G/Go) = -0.50 mit geringen Abweichungen gehalten.
Um log(G/Go) = -0.30 sowie bei log(G/Go) = -0.15 sind zwei ausgepragte Maxima zu beobach-

ten.

Die ungewdhnliche Verteilung fir log(G/Go) < -3.50 ist wahrscheinlich ein Digitalisierungsarte-
fakt. Eine weitere Moglichkeit stellt die Veranderung der Spitze und ihrer Isolierung dar. Wenn
die Spitz beim Erreichen des Maximalstroms |tmax mit der Oberflache in physischen Kontakt
kommt, kann sich die Spitze verformen und dariber die Isolierung schadigen. Hierliber waren

mit der Zeit verschiedene lonenleitfahigkeiten durch die Lésung messbar. Der Anstieg der
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Messwerte kann auf das Rauschen, verursacht durch den Tunnelstromverstarker, zurickge-
fihrt werden. Die leicht erh6hten counts bei log(G/Go) = -3.50 werden als relativ haufiger End-
punkt der Einzelmessungen interpretiert. Die beiden ausgepragten Maxima im Bereich
log(G/Go) = -0.50 werden als haufige Startpunkte gedeutet. Diese Bereiche werden in den Dis-
kussionen der Leitfahigkeitshistogramme verkiirzt als Start- und Endpunkte bezeichnet. Folg-
lich werden die Alternanz und die lokalen Maxima mit einer Leitfahigkeit von log(G/Go) = -0.50

und log(G/Go) < -3.50 nicht weiter diskutiert.

Anhand der Blank-Messung konnte fiir dieses Messfenster gezeigt werden, dass der Puffer
nur im Form von Leckstrom messbar ist. Als Leckstrom wird der Teil des Stroms bezeichnet,
welcher im Gegensatz zum Tunnelstrom ungerichtet durch die Losung flieBt und zum Hinter-
grundsignal beitragt. Des Weiteren ist daraus ersichtlich, dass die Spitze der Oberflache sehr
nah kommt, da log(G/Go) = 0 der theoretischen atomaren Leitfdhigkeit eines monoatomaren
Goldkontaktes entspricht. Der Vorteil, den Gold-Gold-Kontakt in der Messung direkt beobach-
ten zu kénnen, liegt darin, dass es dartiber moglich ist, den Abstand zur Oberflache abzuschat-

zen.

DNA bildet auf der Oberflache keine perfekte monomolekulare Schicht aus, sondern aggre-
giert in kleinen Gruppen.['32l Deshalb musste die Oberfliche auf Anhidufungen von Oligonuk-
leotiden hin untersucht werden. Ein mit dem STM aufgenommenes Hohenprofil ist in Abbil-

dung 38 gezeigt.

Abbildung 38 Delta eines STM-Bilds (200 nm x 200 nm) von Oligonukleotiden ds-scHC1 auf
Au (111). Bedingungen: 10 uM Duplex mit 1.5 eq CuCl; in 10 mM PBS; Bias Ug = -0.10V,
R=1MQ.
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Dargestellt ist eine mit dem STM aufgenommene Abbildung der Goldoberflache, welche ge-
nutzt wurde, um Bereiche mit agglomerierten Oligonukleotiden zu lokalisieren. Eine solche
Stelle mit einem fiir die Messung interessanten Hohenprofil ist rot markiert. Die Spitze kann
dann Uber das Bildgebungsprogramm an dieser Stelle positioniert und die STM MCBJ Messun-

gen durchgefiihrt werden.

Zu Beginn der DNA-Experimente wurde das Kontrollsystem ds-Un gemessen, um die Leitfa-

higkeit der Sequenz des Kontrollsystems abschatzen zu kénnen.
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Abbildung 39 Leitfahigkeitshistogramm von ds-Un, 500 Messungen. Bedingungen: 10 uM
Duplex, 10 mM PBS, Bias Ug =-0.30 V, R =1 MQ, bG = 0.009 log(G/Go).

Im Leitfahigkeitshistogramm von ds-Un nehmen die counts von den Startpunkten an ab. Bei
log(G/Go) = -2.90 wird ein lokales Minimum erreicht. Danach nehmen die counts der Leitfdhig-
keiten zu den Endpunkten hin wieder zu. Im Bereich -2.92 < log(G/Go) < -2.10 sind mehrere
kleine Charakteristika in der Messwertverteilung zu beobachten. Diese Auspragung kann am
deutlichsten im Bereich zwischen log(G/Go) = -2.65 und log(G/Go) = -2.92 beobachtet werden.
Von log(G/Go) = -2.65 ausgehend nehmen die counts zu und erreichen bei log(G/Go) = -2.84
ein lokales Maximum. Daran anschliefend treten die beobachteten Leitfahigkeiten weniger

haufig auf.

Der Bereich um -2.92 < log(G/Go) < -2.10 wird als potentielle Leitfahigkeitsbereich der DNA ds-
Un angenommen, da dieser Bereich in dem Blank nicht in dieser Auspragung zu beobachten

war. Eine prazisere Angabe der Leitfahigkeit, wie sie in der Literatur haufig zu finden ist, kann
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fir dieses Experiment nicht getroffen werden. Die relativ breite Verteilung kann unter ande-
rem mit der enormen Flexibilitdt der DNA begriindet werden. In Abbildung 40 zeigt a) den
idealen Zustand wahrend einer STM MCBJ Messung. Daneben kann die DNA auch eine direkte
Koordination mit einer oder beiden Elektroden wie in b) eingehen, wodurch entweder einer
oder beide Linker nicht an der Leitung involviert waren. Durch die Bewegung der Spitze kdnnte
die Helix verformt werden. In c) ist eine mogliche Stauchung gezeigt, wahrend im Gegensatz

dazu in d) die Streckung bis hin zur lokalen Dehybridisierung zu sehen ist.

Linker

Linker- S

Liqker Linker Linker
S S -Linker: é I

a) b) c) d)

Abbildung 40 Schematische Darstellung verschiedener Orientierungen der DNA wéahrend der
Kontaktbildung mit beiden Gold-Elektroden.

Um den Effekt der Cu?*-lonen auf die DNA zu untersuchen, wurde das Kontrollsystem ds-Un

vor der Hybridisierung mit 4.5 eq CuCl; versetzt und mit der STM MCBJ Methode untersucht.
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Abbildung 41 Leitfahigkeitshistogramm von ds-Un mit a) und ohne b) Cu?*, 500 Messungen.
Bedingungen: je 10 uM Duplex, 10 mM PBS, a) 0 eq CuCly, b) 4.5 eq CuCl,, Bias Ug =-0.30 V,
R=1MQ, bG =0.009 log(G/Go).

Abbildung 41 zeigt in a) die Messung von 10 uM ds-Un in Gegenwart von Cu?*-lonen und zum
Vergleich in b) die auch Abbildung 41 zugrundeliegende Messung ohne zusatzliche Additive.
Aus dem Vergleich wird ersichtlich, dass das Hintergrundsignal in dem Experiment mit Kupfer
deutlich geringer ist und sich iber einen weiten Verlauf bei einem naherungsweise konstanten
Wert von etwa 11103 counts befindet. Die lokalen Maxima konnten reproduziert werden und
sind im Vergleich zur vorherigen Messung etwas pragnanter. Das Ausbleiben neuer Charakte-
ristika fihrt zu dem Schluss, dass die Cu?*-lonen keinen direkten Einfluss auf das Leitfahigkeits-

verhalten der DNA nehmen.

Im Rahmen der Experimente mit ds-Un konnte sowohl das Eigenverhalten der Helix mit bei-
den n-Propanthiol-Linkern, als auch die Verhaltensdnderung durch Cu?*-lonen untersucht
werden. Da die EinfUhrung der HC-Modifikation in den Schmelztemperaturmessungen Aus-
wirkungen auf die Stabilitdt des Duplexes zeigte, wurde auch ds-scHC1 ohne Kupferionen ver-

messen.
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Abbildung 42 Leitfahigkeitshistogramm von ds-scHC1, 500 Messungen. Bedingungen:
10 uM Duplex, 10 mM PBS, Bias Ug =-0.30V, R=1 MQ, bG = 0.009 log(G/Go).

Im Leitfahigkeitshistogramm von ds-scHC1 in Abbildung 42 sind zwischen log(G/Go) =-3.50
und log(G/Go) = -0.50 keine ausgepragten Maxima zu beobachten. Einzig die konstanten und
relativ hohen counts von 38103 sind bemerkenswert. Dies wird so interpretiert, dass das Sys-
tem im Raum zwischen Spitze und Oberflache durch viele verschiedene Zustande beschrieben
werden kann, wodurch die unterschiedlichen Leitfahigkeiten bei gleichzeitig hohen counts er-
klart werden konnen. Basierend auf der Schmelztemperaturmessung von ds-scHC1 wurde die
Annahme getroffen, dass unter den Messbedingungen die DNA ausreichend stabil sei. Da in
den zu erwartenden Bereichen von log(G/Go) = -3.50 bis log(G/Go) = -2.50 keine Charakteris-
tika beobachtet werden konnten, gelang es nicht einen Leitfahigkeitsbereich fiir ds-scHC1 zu
bestimmen. Dieses Verhalten suggeriert, dass die DNA ds-scHC1 unter den Messbedingungen
nicht ausreichend stabil ist. Die Helix konnte wahrend des Zurlickziehens der Spitze aufschmel-
zen und so statt einer definierten Leitfahigkeit eine kontinuierliche Verteilung an Leitfahigkei-
ten erzeugen, wodurch das Verhalten kaum vom Tunneln durch den Raum unterschieden wer-
den kann. Leider konnte kein Vergleich der Leitfahigkeiten zwischen ds-Un und ds-scHC1 ge-
zogen werden. Der Einfluss des Basensurrogatpaares auf die Helix kann daher nur unter dem

Einfluss von Cu?*-lonen betrachtet werden.
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Abbildung 43 Leitfihigkeitshistogramm von ds-scHC1 mit Cu?*, 500 Messungen. Bedingungen:
10 uM Duplex, 10 mM PBS, 1.5 eq CuCly, Bias Ug =-0.30 V, R =1 MQ, bG = 0.009 log(G/Go).

Abbildung 43 stellt das Histogramm von ds-scHC1 mit 1.5 eq CuCl; dar. Das Hintergrundsignal
liegt bei 320103 counts und ist damit um 6103 counts geringer als in der Messung ohne CuCly,
wahrend die Verteilung der Leitfahigkeiten im Vergleich zum vorherigen Experiment starker
variiert. Bei log(G/Go) = -3.38 sowie log(G/Go) = -3.04 sind scharfe lokale Maxima zu sehen.
Diese weisen im Maximum jeweils eine gemessene Haufigkeit von ~ 48*10° counts auf und
unterscheiden sich damit vom Hintergrundsignal um 16103 counts. Der Leitfahigkeitsbereich
von log(G/Go) = -2.50 bis log(G/Go) = -1.85 wurde ebenfalls signifikant haufiger gemessen. Das
mit 51103 counts hdchste lokale Maximum liegt bei log(G/Go) = -2.48. Das Profil dieses Leit-
fahigkeitsbereiches dhnelt dem Messsignal, das fiir ds-Un beobachtet wurde. Auch hier neh-
men von héheren zu niedrigeren Leitfahigkeiten die counts zu, bis das Signal einbricht. Fir
ds-scHC1 mit 1.5eq CuCl; ist dieser Sprung in der Signalintensitat bei ungefdhr
log(G/Go) = -2.49 zu sehen.

Mit diesem Versuch gelang es durch Verwendung von ds-scHC1 mit 1.5 eq CuCl, zwei neue
ausgepragte Maxima bei log(G/Go) = -3.39 sowie log(G/Go) = -3.04 zu messen. Die Interpreta-
tion dieser beiden Charakteristika ist nicht eindeutig. Maxima fur log(G/Go) < -2.90 wurden in
den vorherigen Messungen zwar bislang nicht detektiert, kénnten jedoch im Zusammenhang
mit ds-scHC1 stehen, sollte die DNA kein Kupfer komplexiert haben. Zur Stlitzung dieser Inter-
pretation waren Charakteristika in ds-scHC1-Messung ohne Kupfer notwendig gewesen. Der

Leitfahigkeitsbereich von ds-Un konnte nicht eindeutig reproduziert werden.
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Zuletzt zeigt die Betrachtung des Bereiches -2.50 < log(G/Go) < -1.85, dass hier sowohl im Ver-
gleich zum Hintergrundsignal als auch zu den bisherigen Experimenten haufiger Leitfahigkei-

ten gemessen wurden.

In einem weiteren Experiment mit ds-scHC2 sollte durch Zugabe von 3.0 eq CuCl; getestet
werden, ob der zusatzliche HC-Kupfer-Komplex zu einem weiteren Leitfahigkeitsbereich mit

erhohten counts fuhren wirde.
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Abbildung 44 Leitfahigkeitshistogramm von ds-scHC2 mit Cu?*, 500 Messungen. Bedingungen:
10 uM Duplex, 10 mM PBS, 3.0 eq CuCl,, Bias Ug=-0.30V, R =1 MQ, bG = 0.009 log(G/Go).

In Abbildung 44 ist das Hintergrundsignal bei 12¢103% counts. Erhéhte Leitfahigkeitsbereiche
konnen um log(G/Go) =-3.30, zwischen log(G/Go) =-2.70 und log(G/Go) = -2.00 sowie zwi-
schen log(G/Go) =-2.00 und log(G/Go) =-1.26 verzeichnet werden. In diesem Experiment
konnten zwei der drei Leitfahigkeitsbereiche von ds-scHC1 mit 1.5 eq CuCl; reproduziert wer-
den, wahrend der erhéhte Bereich um log(G/Go) = -3.04 hier nicht beobachtet werden konnte.
Daneben wurde ein zusatzlicher Leitfdahigkeitsbereich mit erhéhten counts zwischen
log(G/Go) =-2.00 und log(G/Go) = -1.26 detektiert. In Kontrast zu den vorherigen Experimen-
ten zeigen die beiden dominanten Leitfahigkeitsbereiche einen gleichmaligen Verlauf um das
jeweilige lokale Maximum. Fir den Bereich mit der geringeren Leitfahigkeit liegt das Maxi-
mum bei log(G/Go) = -2.34 und fir den anderen Bereich bei log(G/Go) = -1.55. In dieser Ver-
suchsreihe wurden Leitfahigkeiten tiber log(G/Go) > -1.81 nicht erwartet. Uber eine Abschit-
zung, welche spater in Kapitel 3.3. in Form der Gleichung 4 diskutiert wird, wurde eine Leitfa-

higkeit von log(G/Go) = -1.81. berechnet.
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Dieser Fall kann dahingehend interpretiert werden, dass eine der Linkereinheiten nicht am

Tunnelprozess beteiligt ist, wie in Abbildung 40 in b) gezeigt.

Das Leitfahigkeitshistogramm lasst sich wie folgt interpretieren: Die schwach ausgebildete
Schulter bei log(G/Go) = -3.30 wird der Leitfahigkeit der Helix ohne komplexiertes Kupfer zu-
geordnet. Der nachste Leitfahigkeitsbereich -2.50 < log(G/Go) < -2.00 wird als einfach komple-
xiertes Kupfer, und der Bereich von -2.00 < log(G/Go) < -1.26 der vollstdndigen Besetzung
durch Kupfer interpretiert. Die Wahrscheinlichkeit, die einfache und die zweifache Komple-
xierung von Kupfer zu erfassen, ist in dieser Messung gleich hoch. Daher wurde mit dem Sys-

tem ds-scHC3 (iberpriift, ob das beobachtete Verhalten intensiviert werden kann.
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Abbildung 45 Leitfihigkeitshistogramm von ds-scHC3 mit Cu?*, 500 Messungen. Bedingungen:
10 uM Duplex, 10 mM PBS, 4.5 eq CuCl,, Bias Us=-0.30V, R =1 MQ, bG = 0.009 log(G/Go).

Das in Abbildung 45 dargestellte Leitfahigkeitshistogramm zeigt in Verbindung mit einem ge-
ringen Hintergrundsignal von 8103 counts, lediglich einen Bereich mit erhéhten counts. Die-
ser Bereich liegt zwischen -2.60 < log(G/Go) <-2.20. Des Weiteren sind zwei eindeutige Ma-

xima innerhalb dieser Grenzen zu sehen, log(G/Go) = -2.57 und log(G/Go) = -2.30.

Die Lage des Leitfahigkeitsbereichs wurde in den vorherigen Messungen auf den Einfluss eines
komplexierten Kupfers zurlickgefihrt. Die Hypothese wird durch das Titrationsexperimentvon
ds-scHC3 bestitigt, da auch hier nach einem Cu?*-Aquivalent keine Anderung in der Absorp-
tion mehr zu beobachten war. Der Unterschied der beiden Maxima betrdagt ungefahr
Alog(G/Go) = 0.30 und entspricht der doppelten Leitfahigkeit. Auf molekularer Ebene kdnnten

hier zwei Molekile den Kontakt zwischen Spitze und Oberflache herstellen.
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Die hier beschriebenen Untersuchungen wurden mit dem Ziel durchgefiihrt, Oligonukleotide
Uber STM MCBJ Messungen zu analysieren und ihre Leitfahigkeit durch inkorporierte Cu?*-
lonen zu erhdhen. Uber die sukzessive Anderung einzelner Parameter konnte jeder einzelne
Einfluss auf den Duplex nachvollzogen werden. Der Puffer nimmt im gewahlten Messfenster
keinen Einfluss. Das Kontrollsystem ds-Un weist unabhangig von der Anwesenheit von Kup-
fer(ll)-lonen einen Leitfahigkeitsbereich von -2.92 < log(G/Go) <-2.10 auf. Fur den Doppel-
strang ds-scHC1, der eine HC-Modifikation tragt, konnte ohne Addition von CuCl; kein Leitfa-
higkeitsbereich definiert werden. Dagegen wurden unter dem Einfluss von Kupfer mehrere
Bereiche mit erhohten Leitfahigkeiten festgestellt, der hochste lag
bei -2.50 <log(G/Go) <-1.85. Die Messung des Duplexes mit zwei HC-Modifikationen,
ds-scHC2, konnte zwei der drei Leitfahigkeiten von ds-HC1 mit Cu®*-lonen reproduzieren und
wies dartber hinaus noch einen zusatzlichen Leitfahigkeitsbereich
bei -2.00 < log(G/Go) < -1.26 auf. Dagegen zeigte ds-scHC3 lediglich einen Bereich mit erh6h-
ten counts fur -2.60 < log(G/Go) £-2.20 und glich in seinem Verhalten der Messung von
ds-scHC1 mit Kupfer. Dieser Befund steht im Einklang mit den im vorherigen Kapitel 3.1.2 be-

schriebenen spektroskopischen Titrationsexperimenten.

Aus dieser Studie kann folglich geschlossen werden, dass das hier verwendete 11mer mit
n-Propanthiol-Linker unabhangig der HC-Modifikationen eine Leitfahigkeit zwischen
log(G/Go) = -3.38 und log(G/Go) = -2.90 besitzt. Durch die Komplexierung von Cu?*-lonen im
Inneren des Basenstapels konnte die Leitfahigkeit um ungefahr eine halbe GréRenordnung
auf-2.50 < log(G/Go) < -2.00 verbessert werden. Bei zwei komplexierten Cu?*-lonen wurde die
Leitfahigkeit nochmals um die gleiche GréRenordnung verbessert. Eine der wesentlichen Er-
kenntnisse, die aus dieser Arbeit hervorgehen, ist, dass Cu?*-lonen das Leitfahigkeitsverhalten
beeinflussen und deutlich verbessern kénnen. Des Weiteren stabilisieren freie Cu?*-lonen die
Helix und fiihren zu einer besseren Messbarkeit der Oligonukleotide. Die gemessenen Leitfa-

higkeitsbereiche der verschiedenen Duplexe werden in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1 Ubersicht der gemessenen Leitfihigkeiten der DNA-Duplexe.

Anzahl Aquivalente Gemessene
Duplex
HC-Basensurrogatpaare CuCl; Leitfahigkeiten [log(G/Go)]
ds-Un 0 0.0 -2.92<X<-2.10
ds-Un 0 4.5 -2.92<x<-2.10
ds-scHC1 1 0.0 n.b.
-3.38
ds-scHC1 1 15 -3.04
-2.50<X<-1.85
-3.30
ds-scHC2 2 3.0 -2.50<X<-2.00
-2.00£X<-1.55
ds-scHC3 3 4.5 -2.60<X<-2.20
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3.3. Linkerabhangigkeit der STM MCBJ Messungen

Der in Kapitel 2.2. beschriebene Kontakt zu den Metallelektroden, namentlich Spitze und
Oberflache, kann durch eine funktionelle Gruppe hergestellt werden. Zu diesen funktionellen
Gruppen gehéren Thiole, Amine oder Carbonsiuren.'34 Fiir die Experimente werden hiufig
Goldspitzen und -oberflachen verwendet, da Goldspitzen eine ausreichend gute Stabilitat flr
die Messmethode aufweisen. Entsprechend wird das gleiche Metall fiir die Oberflache ver-
wendet, um keine Asymmetrie in das Messsystem einzufiihren. Durch eine eventuelle Asym-

metrie wirde der Bias stark beeinflusst werden.

a)

b) c)
odo obo s

----Z
---Q
---0

Abbildung 46 Schematische Darstellung der Ankergruppen mit ihren moglichen Bindungs-
modi: a) Thiol, b) Amin und c) Carboxylat.

In Abbildung 46 werden die Ankergruppen und ihre moéglichen Bindungsmodi dargestellt. Fir
Gold stellt die Thiol-Gruppe aus zwei verschiedenen Griinden eine geeignete Ankergruppe
dar. Zum einen weist Schwefel eine groRRe Affinitat gegeniiber Metall auf, wie beispielsweise
Gold, zum anderen sind zwei verschiedene Bindungsmodi fiir die Schwefel-Gold-Bindung mog-
lich, in a) zu sehen. Der Bindungsmodus des Molekiils hat einen betrachtlichen Einfluss auf die
Leitfahigkeit. Im ersten Fall wird eine o-Bindung ausgebildet, die beiden Atome befinden sich
auf einer Bindungsachse. In dem alternativen Bindungsmodus ist das Schwefelatom zwischen
mehreren Goldatomen koordiniert.[3>! Liegt diese Art der Bindung vor, ist eine hdhere Leitfa-

higkeit im Vergleich zur o-Bindung zu messen.134

Amine hingegen weisen im Vergleich mit Thiolen eine schwéachere Gold-Bindung auf und kon-

nen nur einen Bindungsmodus ausbilden, wie in b) gezeigt. Gleichzeitig kann es von Vorteil flr
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die Messung sein, da nur eine Leitfahigkeit moglich ist und so zu einer scharferen Verteilung
der Leitfahigkeit des Molekiils fiihrt. Die schwachste Wechselwirkung mit Gold weisen Car-

bonsduren auf, c).

Die Ankergruppe kann sich direkt am zu untersuchenden Molekil befinden oder Uber einen
Linker verknipft sein. Einer der gebrauchlichsten Linker ist dabei der n-Hexyllinker. Dieser Lin-
ker verfligt (iber eine gewisse Flexibilitat und erlaubt fiir alle Ankergruppen eine vielfaltige
synthetische Anknipfung, da kirzere Analoga aufgrund ihres niedrigen Siedepunktes meist
schwierig in der Handhabung sind. So ist n-Hexanthiol als Standardmodifikation fiir DNA als
Phosphoramidit oder an der Festphase gebunden kommerziell erhaltlich. Das kiirzere n-Pro-
panthiol ist dagegen nur als Festphasenmodifikation verfligbar. Empirisch konnte im Zuge die-
ser Arbeit festgestellt werden, dass ein Einbau dieser Alkanthiol-Linker am Anfang der Se-
quenz zu Komplikationen fiihrt. Durch die Mobilitat des n-Hexyl-Linkers ist eine deutlich ver-

langerte Kupplungszeit notwendig, um die Kupplungseffizienz hoch zu halten.

In dieser Arbeit wurden verschiedene Linker und zwei verschiedene Ankergruppen verwen-
det, um die Auswirkung auf die Messbarkeit der Leitfahigkeit in einem Experiment und die
Leitfahigkeit an sich zu untersuchen. Zu Beginn wurde n-Hexanthiol verwendet, da diese Mo-
difikation kommerziell erhaltlich und unter den Immobilisationsstrategien weitverbreitet ist.
Um das Messfenster entsprechend der Leitfahigkeit anzupassen, wurde unter Zuhilfenahme
der Gleichung 3 aus einer Veroéffentlichung von Tao et al. die Leitfahigkeit des n-Hexanthiol-

Linker abgeschitzt.[134
G = Ay *exp (—BxN) Gleichung 4

Gleichung 4 beschreibt die Leitfahigkeit G in Abhangigkeit der Molekiil-Elektroden-Kopplungs-
starke An, welche den Kontaktwiderstand widerspiegelt, der Tunnelstrom-Abnahme-Konstan-
ten (engl. tunneling decay constant) Bn und der Anzahl an Methyleneinheiten N. Diese Glei-
chung 4 wird in der Publikation zur Berechnung von Alkandithiolen verwendet. Der Tun-
nelstrom It wird im Idealfall durch das gesamte Molekiil, also durch beide Linker, geleitet, so-
dass bei ohmschen Verhalten die Leitfahigkeit der Linkereinheit halbiert wird. Auf diese Weise

lassen sich die Leitfahigkeiten der Linker abschatzen.
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Damit wurde eine Leitfahigkeit von log(G/Go) = -3.14 fur ds-C0 abgeschatzt. Das Messfenster
wurde fiir diese Leitfahigkeit angepasst, indem der Messwiderstand auf R =10 MQ erhoéht
wurde. Auch in dieser Experimentreihe wurde PBS unter den verdnderten Einstellungen ge-

messen und ein Leitfahigkeitshistogramm erstellt.

40

counts [1 03]
r2 L3}
o o

=y
o

45 -40 -35 -30 -25 20 -15 -1.0
log(G/Gy) [1]

Abbildung 47 Leitfahigkeitshistogramm von Puffer, 100 Messungen. Bedingungen: 10 mM
PBS, Bias Ug =-0.10 V, R = 10 MQ, bG = 0.009 log(G/Go).

Abbildung 47 zeigt das Leitfahigkeitshistogramm der Blank-Messung in reinem Puffer bei ei-
nem Bias Ug = -0.10 V. Zu sehen ist ein relativ konstantes Hintergrundsignal von 8103 counts.
Fir log(G/Go) = -4.30 ist eine leicht erhéhte Anzahl an counts sowie die in Kapitel 3.2.2 be-
schriebene Alternanz sichtbar. Die vermehrt festgestellten Leitfahigkeiten von
log(G/Go) = -0.85 wurden als Startpunkt vieler Messungen interpretiert. Dartiber hinaus weist
dieses Leitungshistogramm keine Charakteristika auf. Die Erkenntnis aus diesem Experiment
besteht darin, dass die Leitfahigkeit des Puffers in diesem Messfenster nicht relevant ist. Im
Bereich der berechneten Leitfahigkeit der kombinierten Linker ist log(G/Go) = -3.14 ist keine

Auffalligkeiten im Histogramm zu erkennen.

In Abbildung 48 ist die zu untersuchende Sequenz ds-C0 abgebildet. Sie wurde so konzipiert,
dass die Sequenz moglichst GC-reich ist, um eine hohe Leitfahigkeit und thermische Stabilitat

zu erreichen.
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ss-C0.1 T-T-G-C—-G—-C—-G—-C—G—-C—G—C—G—A—A—(CHz)sSH
ss-C0.2 HS(CHz)§—A—A—-C—-G—-C—-G—-C—-G—-C—-G—-C—-G—-C—-T-T

Abbildung 48 Sequenz des Doppelstrangs ds-C0 aus den kommerziell erhaltenen DNA ss-C0.1
und ss-C0.2.

Die DNA ds-C0 wurde entsprechend der Vorgehensweise aus Kapitel 3.2. als STM-Probe pra-
pariert, vermessen und ausgewertet. Das daraus erstellte Leitfahigkeitshistogramm ist in Ab-

bildung 49 zu sehen.

counts [1 03]
=
o
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Abbildung 49 Leitfahigkeitshistogramm von ds-C0, 500 Messungen. Bedingungen: 10 uM
Duplex, 10 mM PBS, Bias Ug =-0.10 V, R = 10 MQ, bG = 0.009 log(G/Go).

In der Abbildung 49 wird das Leitfahigkeitshistogramm des Duplex ds-CO gezeigt. Die Mess-
werte fir hohere Leitfdhigkeiten log(G/Go)>-1.70 sind stark erhoht. Zwischen
log(G/Go) = -1.70 und log(G/Go) = -2.70 nimmt die Anzahl der gemessenen Leitfahigkeitswerte
ab. Fur Leitfahigkeiten log(G/Go) < -2.70 ist die Abnahme stetiger, aber geringer. Der Graph
zeigt einen sehr dhnlichen Verlauf wie die Puffermessung. Einzig zwischen log(G/Go) = -3.30
und log(G/Go) = -3.55 sind kleinere lokale Maxima zu erahnen, deren Signifikanz jedoch nicht
ausreicht, um sie als DNA-Leitfahigkeit zu interpretieren. Ein méglicher Grund kdnnte die hohe
Flexibilitdt der Linker mit sechs Methyleneinheiten sein. Bedingt durch die im Verlauf der

ds-C0-Messungen aufgetretenen Probleme wurde die Position eines Thiol-Linkers verandert.
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Die Sequenz des Gegenstrangs wurde folglich verandert und der Linker wurde nicht am 5'-,
sondern am 3'-Ende des Doppelstrangs angebracht. Der resultierende Doppelstrang ds-COr

wird in Abbildung 50 dargestellt.
ss-C0.1 T-T-G—-C—-G—-C—-G—-C—-G—-C—G—C—G—A—A—(CH,)sSH
ss-C0.2r A—A—C—G—-C—-G—-C—G—C—G—C—G—C—T—T—(CH,)sSH

Abbildung 50 Sequenz des Doppelstrangs ds-COr aus den kommerziellen DNA ss-C0.1 und ss-
CO0.2r.

Die Tatsache, dass sich beide Thiol-Linker auf der gleichen Seite der Helix befinden, sollte so-
wohl die Flexibilitat verringern als auch die Leitfahigkeit erhéhen. Die Leitfahigkeit wiirde sich
auf diese Weise bei ohmschen Verhalten verdoppeln. Die Realisierung fiir eine STM MCBJ
ware jedoch nur unter der Bedingung gegeben, dass die Nukleobasen an dem den Linkern
entgegengesetzten Terminus mit der Spitze einen Kontakt bilden kénnen. Diese Annahme
wird durch zwei Publikationen gestiitzt. In der ersten wurde das Leitfahigkeitsverhalten von
Terephthalsdure und einem ihrer Derivate untersucht, wobei zwei verschiedene Leitfahigkei-
ten gemessen wurde. Eine der Leitfahigkeiten wurde der Kontaktbildung lber die Car-
boxylgruppe und die zweite der Leitung durch das aromatische n-System zugeschrieben.[*3¢]
In der zweiten Publikation wurde DNA mit einem einzigen terminalen Thiol-Linker im UHV
analysiert, wodurch die zweite Kontaktbildung lber die endstiandigen Nukleobasen erfolgt

sein musste.[102]

Auch fiir ds-COr wurden die Leitfahigkeiten tber die Gleichung 4 abgeschatzt. Die Berechnung
eines Tunnelstroms durch einen Linker ergibt eine Leitfdhigkeit von log(G/Go) = -2.83 und bei
Kontaktierung Gber beide Linker eine Leitfahigkeit von log(G/Go) = -2.57. Da das zuvor verwen-
dete Messfenster geeignet zu sein scheint, wurden die STM MCBJ mit ds-COr mit denselben
Parametern durchgefiihrt und die folgende Abbildung 51 als Leitfahigkeitshistogramm erhal-

ten.
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Abbildung 51 Leitfahigkeitshistogramm ds-COr, 100 Messungen. Bedingungen: 10 uM Duplex,
10 mM PBS, Bias Ug =-0.30 V, R = 10 MQ, bG = 0.005 log(G/Go).

Das Leitfahigkeitshistogramm von ds-COr weist einige haufig gemessenen Leitfahigkeiten um
log(G/Go) = -3.70, log(G/Go) =-3.35 und log(G/Go) =-1.30 auf. Das haufigere Auftreten der
Leitfahigkeiten bei log(G/Go) =-3.70 und log(G/Go) =-1.30 werden als haufig auftretende
Start- und Endpunkt interpretiert. Das lokale Maximum bei log(G/Go) = -3.35 wurde in der Puf-
fer-Messung nicht beobachtet und wird daher als Leitfahigkeit von ds-COr interpretiert. Die
Leitfahigkeit steht in guter Ubereinstimmung mit der berechneten Leitfihigkeit von einer Lin-
kereinheiten von log(G/Go) =-2.83. Fiur die zweite berechnete Leitfahigkeit von
log(G/Go) = -2.53 sind zwei Leitfahigkeitsbereiche vorhanden, die sich jedoch kaum vom Hin-
tergrundsignal abheben. Diese beiden Bereiche liegen bei -2.502log(G/Go) =-2.70
und -2.80 > log(G/Go) = -3.00. Die Differenz von Alog(G/Go) = 0.30 zwischen den Leitfahigkeits-
bereichen kdnnte durch die Leitung des Tunnelstroms It durch zwei verbriickende Duplexe
erklart werden. Die geringen Intensitatsunterschiede im Vergleich zum Hintergrundsignal
kann fir dieses Messystem durch den Kontakt des DNA-Molekiils mit der Spitze verursacht
werden. Dabei sind mehrere Szenarien denkbar. Die Art der Kontaktbildung von Spitze und
Nukleobase ist nicht definiert, es bieten sich mehrere mogliche Optionen, die in Abbildung 52

dargestellt werden.
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Linker Linker Linker Linlker Linker Linker
1 1 1 1 1
S S S S S S

a) b) c)

Abbildung 52 Schematische Darstellung verschiedener Koordinationsmaoglichkeiten der Spitze
an die Helix von ds-COr.

In a) der Abbildung 52 wird der Kontakt zwischen Spitze und DNA-Molekil durch die Koordi-
nation der Spitze mit dem n-System gezeigt. Die Kontaktbildung entsprache hier der literatur-
beschriebenen Interaktion zwischen Aromat und Spitze.®® (1371 |m zweiten Fall, b), ist eine
eher spekulative Moéglichkeit dargestellt, in der der Duplex flir eine Kontaktbildung zeitweise
lokal dehybridisiert wird und so eine Wasserstoffbriickenbindung gebrochen wird. Dadurch
wirde eine Amin-Gruppe frei werden, welche anschlieRend einen Stickstoff-Gold-Kontakt bil-
det. Zuletzt besteht die Mdglichkeit c), dass eines der Phosphate im Rickgrat an die Sptize
koordiniert und einen Kontakt herstellt. Auf welche Art und Weise der Kontakt durch das Mo-
lekdl geformt wird, konnte durch eine Messung mit einem leitfahigen AFM untersucht und
Uber die erhaltenen Kraftkonstanten Aussagen (iber die Art des Kontakts getroffen werden.
AbschlieBend ist festzuhalten, dass die Messbarkeit der Leitfahigkeit zugenommen, aber die
Definition des Messsystems deutlich verloren hat. Um die Wirkung von Metallionen abzu-
schatzen, wurden weitere Probenmessungen mit diesem Duplex durchgefiihrt. Diese werden

im spateren Abschnitt dieses Kapitels 3.4.1. besprochen.

Um die Flexibilitat des Linkers einzuschranken, wurde von n-Hexanthiol auf n -Propanthiol ver-
kiirzt, wodurch und die Ergebnisse aus Kapitel 3.2. erhalten wurden. Die verkiirzten Linker

erleichterten die Messbarkeit und reduzierten den Widerstand.
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Daher stellte sich die Frage, inwieweit dieser Trend noch weiter ausgebaut werden kann, wo-
fir der in Abbildung 53 gezeigte Linker aus der Publikation von Benner et al. ausgewahlt

wurde.[138]

Abbildung 53 Schematische Darstellung des Linkerbaustein ULink (4) in einer ds-DNA.

Als 2-Desoxyuridinderivat weist 4 alle gewlinschten Eigenschaften auf. Der Linker ist als Pro-
pargylthiol relativ kurz, jedoch mit ausreichendem Abstand zur Base, um eine sterisch weitge-
hend ungestorte Kontaktbildung zu ermdglichen. Dariiber hinaus ist eine Thiol-Gruppe fiir die
stabile Kontaktbildung vorhanden und aufgrund der Dreifachbindung sollte der neue Linker
eine geringere Barrierenhdhe im Vergleich zu zwei Methyleneinheiten gewahrleisten. Zuletzt
wird durch die direkte Anbindung an die Nukleobase der Umweg lber die Phosphatgruppe
und der 2'-Desoxyribose vermieden. Durch diesen Linker sollte die Effizienz der Ladungslei-
tung wesentlich gesteigert werden. Die Syntheseroute fiir den Linker 4 ist in Abbildung 54

illustriert.
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Abbildung 54 Synthese des Linkerbausteins ULink (4): a) PPhs, DIAD, Propargylalkohol, Thio-
essigsaure, THF, 0 °C->Rt, 7 h, 93 %; b) TBDMSCI, Imidazol, DMF, Rt, i.N., quant.; c) Pd(PPhs)s,
Cul, NEts, DMF, lichtgeschuitzt, Rt, (i.N., 49 %; d) NEtse3HF, THF, 16 h,0 °C->Rt, 92 %,; e) Di-tert-
butyl-1-(tert-butylthio)-1,2-hydrazindicarboxylat, Lithiumhydroxid, MeOH, Rt, 1.5 h, 63 %; f)
DMTCI, DMAP, Pyridin, Rt, (.N., 54 %; g) 2-Cyanoethoxy-N,N-di-iso-propylaminochlorphos-
phoramidit, DIPEA, DCM, Rt, 3 h, 68 %.

Zunachst wird Propargylalkohol (27) in einer Mitsunobu-Reaktion in den Thioester 28 (iber-
flihrt.[138 Trotz des hohen Siedepunkts verfiigt das Produkt tiber einen sehr gut wahrnehmba-
ren Ublen Geruch. In der zweiten Reaktion wird von der in Syntheseroute von Benner et al.
abgewichen und das 5-lod-2’-desoxyuridin (29) mit TBDMSCI an der 3’- und 5’-Hydroxylfunk-
tion geschiitzt. Darauffolgend wurde die Linkereinheit 28 durch eine Sonogashira Kreuzkupp-
lung an das geschiitzte Nukleosid 30 geknlipft und so die Grundstruktur des Linkers erhalten.
Die Abweichung von der Literatur wird dadurch begriindet, dass unter den Reaktionsbedin-
gungen das gewlinschte Reaktionsprodukt nicht isolierbar war. Stattdessen wurde das Nukle-
osid 30 und das Glaser-Produkt von 28 erhalten. Durch die Schutzgruppen konnte die saulen-
chromatographische Aufreinigung mit n-Hexan/Ethylacetat (3:1) unter optimierten Bedingun-

gen durchgefihrt werden, wodurch eine effizientere Aufreinigung erzielt wurde. Hierbei un-
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terschieden sich Edukt und Produkt deutlich in ihrer Retention bei der Diinnschichtchromato-
graphie um AR¢ = 0.3. Nachdem die Schutzgruppen mit Hilfe des NEts-3eHF-Komplexes ent-
fernt wurden, konnte entsprechend der Publikation verfahren werden. Im nachsten Schritt
wurde eine spezifische Disulfidschutzgruppe fiir das Thiol eingefiihrt. Dazu wurde der Methyl-
thioester mit Lithiumhydroxid verseift und durch den Zerfall eines Schwefeltransferreagenzes
ein tert-Butylthiolrest auf das unter diesen Bedingungen frei vorliegende Thiol Ubertragen.
Daran schlossen sich die bereits erlauterten DMT-Schiitzung der 5-OH-Gruppe sowie die
3‘-terminale Einfiihrung der Phosphorgruppe an. Die anschlielRende automatisierte Festpha-
sensynthese konnte mit dem finalen Phosphoramidit 4 erfolgreich durchgefiihrt werden. Hier-
flr wurde das Phosphoramidit als 0.1 M Losung in ACN sowie eine Kopplungszeit von sechs
Minuten verwendet. Um die Vergleichbarkeit der Systeme untereinander zu erhalten, wurde
die Sequenz von ds-Un gewadhlt. Wahrend der n-Propanthiol-Linker am Zucker-Phosphat-
Rickgrat angebracht wurde, wurde die Modifikation 4 als weitere Base am 5‘-Ende der Se-
guenz angefligt. Dies hat den Vorteil, dass die Modifikation nicht bei der Festphasensynthese

storen kann, da sie die letzte Erweiterung in Syntheserichtung darstellt, wie in Abbildung 55

zu sehen ist.
ss-UL1 ULink - G—G—T—-G—T—A—A—C—A—C—C
ss-UL2 C—C—A—C—A—T—T—G—T—G—G—ULink

Abbildung 55 Sequenz des Duplexes ds-UL aus ss-UL1 und ss-UL2.

Ublicherweise wird ULink 4 in der Sequenz in Paarung mit einem 2’-Desoxyadenosin inkorpo-
riert. In diesem Fall jedoch wurde eine Oligonukleotidsequenz gewahlt, in der die Modifikation
als Uberhang eingebaut wird und die daher im Vergleich zur basengepaarten Variante flexibler
ist. Das kleine Zugestandnis zugunsten der Flexibilitat sollte spater die Wahrscheinlichkeit er-

hohen, einen leitfahigen Kontakt zu bilden.

Bei der Hybridisierung wurde eine verminderte Temperatur von T = 60 °C verwendet, um die
Wahrscheinlichkeit einer moéglichen Thiol-In-Reaktion zu minimieren. Diese Additionsreaktion
kann durch UV-Strahlung, Warmeenergie oder radikalisch gestartet werden und wird auf-

grund der effektiven Umsatzraten hiufig zu den Click-Reaktionen gezihlt.[37!
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Weil die DNA ds-Un mit Kupfer(ll)ionen eine etwas verbesserte Stabilitdt in den STM Messun-
gen aufwies, wurde fiir dieses Experiment nach der Hybridisierung ebenfalls ein divalentes
Metallion Mg?* hinzugegeben und mit dem doppelstrangigen Oligonukleotid fir 30 min inku-
biert. Das Magnesiumion besitzt gegentiber dem Kupfer(ll)ion den Vorteil, dass es unter Stan-
dardbedingungen nicht redoxaktiv ist und daher die unerwiinschte Thiol-In-Reaktion nicht be-
glunstigen sollte. Fiir die STM Probe wurden unter den gleichen Bedingungen 50 uL einer 10

KM DNA-Losung in 10 mM PBS mit 10 mM Magnesiumacetat prapariert.
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Abbildung 56 Leitfahigkeitshistogramme von ds-UL, 500 Messungen. Bedingungen: 10 uM
Duplex, 10 mM PBS, 10 mM Mg(OAc),, Bias Ug =-0,30 V R = 10 MQ, bG = 0,009 log(G/Go).

In Abbildung 56 ist das Leitfahigkeitshistogramm von ds-UL zu sehen. Bei Messwerten
log(G/Go) < -3.20 sind die gemessenen Leitfdhigkeitswerte unregelmaRig verteilt und steigen
stark an. Von log(G/Go) = -2.80 bis log(G/Go) = -1.70 ist eine Zunahme von 12103 counts auf
30103 counts zu verzeichnen. Bis log(G/Go) = -0.60 herrscht eine gleichmaRige Verteilung der
gemessenen Leitfahigkeiten. Danach ist bis log(G/Go) = 0.15 ein steiler Anstieg zu beobachten.
Des Weiteren ist die Form der Zunahme hochinteressant, da sie aus vielen kleinen lokalen
Maxima zu bestehen scheint. Das lokale Maximum mit der geringsten gemessenen Leitfahig-
keit liegt zwischen log(G/Go) = -2.65 und log(G/Go) = -2.40. Der Trend der Leitfahigkeit zwi-
schen log(G/Go) = -2.80 bis log(G/Go) = -1.70 wurde in dieser Form weder in dem PBS- noch in

anderen DNA-Experimenteb beobachtet.
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Die unregelmaRige Verteilung flr Leitfahigkeiten log(G/Go) < -3.20 ist vermutlich auf die Re-
gelung des Messsystems beim Verstarken des geringen Tunnelstroms zuriickzufiihren. Der
Messbereich zwischen log(G/Go) = -2.80 bis log(G/Go) = -1.70 wird als Leitfahigkeit der DNA
ds-UL gewertet. Die vielen kleineren Spitzen im diesen Bereich konnten fiir unterschiedliche
Konformationen stehen, die das Molekiil wahrend der Kontaktbildung einnehmen kénnte. Da
die Linkereinheit bewusst als Uberhang in der Sequenz eingebaut wurde, konnte hierdurch
das Konzept bestatigt werden. Jedoch zeigt dieses Histogramm, dass die modifizierte Base fir
weitere Versuche besser mit einem Adenosin als Basenpaar vorliegen sollte, um eine klarer
definierte Struktur zu liefern. Ein weiteres Ergebnis des Experiments ist, dass Magnesiu-
macetat die Helix stabilisiert. Die Wahrscheinlichkeit, einen Doppelstrang so zu messen, dass
ein verwertbares Messsignal erhalten wird, wurde dadurch erh6ht. Dies steht in Einklang mit
den Ergebnissen aus Kapitel 3.2.. Hier konnte der Leitfahigkeitsbereich der DNA ds-Un bei Zu-

gabe von CuCl; besser vom Hintergrundsignal unterschieden werden.

In diesem Kapitel wurde der Effekt der Linkereinheiten auf die Duplexe analysiert. Als kontakt-
bildende Gruppen wurden Thiole und, im Fall von ds-COr, das aromatische System einer Nuk-
leobase verwendet. Dariiber hinaus wurde die Ankiipfung der Linker an die DNA variiert. Ei-
nerseits wurde flir ds-CO und ds-Un die konventionelle Methode angewandt, bei der die Lin-
kereinheiten jeweils an einem Einzelstrang an den gegeniiberliegenden Enden der Helix ange-
knlpft waren. Zum anderen hatten fir ds-COr beide Linker die selbe Orientierung, sodass eine
Nukleobase den Kontakt zur Spitze ausbildete. Mit diesem Konzept konnten mit nur wenigen
Messungen gut definierte Leitfahigkeitsbereiche fir die DNA identifiziert werden. Die vielfal-
tigen Moglichkeiten zur Kontaktbildung zeigen jedoch, dass das Messsystem nicht ausrei-
chend definiert ist. Daneben wurde die Linkerlange von sechs Methyleneinheiten, ds-CO und
ds-COr, auf drei fir ds-Un reduziert. Die Verkilrzung flhrte zu einem geringeren Widerstand
innerhalb des Linkers und bei gleicher Anzahl an Einzelmessungen zu einem besseren Signal-
zu-Rauschen-Verhaltnis. Die letzte Variation beinhaltet die Synthese des fiir die STM MCBJ
Methode neuen Linkers ULink. Dieser konnte in den literaturbekannten Ausbeuten erhalten
werden. Fir die Sonogashira-Kreuzkupplung wurde von der literaturbeschriebenen Synthese-
route durch Verwendung des TBDMS-geschiitzten Nukleosid 30 abgewichen. Das Phosphora-

midit 4 wurde erfolgreich in der Festphasensynthese in die Sequenz inkorporiert.
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Mit diesem Linker konnte die Leitfahigkeit gegenliber dem n-Propanthiol-Linker verbessert

werden, wie aus dem Vergleich von ds-UL mit ds-Un klar hervorgeht. Die Ergebnisse dieses

Kapitels werden in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2: Tabellarische Ubersicht der Linker und ihrer Eigenschaften.

ds-DNA

ds-CO

ds-COr

ds-Un

ds-UL

Sequenz

AA(GC)6GTT

AA(GC)6GTT

G, TGTACAGC,

G, TGTACAGC,

Anker-

gruppen

n-Hexanthiol

n-Hexanthiol
(zweifach)

+ 1-System

n-Propanthiol

Propargylthiol

Ankniipfung

Rickgrat

Rickgrat
(gleiche

Orientierung)

Rickgrat

Basen-

modifikation

75

log(G/Go)
(ber.)

-3.14

1x =-2.83
2x =-2.57

-1,81

log(G/Go)
(gef.)

-3.55
-3.30

-3.35
von -3.00
bis -2.50

von -2.89
bis -2.20

von -2.65
bis -2.40

Signal-

starke

sehr

schwach

schwach

schwach

gut
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3.4. Interkalationsverbindungen als DNA-Modifikation

Bereits in Kapitel 2.1.2. wurde die Interkalation von Verbindungen in die Helix als Modifikati-
onsstrategie neben dem kovalenten Einbau in die DNA eingefiihrt. Der Vorteil dieser Vorge-
hensweise liegt darin, dass die Zielverbindung vergleichsweise unkompliziert durch Inkubation
mit der hybridisierten DNA eingebracht werden kann und nicht Uber entsprechende Phospo-
ramidite wahrend der Festphasensynthese in die Sequenz integriert werden muss. Doch nicht
jede Verbindung erfiillt die Voraussetzungen fiir eine Interkalation in die m-Basenstapelung.
In Kapitel 2.3. wurde anhand von Ethidiumbromid und Hoechst-Farbstoffl14140 sowie Cora-
lynel'’3! gezeigt, dass nur die Interkalation in die m-Basenstapelung einen Effekt beziiglich der
Leitfahigkeit aufweist. Nachteil der Interkalation ist, dass das System nicht vollstandig defi-
niert ist in Bezug auf die Anzahl der interkalierten Verbindungen. In diesem Kontext soll das
Verhalten eines polykationischen metallierten Porphyrins und eines Spiropyrans untersucht

und diskutiert werden.

3.4.1. Porphyrine

Die Porphyrine, welche in dieser Untersuchung verwendet wurden, konnten in der Reaktion

von 8 zu 9 isoliert werden. Die Reaktion ist in Abbildung 57 dargestellt.

Abbildung 57 Methylierung von 8 zu 9 samt den Nebenprodukten.

Durch eine verlangerte Reaktionszeit wurde der Anteil an vierfach methyliertem Porphyrin
erhoht. Durch die Isolation dieses Produkts ist nach erfolgreicher Metallierung, dhnlich zu der

kovalenten Modifikation, der Einsatz des Porphyrins als Interkalationsverbindung maglich.
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In Abbildung 58 sind die in dieser Arbeit verwendeten metallierten Porphyrine gezeigt. Sowohl
Gold(Ill) als auch Kupfer(ll) wurden wegen ihrer Leitfahigkeit und stabilen Porphyrinkomplexe

ausgewadhlt.

Abbildung 2 Metallierung des Porphyrins 35: a) HAuClse3 H,0, H,0, Pyridin, 80 °C, U.N.,
guant.; b) Cu(OAc)2, DMF, 80 °C, G.N., quant..

Die Metallierung beider Porphyrine verlief bei entsprechend langer Reaktionszeit quantitativ.
Um eine moglichst hohe Loslichkeit und ein einheitliches Gegenion zu erzielen, wurden die
Porphyrine jeweils in Methanol geldst und mit dem lonenaustauscher DOWEX 1x8-200 CI-™

versetzt und konnten dann in STM MCBJ Experimenten untersucht werden.

Die hier beschriebenen Untersuchungen dienten als Vorarbeiten fiir die kovalent eingebauten
Porphyrine 11 und 1. Daher wurde fir diese Experimente ds-COr als Modellsystem verwendet,
welche die Ankergruppen auf der gleichen Seite tragt. Fur die Interkalationsexperimente
wurde mit den jeweiligen Porphyrinen stets gleich verfahren. Die ds-COr wurde zunachst ohne
Porphyrin in PBS hybridisiert und anschlieRend auf die Oberflache gegeben, um eine groft-
mogliche Belegungsdichte zu erhalten. Nach einer Stunde wurde das jeweilige Porphyrin hin-
zugegeben und nochmals fir durchschnittlich eine halbe Stunde inkubiert. AnschlieBend
wurde die Probe, wie in Kapitel 3.2. beschrieben, analysiert. Mit diesen Experimenten sollten
primar die Programme zur Datenerhebung und Auswertung sowie die Einstellung des Mess-
fensters auf ihre Funktionalitat hin getestet werden. Die grundlegenden Verfahren zur Bestim-
mung der Leitfahigkeit und der Erstellung der Histogramme entsprechen den in Kapitel 3.2
beschriebenen Methoden. Ein wesentlicher Unterschied besteht darin, dass diese Untersu-
chungen nur als Prifung fir den Messaufbau durchgefiihrt wurden und daher deutlich weni-
ger Einzelmessungen vorgenommen wurden. Des Weiteren wurde noch eine vorlaufige Mess-
methode verwendet, bei der sowohl die Bewegung der Spitze hin zur als auch von der Ober-

flache weg in einer Einzelmessung ausgewertet wurde. Folglich kdnnen die Ergebnisse dieses
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Kapitels als Tendenzen, nicht aber als Beweis fiir eventuelle molekulare Eigenschaften ange-
sehen werden. Flr die Porphyrine wurde eine weitere Blank-Messung durchgefiihrt, da
Porphyrine zur Selbstassemblierung auf Goldoberflichen tendieren.'#! Als Aromat zeigt Me-
sitylen eine Schichtenbildung auf einer Goldoberflichel37], ein Verhalten, welche mit der STM
MCBJ Methode vermessen und eine Leitfahigkeit von log(G/Go) = -1.00 bestimmt worden ist.
Daher wurde das Porphyrin 35-Au in PBS Puffer gemessen, um den Einfluss des Porphyrins in

den Messungen zu bestimmen.
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Abbildung 59 Leitfahigkeitshistogramme von 35-Au in Puffer a) und Puffer b), je
50 Messungen. Bedingungen: a) 2.5 mM Porphyrin mit 10 mM PBS, b) 10 mM PBS, Bias
Ug=-0.30V, R =10 MQ, bG = 0.005 log(G/Go).

Da die PBS Messung bereits in Kapitel 3.3. besprochen wurde, wird dieses Histogramm in b)
lediglich aus Vergleichsgriinden gezeigt. Das Leitfahigkeitshistogramm mit Porphyrin ist in Ab-
bildung 59 a) dargestellt. Die Leitfahigkeit um log(G/Go) = -1.50 ist sehr ausgepragt. Die er-
hohte Leitfahigkeit bei log(G/Go) = -3.30 wurde als Umkehrpunkt der Spitzenbewegung zuge-
schrieben. Zwischen diesen beiden Punkten wurden die Leitfahigkeiten in nahzu gleicher An-
zahl von circa 3103 gemessen. Im Vergleich zur Puffer-Messung ist sowohl der Start- als auch
der Endpunkt der 35-Au Messung deutlich ausgepragter. Wahrend in der PBS Messung das
Hintergrundsignal 12103 counts betragt, ist dieses in der 35-Au Messung mit 12103 counts
vergleichsweise gering. Eine mogliche Ursache kénnte sein, dass beim Zurlickziehen der Raum
zwischen Spitze und Oberflache bei der Puffermessung weniger definiert ist als bei der
Porphyrin-Messung. Eine Hypothese ist, dass sich durch die oben beschriebene Adsorption
der Porphyrine ein Schichtsystem aus 35-Au auf der Oberflache bildet, welches das Tunnel-
verhalten durch die Losung Uber diese Schicht beeinflusst. In dem angegebenen Messfenster

werden dadurch jedoch keine Charakteristika erzeugt.
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Diese Befunde weisen darauf hin, dass in diesem Messfenster weder PBS noch die Porphyrine
einen signifikanten Einfluss auf die Messung nehmen und daher fir die Versuchsreihe geeig-

net sind.

Die Leitfahigkeit des Duplex ds-COr wurde bereits in Kapitel 3.2. (Abbildung 57) besprochen.
Deshalb wird hier direkt die Messung dieser DNA unter dem Einfluss von 35-H beschrieben.
Obwohl der Fokus auf dem Effekt der interkalierten Metallionen liegt, muss hierfir zunachst
der Einfluss des Porphyrins selbst auf die DNA beleuchtet werden. Sowohl Ethidiumbromid als
auch Coralyne konnten das Leitfdhigkeitsverhalten des Duplex beeinflussen.!'**! Die Interkala-
tion erhohte die Leitfahigkeit der doppelstrangigen DNA und im Falle von Coralyne wurde ein

Diodenverhalten in einer STS Messungen beobachtet.

80

coutns [1 03]
ey [o}]
o (=]
| |

"
o
|

0-
-4.0 -3.5 -3.0 2.5 -2.0 1.5
log(G/Gy) [-]

Abbildung 60 Leitfahigkeitshistogramm von ds-COr mit 35-H, 50 Messungen. Bedingun-
gen: 5.0 uM Duplex, 10 mM PBS, 2.5 mM Porphyrin, Bias Ug = -0.30V, R= 10 MQ,
bG = 0.005 log(G/Go).

In Abbildung 60 ist das Leitfahigkeitshistogramm von ds-COr mit demPorphyrin 35-H gezeigt,
welches einen dhnlichen Verlauf wie die Blank-Messung aufweist und sich damit von der
Porphyrin-PBS Messung unterscheidet. Generell sind nach 50 Messungen keine ausgepragten
Charakteristika zu beobachten. Die Anzahl der gemessenen Leitfahigkeiten des Experiments
mit DNA und Porphyrin liegt im Bereich von log(G/Go) = -2.00 bis log(G/Go) = -1.50 zwischen
230103 und 40¢10° counts. Die Messung des Porphyrins liegt in diesem Bereich bei
~ 3103 counts. Dies wird als erhdhtes Auftreten einer Leitfahigkeit interpretiert, die auf In-

teraktion mit der DNA zurilickgefiihrt werden kann. Um den genauen Einfluss des Porphyrins
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auf die DNA zu bestimmen, ist ein Vergleich zwischen den Messungen der DNA in An- und

Abwesenheit des Porphyrins von Noten, wie in Abbildung 61 gezeigt.
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Abbildung 61 Vergleich der Leitfahigkeitshistogramme von ds-COr ohne (schwarz) und mit
Porphyrin 35-H (lila), je 50 Messungen. Bedingungen: je 5.0 uM Duplex, 10 mM PBS, 2.5 mM
Porphyrin, Bias Ug =-0.30 V, R = 10 MQ, bG = 0.005 log(G/Go).

Der Vergleich zeigt, dass der Startpunkt um log(G/Go) =-3.30 und der Wendepunkt um
log(G/Go) = -1.4 in der Messung von reiner ds-COr, schwarzer Graph, signifikant haufiger ge-
messen wurden als in der Messung der DNA mit Porphyrin, lila Graph. Wahrend der Leckstrom
in der Messung ohne Porphyrin bei log(G/Go) = -3.8 noch deutlich sichtbar ist, kann dieser mit
Porphyrin nicht mehr beobachtet werden. Zum eine sind im Vergleich beider Messungen die
Signale der Messung von DNA ohne Porphyrin bei log(G/Go) =-2.75 und log(G/Go) =-2.59 in
der Messung mit Pophyrin nicht mehr zu sehen. Zum anderen kann der Bereich von
log(G/Go) = -2.0 bis log(G/Go) = -1.5 bei der Messung mit Porphyrin als vergleichsweise erhoht
beschrieben werden. Durch den Vergleich der Messungen von ds-COr mit 35-H mit Messungen
von Puffer, Puffer mit Porphyrin und DNA ohne Porphyrin wird das erhdhte Auftreten der ho-
heren Leitfahigkeit von log(G/Go) =-2.0 bis log(G/Go) =-1.5 als Leitfahigkeitsverhalten der
DNA interpretiert, die durch das Porphyrin 35-H beeinflusst worden ist. Somit kann festgehal-

ten werden, dass die Leitfahigkeit der DNA durch die Interkalation des tetrakat

ionischen Porphyrins zu hoheren Werten verschoben wird. Weiterhin ist zu beobachten, dass
die Signale des Duplex ds-COr ohne Porphyrin bei log(G/Go) = -2.75 und log(G/Go) = -2.59 nicht
in der Haufigkeit gemessen worden sind. Prinzipiell konnte gezeigt werden, dass die Verwen-

dung eines tetrakationischen Porphyrins zu einer Erhéhung der Leitfahigkeit fihrt.
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Das Porphyrin selbst bewirkt durch Interkalation in den Basenstapel der DNA eine bessere -

Stapelung, wodurch das beobachtete Verhalten erklart werden kann.

Die so erhaltenen Daten zeigten, dass die tetrakationischen Porphyrine fiir die Messungen
geeignet sind und welchen Einfluss sie durch den aromatischen Zyklus auf die Helix austiben.
Die metallierten polykationischen Porphyrine konnten nun dafiir eingesetzt werden, die Wir-
kung des komplexierten Metalls auf das Verhalten der DNA zu untersuchen. Zu diesem Zweck

wurden die beiden metallierten Porphyrine 35-Au und 35-Cu verwendet.
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Abbildung 62 Leitfahigkeitshistogramm von ds-COr mit 35-Au, 50 Messungen. Bedingungen:
5.0 uM Duplex, 10 mM PBS, 2.5 mM Porphyrin, Bias Ug = -0.30 V, R = 10 MQ, bG = 0.005
log(G/GO0).

Abbildung 62 zeigt das Leitfahigkeitshistogramm von ds-COr mit dem Porphyrin 35-Au. Der
gemessene Tunnelstrom und die daraus resultierenden Leitfahigkeiten weisen die gleiche Ver-
teilung wie die Messung der DNA mit metallfreien Porphyrin 35-H auf. Auch fiir diese Messung
sind die Signale der DNA bei log(G/Go) = -2.75 und log(G/Go) = -2.59 nicht mehr detektierbar,
wahrend der Bereich von log(G/Go) =-1.90 bis log(G/Go) = -1.40 erhoht ist. Das lokale Maxi-
mum mit dem Gold-Porphyrin 35-Au ist etwas schmaler sowie um rund 2103 counts héher
als bei dem metallfreien Porphyrin. Die Annahme, dass ein Grof3teil des Porphyrins nicht me-
talliert vorliegen konnte, wurde (iber eine massenspektrometrische Analyse per ESI MS wider-

legt. Dort wurden lediglich m/z-Signale der metallierten Spezies gefunden.

Dariber hinaus wurde 35-Cu gemessen, da das Kupferanalogon leicht zuganglich ist. Durch
eine entsprechende Anpassung der Kupferdaquivalente in der CuAAC fiir eine kovalente Modi-

fizierung, kann Kupfer beispielsweise in Porphyrin 11 insertiert werden.
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Dieses Porphyrin wurde unter identischen Bedingungen vermessen, das dadurch erhaltene

Leitfahigkeitshistogramm ist in Abbildung 63 zu sehen.
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Abbildung 63 Leitfahigkeitshistogramm von ds-COr mit 35-Cu, 50 Messungen. Bedingungen:
5.0 uM Duplex, 10 mM PBS, 2.5 mM Porphyrin, Bias Us = -0.30 V, R= 10 MQ,
bG = 0.005 log(G/Go).

Im Leitfahigkeitshistogramm von ds-COr mit 35-Cu als Interkalationsverbindung sind weiterhin
die Endpunkte des Experiments bei log(G/Go) = -1.40 zu sehen. Im Gegensatz zum goldmodi-
fizierten Porphyrin sind bei der Verwendung des Kupferanalogons deutliche lokale Maxima
beilog(G/Go) =-1.90, -1.60, 1,45 und -1.38 zu beobachten. Die beiden letzt genannten Maxima
sind jedoch sehr nahe am Wendepunkt der Spitzenbewegung und sollten mit Vorbehalt be-
trachtet werden, da diese durchaus durch Messartefakte oder Veranderung der Spitze ent-
standen sein kdnnen. Das lokale Maximum, welches im Leitfahigkeitshistogramm der ds-COr

ohne Interkalationsverbindung noch sichtbar war, ist auch hier nicht zu sehen.

AbschlieBend werden die Leitfahigkeitshistogramme dieser Versuchsreihe gemeinsam in Ab-

bildung 64 dargestellt.

82



3. Hauptteil

coutns [1 03]

-4.0 -3.5 -3.0 2.5 -2.0 1.5
log(G/Gy) [-]

Abbildung 64 Zusammenfassung der Messungen der ds-COr ohne (schwarz), mit 35-H (lila),
35-Au (rot) und 35-Cu (blau), je 50 Messungen. Bedingungen: Bias Ug = -0.30 V, R = 10 MQ,
bG = 0.005 log(G/Go).

In diesem Unterkapitel wurde der Einfluss verschiedener polykationischer Porphyrine als In-
terkalationsverbindungen auf das Leitfahigkeitsverhalten einer doppelstrangigen DNA unter-
sucht. Aufgrund der geringen Anzahl an Einzelmessungen und der nicht optimierten Mess-
und Auswertungseinstellungen muss angemerkt werden, dass alle hier dargestellten Ergeb-
nisse nur als Tendenzen betrachtet werden kdnnen. Um uneingeschrankt valide Aussagen
treffen zu konnen, miisste eine wesentlich groRere Statistik erstellt und unter den optimierten
Bedingungen durchgefihrt und ausgewertet werden. Grundsatzlich lasst sich fiir alle Porphy-
rine feststellen, dass die Leitfahigkeit, welche fir die ds-COr bestimmt wurde, in keiner Mes-
sung als charakteristisch detektierbar ist. Diese Beobachtung lasst sich so interpretieren, dass
die polykationischen Porphyrine erfolgreich in den n-Basenstapel interkalieren und das Ver-
halten der DNA beeinflussen. Dies wurde hier in Form eines nicht genauer definierten Leitfa-
higkeitsanstiegs beobachtet. Dabei ist zu beachten, dass dieser Effekt metallunabhangig ist.
Das metallfreie Porphyrin 35-H vermag bereits, die Leitfahigkeit um circa 1.5 GréBenordnun-

gen zu verbessern.

AbschlieBend lasst sich sagen, dass polykationische Porphyrine grundsatzlich fiir die Manipu-
lation von DNA geeignet sind. Da in diesen Experimenten nur STM MCBJ als Analysemethode
verwendet wurde, miissten weitere Experimente folgen, um das Ausmal} der Einflussnahme
vollstandig beurteilen zu kénnen. So kdnnten in STS Experimenten unterschiedliche Redoxstu-

fen der Metalle untersucht werden, sofern diese im Porphyrinkomplex auftreten kénnen.
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Weitere Messungen unter dem Einfluss von Licht oder Magnetismus sind grundsatzlich eben-
falls von Interesse. Dadurch kénnte das Spektrum, mit dem DNA als Werkstoff beeinflusst

werden kann, deutlich erweitert werden.

3.4.2. Spiropyran

Die Grundlage flr dieses Unterkapitel bildet eine Veroffentlichung von Andersson et al., in der
das Interkalationsverhalten von Spiropyranen in Oligonukleotide tiber Absorptionsmethoden,
UV/Vis und Lineardichroismus (LD) im Durchfluss beobachtet wurde. Fiir interkalierte Spiro-
pyrane konnte eine hypsochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums der offenen
Merocyanin-Form festgestellt werden.['#?l Diese Wechselwirkung zwischen dem geéffneten
Photoschalter und dem ausgebildeten i-System der gestapelten Nukleobasen sollte nicht nur
Auswirkungen auf das Absorptions-, sondern auch auf das Leitfahigkeitsverhalten zeigen. Bei
STM MCBJ Messungen mit Ethidiumbromid*'* und Coralyne!*'*! konnte DNA in ihrer Leitfa-
higkeit und Stabilitdat verbessert werden. Im Rahmen des vorangegangenen Kapitels dieser

Thesis wurde dieser Effekt bereits flir polykationische Porphyrine angewandt und analysiert.

Die Entwicklung einer derartigen photoschaltbaren Modifikation impliziert einige grundle-
gende Anforderungen. Deshalb wurde fiir die Untersuchung des Systems ein Spiropyran so
konzipiert, dass es den Nukleobasen moglichst ahnelt, um eine effiziente Interkalation zu er-
moglichen. Weiterhin sollte das Spiropyran elektronenreich sein, damit durch die Interkala-
tion einen grofRtmoglichen Unterschied in der Einzelmolekilspektroskopie messbar wird. Als
weitere Anforderung soll das Spiropyran eine kovalente Anknlipfungsmaoglichkeit an die DNA
bieten, um ein definiertes System zu erlangen. Zuletzt sollte der Photoschalter in seiner ge-
schlossenen Form deutlich stabiler sein, um eine dauerhafte Interkalation zu vermeiden. Bei
einer labilen offenen Form des Photoschalters sollte das m-System der Helix das interkalierte
Molekule stabilisieren und einen metastabilen Zustand herstellen. Dieser Effekt sollte sich im
Schaltverhalten des Spiropyrans wiederspiegeln und so fir ein statisches Gleichgewicht zwi-
schen der offenen und der geschlossenen Form sorgen. Durch Belichtung sollte das Gleichge-

wicht verschoben werden, wie in Abbildung 65 gezeigt wird.
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Abbildung 65 Schematische Darstellung zur lichtgesteuerten Interkalation eines Spiropyrans
in einen Basenstapel.

Hierdurch ist ein perfekt manipulierbares Schaltelement auf molekularer Ebene moglich. Das
Konzept sah auf Seiten der DNA vor, eine moglichst simple und kommerziell erhaltliche Kom-
ponente wie Click-U zu verwenden. Daher wurde auf die CUAAC als Anknlpfungsmethode zu-

rickgegriffen. Die Struktur des finalen Schaltmoduls ist in Abbildung 66 gezeigt.

e O\—f'T‘
N

N$

Abbildung 66 Schematische Darstellung eines Oligonukleotidausschnitts nach der postsynthe-
tischen Ankniipfung des Spiropyrans 5 per CuAAC.

Die Grundstruktur des Spiropyrans 5 wurde entsprechend einer Publikation von Minkin et al.
synthetisiert.[143 In der Spiro-Form sollte es wegen der Verdrillung beider Zyklen nicht zur In-
terkalation kommen, wie links in Abbildung 65 zu sehen ist. Das konjugierte m-System der
Merocyanin-Form sollte den Basenstapel beeinflussen kdnnen. In Acetonitril wurde fir die

offene Form eine Lebensdauer von nur T = 6 s bestimmt, woraus eine entsprechende Labilitat
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abgeleitet werden kann. Bei Bestrahlung der geschlossenen Spiro-Form mit UV-Licht der Wel-
lenlange Aexc = 365, 300 oder 260 nm wird das Spiropyran gedffnet und liegt anschlieRend
planarisiert vor.431 Des Weiteren bilden der Indol- und der Chinolin-Teil des Molekiils ein kon-
jugiertes n-System, welches zwitterionisch und ungeladenen als mesomere Grenzstruktur for-
muliert werden kann, wie in Abbildung 67 dargestellt ist. Es sei hier angemerkt, dass jeweils
nur ein Konformationsisomer dargestellt wurde, aber noch zahlreiche weitere Konformere
existieren. Fir die ungeladene Merocyanin-Form wurden neun verschiedene Konformation-
sisomere vorgeschlagen, welche in Dichte-Funktional-Theroie-Studien bestitigt wurden.[144]
Die Zyklisierung von der Merocyanin- zur Spiro-Form kann mit sichtbarem Licht mit Aexc = 562
und 600 nm oder thermisch bei Raumtemperatur induziert werden, wie in Abbildung 67 zu

sehen ist.[143!

A nf o B

Spiro-Form Merocyanin-Form

Abbildung 67 Schematische Darstellung der Zykloreversion und Zyklisierung des Spiropyrans.

Die Zuganglichkeit flr eine Anknipfung ist Gber eine Alkylierung des Stickstoffs des Indol-Teils
gegeben. Das Spiropyran 5 wurde entsprechend des Syntheseschemas in Abbildung 68 herge-

stellt.
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Abbildung 68 Syntheseschema des Spiropyrans 5 zur CUAAC: a) NaNO;, AcOH, H;0, 0 °C - Rt,
2 h, 93 %; b) 1,3-Dibrompropan, EtOH, Reflux, 5 h, 16 %; c) NEts, Toluol, 2-Propanol, 105 °C,
5h, 11 %; d) NaNs, ACN, Rt, U.N, 67 %.

Im ersten Schritt wird eine Nitrosyl-Gruppe in einer elektrophilen aromatischen Substitution
in 8-Hydroxychinolin (36) eingefiihrt und 37 in einer sehr guten Ausbeute von 92 % isoliert.[140]
Der Indol-Teil des Spiropyrans wird durch die Alkylierung von 2,3,3-Trimethylindol (38) mit
1,3-Dibrompropan in 16 %iger Ausbeute erhalten. 42 Daneben wurde ebenfalls das lod-De-
rivat von 39 hergestellt, welches sich in den Folgeraktionen analog zu 39 verhielt.[***! Das Spi-
ropyran 40 wird in einer basen-vermittelten Zyklokondensationsreaktion gebildet. Die Aufrei-
nigung des Produktes gestaltete sich schwierig, da das Produkt immer wieder zwischen ge-
schlossenem und offenen Zustand schaltet und in der offenen Konformationen eine starke
Interaktion mit dem Sdulenmaterial aufweist. Die Wahl eines moglichst unpolaren Laufmittel-
gemisches (n-Hexan:EE 3:1) fir die sdulenchromatographische Aufreinigung sollte die ge-
schlossene Spiro-Form favorisieren, dadurch wurde das Produkt jedoch in lediglich 11 %iger
Ausbeute isoliert. Zuletzt wurde die Azid-Funktion Uber die zuvor beschriebene Methode ein-

geflihrt und das Edukt 5 fiir die CUAAC in einer Ausbeute von 76 % erhalten werden.

Um das Messsystem mit den bereits durchgefiihrten Experimenten, wie CD- oder STM-MCB)J
Messungen, vergleichbar zu halten, wurde die Sequenz auf der Basis von ds-Un entworfen.
Dafiir wurde in ss-Un2.2 ein Thymidin durch ein kommerziell erhaltenes Click-U ersetzt und
fir die STM Experimente der bereits verwendete n-Propanthiol-Linker eingesetzt, wie in Ab-

bildung 69 zu sehen ist.
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ss-Un1 HS(CH;); —G—G—T—G—T—A—A—C—A—C—C

ss-UClick C—C—A—C—A-¢cU-T—G—T—G—G—HS(CH,);

Abbildung 69 Schematische Darstellung des Duplex ds-UClick bestehend aus den Einzelstran-

gen ss-Unl und ss-UClick.

In der CUAAC-Reaktion mit ss-UClick und dem Spiropyran 5 konnte kein Produkt isoliert wer-
den. Der erste Versuch wurde Uber 48 h bei Rt im Rittler durchgefiihrt. Auch die Erhéhung
der Temperatur auf T = 60 °C fur 3 h im zweiten Versuch fiihrte zu keinem Produkt. Um zu
Uberprifen, ob mit der Azid-Komponente eine CUAAC moglich ist, wurde das mit Alkin-modi-
fizierte Nukleosid 2 im ersten Versuch in tert-Buntanol/DMSO (3:1), dargestellt in Abbildung

70 a), und im zweiten Versuch in abs. ACN bei 60 °C Gber Nacht, in b), zur Reaktion gebracht.

Bz.
Z>NH
@
NAO [Cu(CH5CN),IPF¢ N0
DMTO . =N =\ Na Ascorbat DMTO N
o) p 0
N O N a) DMSO/tert-Butanol ~

N (0)
OH 0= { 60 °C, 5 h on o_{ \ N

b) ACN, 60 °C, .N. N

N3 5 M I

Abbildung 70 Testreaktion der Konjugation mittels CUAAC mit dem Spiropyran 5 und dem Al-
kin-Nukleosid 2.

In beiden Versuchen konnte 85 % des Spiropyrans 5 reisoliert werden. Die Stoffmenge an Spi-
ropyran, welche nicht reisoliert werden konnten, korrespondiert naherungsweise mit den ein-
gesetzten Aquivalenten des Cu-Katalysators. Méglicherweise kann das Spiropyran das Kupfer
komplexieren und den Katalysator so aus der Reaktion entfernen. Das Nukleodsid 2 konnte
nicht reisoliert werden. Aus diesen insgesamt vier Versuchen kann geschlossen werden, dass
die CuUAAC fiir das Spiropyran keine geeignete Anknipfungsmoglichkeit darstellt. Um dennoch
das Interkalationsverhalten des Spiropyrans zu untersuchen, wurde auf die Variante von An-
dersson et al. zurlickgegriffen. Hierbei wurde das Spiropyran nicht kovalent angebunden, son-

dern Uber die Einflihrung eines quartaren Amins eine Anlagerung an das Phosphatriickgrat
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erreicht. Durch die lod-Funktion von 40 konnte in einer nukleophilen Substitution die in Ab-

bildung 71 gezeigte Verbindung 42 synthetisiert werden.

©€§(ZN — NMe3 ©€§(—
N O N EtOH Rt, 48 h 4C§j>
§ 55 % f

Br \@ Br@

40 42

Abbildung 71 Reaktion zum Spiropyran 42 fir Interkalationsversuche mit ds-Un.

Die Interkalationsexperimente wurden mit ds-Un und dem Spiropyran 42 durchgefiihrt. Dazu
wurden die Einzelstrange hybridisiert, anschlieBend wurde der Photoschalter hinzugegeben
und spektroskopisch vermessen. Um spatere Effekte der Wechselwirkung zwischen Helix und
Photoschalter von reinem Spiropyran zu differenzieren, wurde der Farbstoff zunachst separat

betrachtet. Die Absorption des Farbstoffs ist in Abbildung 72 zu sehen.

a) 2.5+ — (0 min b) 2.54 =0 min
=1 min 1 min
=3 min —— 15 min

2.0 ——Smin 2.0

< <

5 154 5 154

a 2

5 5 T
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0.0 . ; : ‘ 0.0 . y . ‘
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Abbildung 72 Absorptionsspektren von 42 nach unterschiedlichen Belichtungszeiten mit
a) Aexc = 365 nm und b) Aexc = 300 nm. Bedingungen: 50 uM Spiropyran, ddH,0, 24 mM NaCl.

Um das Schaltverhalten des Spiropyrans 42 beurteilen zu kénnen, wurde unter den angege-

benen Bedingungen ein Absorptionsspektrum ohne Belichung (0 min) aufgenommen, welches
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jeweils als schwarzer Graph in beiden Spektren dargestellt wird. Dieser zeigt ein mit der Lite-
ratur konformes Absorptionsverhalten.[!*3! Danach wurde in a) der Farbstoff in den konseku-
tiven Intervallen 1, 3 und 5 min mit Aexc = 365 nm angeregt, um die gedffnete Merocyanin-
Form zu erhalten. Bei der Anregung mit Aexc = 365 nm wurde keine ausreichende Menge
Merocyanin-Form erzeugt, um die offene Form durch Absorption bei Asbs =2 400 nm nachwei-
sen zu kdnnen. Daher wurde die Messung bei einer Anregung von Aexc = 300 nm wiederholt.
Nach 1-minttiger Belichtung konnte keine Veranderung festgestellt werden. Nach weiteren
15 min Belichtung mit Aexc = 300 nm konnte eine leichte Verdanderung des Signals beobachtet
werden, allerdings zeigte sich nicht die in der Literatur beschriebene Absorption bei
Aabs = 600 nm (Maximum) oder Aabs = 562 nm (Schulter).l#9 [143] Die marginale Verdnderung
des Absorptionsspektrums wird darauf zurtickgefiihrt, dass die 15-min(tige Bestrahlung unter
Rihren stattfand und die 1-miniitige Bestrahlung nur einmal nach 30 s invertiert wurde. Die
bessere Durchmischung kénnte den Unterschied im Absorptionsspektrum erklaren. Dass
keine Absorption fiir die offene Form unter den Messbedingungen gemessen wurde, konnte
durch die bereits erwahnte kurze Lebensdauer der Merocyanin-From mit t = 6 s erklart wer-
den.['3! Eine Anregung mit geringerer Wellenldnge Aexc < 300 nm wurde nicht in Betracht ge-
zogen, um die Nukleobasen in der Helix nicht direkt anzuregen. Das unregelmaRige Verhalten
bei A = 340 nm ist auf den Lampenwechsel des Absorptionsmessgerates zurtickzufiihren und

kann vernachlassigt werden.

Fiir die gemeinsame Untersuchung der DNA mit dem Photoschalter wurde 42 zur bereits hyb-
ridisierten ds-Un in einem dquimolaren Verhaltnis hinzugegeben und die Absorptionspektren
in Abhangigkeit der Belichtungszeit mit einer Anregung von Aexc = 300 nm aufgenommen. Die

Ergebnisse dieser Belichtungsreihe sind in Abbildung 73 dargestellt.
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Abbildung 73 Absorptionsspektren von ds-Un mit 42 in Abhdngigkeit zur Belichtungsdauer mit
Aexc = 300 nm. Bedingungen: 50 uM Duplex, 50 uM Spiropyran, 24 mM NaCl.

Die Schulter bei A = 310 nm ist die Chinolin-Absorption, welche bereits in Kapitel 3.1.2. disku-
tiert wurde. Daneben ist eine weitere Schulter des Photoschalters bei A = 365 nm zu beobach-
ten. Weitere Absorptionen konnten fiir die Probe ohne Belichtung nicht beobachtet werden.
Nach Anregung mit Aexc = 300 nm kann eine neue Bande beobachtet werden, welche im Be-
reich von A = 390 - 500 nm absorbiert und bei Amax = 450 nm ein Maximum erreicht. Nach wei-
terer Anregung gewinnt diese Bande weiter an Intensitat, wahrend die Absorptionen fir
A =365 nm und A =310 nm geringer werden. Fir diese Veranderung ist ein isosbestischer
Punkt bei A =387 nm zu sehen, woraus folgt, dass die beobachtete Reaktion ohne UV/Vis-
aktive Nebenproduktbildung und ohne Intermediate verlauft. Nach insgesamt 30-mindtiger
Belichtung andert sich das Absorptionsverhalten nicht mehr. Die neue Absorptionsbande zwi-
schen A =390 - 500 nm wird als Absorption des interkalierten Spiropyrans in der Merocyanin-
Form interpretiert. Das neue Absorptionsmaximum Amax = 450 nm ist deutlich hypsochrom ge-
genliber den literaturbekannten Absorptionen des Spiropyrans mit Amax = 597 nm in Aceto-
nitril verschoben.!'3! Dies wird als Interaktion mit der DNA interpretiert und kénnte durch die
Wechselwirkung mit der nm-Stapelung bergriindet werden. Das ware ein Indikator fiir eine er-
folgreiche Interkalation und dafiir, dass die offene Merocyanin-Form durch die Interaktion mit

dem Basenstapel stabilisiert wird.
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Im Anschluss daran wurde die Zyklisierung der gebildeten Merocaynin-Form zur Spiro-Form
durch Belichtung untersucht. Zunachst sollte getestet werden, wie stabil die Interkalation
gegenitber Umgebungslicht und Raumtemperatur ist. Die Probe wurde Tageslicht ausgesetzt
und anschlieRend vermessen, wobei keine Anderung des Absorptionverhaltens beobachtet
wurde. Dies spricht fiir einen stabilen Zustand, der durch die Belichtung mit Aexc = 300 nm er-
reicht wurde. Infolgedessen sollte die Zyklisierung durch Anregung mit einer LED forciert
werden. Daflr wurde Licht einer Wellenlange verwendet, die dem fiir das Merocyanin be-
stimmten Absorptionsmaximum bei A = 450 nm entspricht und zur Zyklisierung fiihren sollte.
Nach 15-minditiger Belichtung konnte, wie auch fiir das Tageslicht, keine Anderung der Ab-
sorption festgestellt werden. Daran anschliefend wurde 42 mit der Absorptionswellenldange
des freien Merocyanins aus der Literatur bestrahlt, auch hier kam es zu keiner Anderung des
Absorptionsverhaltens. Die Ergebnisse des Zyklisierungsversuchs von Spiropyran 42 in Anwe-

senheit von ds-Un sind in Abbildung 74 zusammengefasst.

0.5 —— 0min
< 35 min, 300 nm
30 min, Umgebungslicht
= 15 min, 448 nm
= 15 min, 590 nm

Absorption A

0.0 T T T |
300 400 500 600
Wellenlange A [nm]

Abbildung 74 Absorptionsspektren von ds-Un mit 42 fiir Schaltversuche. Die Probe (schwarz)
wurde nach einer Bestrahlung bei 300 nm Gber 35 min (rot) nacheinander verschiedenen Wel-
lenlangen ausgesetzt. Bedingungen: 50 uM Duplex, 50 uM Spiropyran, 24 mM NaCl.

In Abbildung 74 wurde zu Vergleichszwecken das Absorptionsspektrum der Probe nach 0 min
Anregung, in schwarz, und nach 35-mindtiger Bestrahlung mit Aexc = 300 nm, bei dem sich die
Probe im photostationdren Zustand befand, in rot eingezeichnet. Es ist deutlich zu erkennen,
dass keine Veranderung in der Absorption durch die Belichtung mit Umgebungslicht, mit

Aexc = 448 nm oder mit Aexc = 590 nm bewirkt werden konnte. Dies kann zwei Griinde haben.
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Zum einen kdnnte das Interkalationsprodukt stark stabilisiert vorliegen, zum anderen kénnte
sich das Spiropyran durch die langere Belichtung irreversibel verandert haben. Gegen die
zweite These spricht das Absorptionsspektrum des Photoschalters nach 15 min Belichtung mit
Aexc = 300 nm in Abwesenheit der DNA. Fiir diese Messung trat keine Anderung der Absorption
ein, wie in Abbildung 74 gesehen werden kann. Eine weitere Maoglichkeit ist, dass das Schalt-
verhalten bei Interkalation durch ein GC-Paar unterdriickt wird, indem das angeregte
Merocyanin einen Energietransfer auf ein benachbartes GC-Paar durchfiihrt.[*2l Um festzustel-
len, ob dies der Fall ist, mlissten andere Sequenzen fiir die Interkalation und eine kovalente

Ankniupfung verwendet werden.

In diesem Kapitel wurde das Spiropyran 5 mit Azid-Funktion erfolgreich synthetisiert und in
CuAAC-Reaktionen eingesetzt. Das Azid konnte nach der Reaktion fast vollstandig reisoliert
werden. Die Differenz in der Stoffmenge entsprach hier annidhernd den Aquivalenten an Kup-
fer-Katalysator, was zu der These flihrte, dass das Spiropyran moglicherweise das Kupfer kom-
plexiert und dariber der Katalyse entzieht. Aus diesen Griinden wurde ein kationisches Tri-
methylammonium-Derivat 42 des Spiropyrans synthetisiert und in Interkalationsexperimen-
ten eingesetzt, welche entsprechend der Publikation von Andersson et al. durchgefihrt wur-
den.['#? Djese beobachtete deutliche Blauverschiebung der Absorptionsbande fiir die Mero-
canin-Form stellt einen Hinweise fiir eine mogliche Interkalation dar. Nachdem der photosta-
tionadre Zustand fiir das System mit mit Aexc = 300 nm nach 30 min erreicht wurde, konnte das
Spiropyran jedoch nicht mehr in seine geschlossene Spiro-Form per Belichtung mit Umge-
bungslicht, Aexc =448 oder 590 nm U(berflihrt werden. Die Interkalation stabilisiert die
Merocyanin-Form wahrscheinlich derart, dass die Zykliersierung nicht mehr ablauft. In den
CD-Spektren wurden Hinweise auf die Merocyanin-Form und deren wahrscheinliche Aggre-
gatbildung gefunden. Die genaue Anordnung des gedffneten Photoschalters an oder in die

Helix konnte nicht abschlieRend geklart werden.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertation wurden Leitfahigkeitsmessungen an modifizierter DNA mittels

STM MCBJ Methode spektroskopisch untersucht.

Es wurden zwei polykationische Porphyrine in den Literaturausbeuten erfolgreich syntheti-
siert und als eine kovalent Modifikation 1 sowie als nicht-gebundene Modifikation 35 verwen-
det. Des Weiteren wurde fir die kovalente Anbindung Click-C 2, ein Cytidinderivat, syntheti-
siert und erfolgreich in die Zielsequenz durch Festphasensynthese eingebracht. Die kovalente
Anknupfung an einen Einzelstrang wurde per CuAAC durchgefiihrt. Das Reaktionsprodukt
konnte nicht in ausreichender Reinheit isoliert werden, weshalb dieses Oligonukleotid nicht
fiir die STM MCBJ Messung geeignet war. Daher wurde fiir die STM Messungen das tetrame-
thylierte Porphyrin 35 mit Gold(lll), Kupfer(ll) und ohne Metallion eingesetzt. Das Ergebnis
dieser Versuche sind Hinweise auf die Erhohung der Leitfahigkeit durch die interkalierten
Porphyrine unabhangig des Metallions. Die beobachetete Verbesserung wird hauptsachlich
durch das t-System des Porphyrins bewirkt. Die graphische Zusammenfassung ist in Abbildung
75 zu sehen. In Zukunft kdnnten die polykationischen Porphyrine als Interkalationsprobe ohne
kovalente Anbindung unter verbesserten Messeinstellungen in einer vollstandigen Studie un-
tersucht weren. Interessant ware hierfiir ein Metall, welches nachweislich in verschiedenen

Oxidationstufen im Porphyrin vorliegen kann, unter Potentialkontrolle zu betrachten.

G

Abbildung 75 Schematische Darstellung der DNA-Leitfahigkeiten in Abhangigkeit von polyka-

tionischen Porphyrinen.
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Die HC-Modifikation 3 wurde ebenfalls in den Literaturausbeuten synthetisiert und erfolgreich
in DNA inkorporiert. Spektroskopische Untersuchunge in Form der Schmelztemperaturmes-
sung zeigten, dass die mehrfach modifizierten Duplexe starker durch die Hydroxychionolin-
Basenpaare destabilisiert wurden, als in der Literatur angenommen wurde. In den STM MCBJ
Messungen wurde zunachst die mit Thiol-Linker ausgestattete DNA ohne HC-Modifikation ge-
messen. Dabei wurde festgestellt, dass nicht inkorporierte Cu?*-lonen zwar die Stabilitat der
Helix erhoht, aber die Leitfahigkeit nicht beeinflusst. Dies stimmt ebenfalls mit den Schmelz-
temperaturmessungsergebnissen lGberein. Die Vermessung von DNA mit Linker und HC-Modi-
fikation ohne Kupfer lies keine Interpretation eines moglichen Leitfahigkeitsbereichs zu. Die
Messungen unter Kupfereinfluss deuten daraufhin, dass mit jedem inkorporierten Basensur-
rogatpaar, das ein Cu?*-lon komplexiert, die Gesamtleitfahigkeit des Duplex um ungefihr eine
halbe GréRBenordnung erhoht wird. Im Fall der zweifach modifizierten DNA wurde die abge-
schatzte Leitfahigkeit der Linker erreicht. Im Gegensatz dazu steht die Messung des Doppel-
strangs mit drei Basensurrogatpaaren, da hier ein Leitfahigkeitsbereich gemessen wurde, wel-
cher auf nur ein komplexiertes Cu?*-lon hinweist. Dies konnte in der Schmelztemperaturmes-
sung und dem Titrationsexperiment bestéatigt werden. Um die Glaubwiirdigkeit der erarbeite-
ten Messergebnisse zu stiitzen, ware ein statistisches Kriterium, wie das Wurzel-n-Gesetz so-
wie DFT-Berechnungen notwendig. Zusatzlich ware ein Metall mit veranderlichen Oxidations-

stufe flr potentialabhdngige Messungen von Interesse.

G

Abbildung 76 Schematische Darstellung der DNA-Leitfahigkeiten in Abhangigkeit von HC-Mo-

difikationen und komplexierten Cu?*lonen.
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Fiir die Optimierung der Linker wurden verschiedene Langen, Ankergruppen und Anknp-
fungspunkte an die DNA untersucht. Eine Verkiirzung der Linker fihrte neben der erwarteten
Verringerung des Widerstands zu einer verbesserten Messbarkeiten in den STM MCBJ Mes-
sungen. Als weitere Ankergruppe wurden Nukleobasen verwendet. In diesem Experiment
wurden Thiol-Linker in nur einer Orientierung und zur andern Seite das n-System einer Nukle-
obase verwendet. Die Resultate wiesen scharfe Messsignale auf, aber das Konzept zeichnet
sich durch eine geringe Definiton des leitenden Kontaktes aus. Zuletzt wurde erfolgreich eine
Base mit einem Thiol modifiziert und der Abstand zwischen Base und Thiol auf ein Propargyl-
rest reduziert. Diese modifizierte Base 4 wurde als Uberhang in der Zielsequenz verwendet
und der entsprechende Duplex konnte erfolgreich im STM gemessen werden. Dabei konnte
die Leitfahigkeit im Vergleich zum kirzeren verwendeten Thiol-Linker bei gleichzeitiger Ver-
besserung der Signalscharfe erreicht werden. Im Vergleich dazu kénnte in einem weiteren Ex-
periment die Modifikation basengepaart mit Adenosin gemessen werden, um Flexibilitat ein-

zuschranken.

Zuletzt wurde die Interaktion zwischen einem Photoschalter und der DNA untersucht. Dazu
ist ein Spiropyran 5 mit Azid-Funktion synthetisiert und in CUAAC-Reaktionen eingesetzt wor-
den. Die Anknlipfung Gber die CUAAC Reaktion verlief nicht erfolgreich und es konnte das Spi-
ropyran fast vollstandig reisoliert werden. Daher wurde von einer kovalenten auf eine koordi-
native Strategie gewechselt und das Spiropyran mit einem quartdren Amin (42) statt eines
Azids synthetisiert. In den daraufolgenden Absorptions- und CD-Messungen war zu beobach-
ten, dass der Photoschalter 42 kaum in der gedffneten Form unter den Messbedingungen vor-
zufinden war. In Messungen mit DNA jedoch wurde die offene Form entsprechend stabilisiert
und konnte zeitaufgel6st mit Belichtung mit Aexe = 300 nm in ein photostationares Gleichge-
wicht gebracht werden. In diesem Projekt bleiben einige Fragen offen, die meisten kénnten
durch eine kovalente Anbindung des Photoschalters beantwortet werden. Hierzu kbnnte wei-
terhin das kommerzielle Click-U verwendet und in einer Thiol-In-clickartigen Reaktion an den
Einzelstrang geknlipft werden. Der Vorteil dieser Reaktion sind die kurze Reaktionszeiten und
keinerlei Zusatz von weiteren Chemikalien und die daher einfache Aufreinigung. Durch den

kovalenten Einbau konnte die Basensequenz so definiert werden, dass kein Energietransfer
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auf ein GC-Paare maoglich ist. Der Linker sollte etwas ldanger als der in dieser Arbeit haufig ver-
wendete n-Propan-Linker sein, damit das Spiropyran in der Zykloreversion keine sterische Hin-
derung erfahrt. Mit der kovalent modifizierten DNA kénnten dann Messungen mit indirekter
Lichtnutzung durchgefiihrt werden. Wahrend der Messungen wird aufgrund der stabilen Zu-
stdande des Spiropyrans keine Lichtquelle bendtigt, zusatzlich kénnte zwischen den STM Mes-

sungen zwischen Spiro- und Merocyanin-Form geschaltet werden.
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5. Experimenteller Teil

5.1. Verwendete Chemikalien und Gerate

5.1.1. Analytik

Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die kernresonanzspektroskopischen Messungen wurden mit einem Avance 500 der Firma
BRUKER bei Raumtemperatur aufgenommen. Zur Aufnahme der Spektren wurden folgende

Messfrequenzen verwendet:

o IH: 500.13 MHz
e 13C:  125.77 MHz
e 31p: 202.45 MHz

Routinemessungen wurden an einem BRUKER Avance 300 (300.17 MHz) durchgefiihrt. Die zu
messenden Substanzen wurden in etwa 0.5 mL deuteriertem Losungsmittel der Firma EURISO-
TOP in Messrohrchen mit einem AuBendurchmesser von 5 mm geldst. Die Charakterisierung
der Verbindungen erfolgte anhand der chemischen Verschiebungen & und wurde in parts per
million (ppm) angegeben. Als Referenz wurde das Signal des nicht vollstandig deuterierten

Losungsmittels verwendet, wobei im Rahmen dieser Arbeit die Folgenden verwendet wurden:

e CDCls: H: §=7.26 ppm 13C: §=77.16 ppm
e [dis]-MeOH:  !H: §=3.31ppm 13C: 5=49.00 ppm
e [d¢]-DMSO: H: §=2.50 ppm 13C: §=39.52 ppm
e [dg]-ACN: H: §=1.93 ppm 3C: §=118.69 und 1.39 ppm
e CD.Cl, H: §=5.32 ppm 13C: 5=54.00 ppm

Die Signale wurden nach ihrer Aufspaltung charakterisiert, wobei die ermittelten Kopplungs-

konstanten als J in Hz angegeben wurden. Die Multiplizititen wurden wie folgt abgekiirzt:
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s = Singulett, brs = breites Singulett, d =Dublett, dd = Dublett vom Dublett, t = Triplett,

g = Quartett, qd = Quartett vom Dublett, m = Multiplett.
Massenspektrometrie (MS)

Die massenspektrometrischen Messungen wurden durch die analytische Abteilung des Insti-
tuts flr Organische Chemie des KIT. Zur lonisierung wurden die folgenden Methoden und Ge-

rate verwendet.

e MALDI-TOF: BRUKER Biflex S/N BT-2724
SHIMADZU AXIMA Confidence

e ESI-MS: THERMO FISCHER SCIENTIFIC Q Exactive Orbitrap
Fir die Messungen am MALDI-TOF wurden die folgenden Matrizen verwendet:

e 2,4,6-Trihydroxyacetophenon (THAP): 0.3 M in Ethanol

e 6-Aza-2-thiothymin (ATT): gesattigte Losung in Acetonitril

e Hydroxypicolinsaure (HPA): 9:1 Mischung aus HPA (gesattigte Losung in
ACN:H;0) und Dihydrogencitrat (gesattigte Lo-

sung in H,0)

Die Molekulfragmente wurden entsprechend ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis m/z und die
Intensitdten jeweils in Prozent relativ zum Basispeak (100 %) angegeben. Die Signale wurden
im Masse/Ladungsverhéltnis (m/z) angegeben und das Molekiilion als [M+], beziehungsweise

die protonierte Form als [MH+] dargestellt.

Infrarotspektroskopie (IR)

Die infrarotspektroskopischen Messungen wurden durch die analytische Abteilung des Insti-
tuts fur Organische Chemie am KIT mittels eines BRUKER Alpha aufgenommen. Zur Messung
wurde die ATR-Methode verwendet. Die Intensitdt der Signale wurde wie folgt eingeteilt:
vs = sehr stark 0 — 10 % Transmission, s = stark 10 — 30 % Transmission, m = mittel 30— 70 %
Transmission, w = schwach 70 — 90 % Transmission, vw = sehr schwach 90 — 100 % Transmis-

sion.
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5.1.2. Reagenzien und Praparatives Arbeiten

Die verwendeten Losungsmittel wurden kommerziell von den Firmen ACROS ORGANICS,
SIGMA ALDRICH und THERMO FISHER in der Qualitatsstufe p.a. (pro analysi) bezogen und
ohne weitere Reinigung verwendet. Absolutierte Losungsmittel wurden unter Argon aufbe-
wahrt und gehandhabt. Technische Losungsmittel flir sdulenchromatographische Reinigungen
wurden vor Gebrauch bei 50 °C und folgenden Driicken vordestilliert: n-Hexan (p = 300 mbar),
Ethylacetat (p = 250 mbar), Dichlormethan und Diethylether (p = 750 mbar). Fir HPLC-Tren-
nungen wurden Losungsmittel der Firma MEerck (LiChrosolv) und Wasser verwendet, welches

zuvor in einer MERCK Millipore-Q8-Anlage gereinigt und entionisiert wurde.

Die zur Synthese verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen ABCR, ACROS ORGANICS,
ALFA AESAR, MERCK, SIGMA ALDRICH, TCl und VWR bezogen. Die Qualitatsstufe war dabei
mindestens ,,zur Synthese”. Bei Bedarf wurden die Chemikalien unter Argon-Atmosphare und
niedrigen Temperaturen gelagert. DNA-Strange wurden von der Firma METABION in HPLC-
aufgereinigten und lyophilisierten Zustand bezogen. Sie wurden in entionisiertem Wasser ge-
[6st und ihre Konzentration (iber die Absorption bei A = 260 nm bestimmt. Beide Alkanthiol-

Linker wurden beide von GLEN RESEARCH erhalten.

Durchfiihrung der Synthesen

Fiir die Durchfiihrung wasser- und luftempfindlicher Reaktionen wurden Schleck-Reaktions-
gefalle zusammen mit einem Rihrfisch durch ein Gummiseptum verschlossen, unter Hochva-
kuum mehrfach mit einer Heil3luftpistole ausgeheizt und zwischendurch mehrfach mit Argon
(Argon 4.0 der Firma AIR LIQUIDE) geflutet. Sowohl absolute Lésungsmittel, als auch luft- bzw.
wasserempfindliche Reagenzien wurden entsprechend der Standard-Schlenk-Technik ge-

handhabt.

Zum Uberfiihren und Dosieren von Fliissigkeiten wurden Kunststoffspritzen mit Teflon-Kani-

len, oder Einkanalpipetten der Firma EPPENDORF oder GILSON verwendet. Feststoffe wurden in
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pulverisierter Form eingesetzt und mittels Wagepapier tberfihrt. Zum Destillieren und Ent-
fernen von Losungsmitteln wurden Rotationsverdampfer der Firma BUcHI und HEIDOLPH ver-
wendet. Der Vorgang wurde bei verringertem Druck und einer Wasserbadtemperatur von

40 °C durchgefiihrt.

Reaktionskontrolle

Der Reaktionsfortschritt wurde mittels Diinnschichtchromatographie (DC) kontrolliert. Die
hierzu verwendeten Aluminiumfolien der Firma MERCK waren mit Kieselgel beschichtet (Kie-
selgel 60, F 254, Schichtdicke 0.25 mm). Zur Detektion der Substanzen wurden UV-Lampen
mit einer Anregungswellenlange von Aexc = 254 nm (Fluoreszenzldschung) und Aexc = 366 nm
(Fluoreszenzanregung) verwendet. Des Weiteren wurden folgende Reagenzldsungen zum An-

farben genutzt:

e 5 %ige Schwefelsaure in EtOH
e  KMnOs-Losung: 2.5 g K»CO3, 1.0 g KMnOg, 0.1 g NaOH, 100 mL H,0

Die anzufarbende Aluminiumplatte wurde in die Losung eingetaucht und durch Erwarmen

mittels HeilRluft entwickelt.

Produktreinigung

Die synthetisierten Produkte wurden mittels Flash-Chromatographie gereinigt. Als stationare
Phase wurde hierbei Kieselgel 60 (KorngroRe 40-63 pum) der Firma SIGMA ALDRICH verwendet,
die Glassdulen mit Fritte nass gepackt und mit Quarzsand (gegliiht, mit HCl gereinigt, RIEDEL
DE HAEN) bedeckt. Zum Auftragen wurde eine Portion Kieselgel mit dem Rohprodukt be-
schichtet (dry laod) oder dieses in geloster Form auf die feste Phase gegeben. Die Zusammen-
setzung der mobilen Phase wurde mit zuvor destillierten Losungsmitteln volumetrisch ange-
fertigt. Es wurde mit einem leichten Uberdruck von 0.2-0.3 bar eluiert, welcher mit einer

Handpumpe erzeugt wurde.
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Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Fir die Trennungen der synthetisierten Oligonukleotide mittels Umkehrphase wurde ein
THERMO FISHER HPLC-System Ultimate 30000. Die praparativen Trennungen wurden mit ei-

ner Supercosil LC-C18-Sdule (25 cm x 10.0 mm ID, 5 um, Supelco) durchgefiihrt.

Als Laufmittel wurde fiir die synthetisierten Oligonukleotide wurden mit 50 mM Ammoniu-
macetat-Puffer (Komponente A, pH 6.5) und ACN (Komponente B) (von 0 % bis 20 % B in
20 min) getrennt. Hierzu wurde eine FluBgeschwindigkeit von 2.5 mL/min angewandt. Die De-
tektion der und DNA-Strange erfolgte bei einer Wellenlange von Aexc = 260 nm und der cha-

rakteristischen Absorption der jeweiligen Modifikationen.

Sublimationstrocknung

Wassrige Losungen der Oligonukleotide wurde mithilfe einer Gefriertrockungsanlage Alpha 1-
2 LD oder eines Rotationskonzentrators Alpha 1-2 der Firma MARTIN CHRIST gefriergetrock-
net. Reaktionsprodukte wurden zum Lyophilisieren in absolutem Benzol der Firma THERMO

FISHER aufgenommen, in fliissigem Stickstoff ausgefroren und am Hochvakuum getrocknet.

Optische Spektroskopie

Die Messungen wurden, soweit nicht anders angegeben, in Quarzglaskivetten der Firma

Starna mit einer Schichtdicke von 1 cm bei einer Temperatur von 20 °C durchgefiihrt.

Pufferzusammensetzung

Fiir alle spektroskopischen Untersuchungen wurde 10 mM PBS eingesetzt mit der Zusammen-

setung: 137 mM NaCl, 10 mM NazHPO4, 2 mM NaH;PO4, pH = 7.4.
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UV/Vis-Spektroskopie

UV/Vis-Spektren wurden an einem Cary 100 Bio der Firma Varian mit einem temperierbaren
Kivettenhalter aufgenommen. Die Spektren wurden gegen das verwendete Losungsmittel ba-
sislinienkorrigiert. Es wurden folgende Parameter verwendet: SBW: 2.0 nm, Durchschnittszeit

0.1 s, Datenintervall 1.0, Lampenwechsel 350 nm.

Schmelztemperaturmessungen

Die Schmelzpunkte der Oligonukleotide wurden an einem Cary 100 Bio der Firma Varian
durchgeflihrt. Dabei wurde die Absorptionsanderung bei A = 260 nm in einem Temperaturbe-
reich von 10 °C bis 90 °C verfolgt. Bei 10 °C bzw. 90 °C wurde die Temperatur fir jeweils 10
Minuten konstant gehalten. Die Heiz-/Kihlrate betrug 0.5 °C/min und die Messdaten wurden

ebenfalls mit dieser Rate aufgenommen.

Circulardichroismus (CD)

Gemessen wurde an einem JASCO J-810 Spectropolarimeter mit einem Peltier-Element PTC-
423S und einem AC 200 Thermostat von THERMO SCIENTIFIC. Dazu wurde die Software
SpectraManager mit konstanten Einstellungen (Scanning speed: 100 nm/min, Accumulations:
4, D.L.T.: 4 s, Band width: 1,00 nm) verwendet. Um die Bildung von Ozon zu verhindern, wurde

die Probenkammer mit N2-Gas konstant gesplilt.

Konzentrationsbestimmung Oligonukleotidstrange

Die Konzentration der Triphosphat-Stammldsungen wurde durch Absorptionsmessungen mit
einem ND-1000 Spektrophotometer der Firma NANODROP im Nukleinsduremodus mit einer
Anregungswellenldnge von Aex =260 nm bestimmt. Die Messungen wurden mit je 1 uL
Stammldsung durchgefiihrt und die Konzentrationen mittels Lambert-Beerschem Gesetz be-
rechnet. Der molare Extinktionskoeffizient fir unmodifizierte Nukleinsduren setzt sich dabei

wie folgt zusammen:
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€260 = (Ax€260(A) + T*e260(T) + G*£260(G) + C*£260(C) + X*e260(X))* 0.9

A: Anzahl der Adeninbasen €260(A) = 15.4 mMtcm™
T: Anzahl der Thymidinbasen €260(T) = 8.80 mMcm?
G: Anzahl der Guaninbasen €260(G) =11.7 mM1cm?
C: Anzahl der Cytosinbasen €260(C) = 7.30 mMtcm?
X: Anzahl der Modifikationen £260(Click-U) = 11.01 mMcm?

€260(Click-C) = 7.30 mMcm

£260(HC-Modifikation) = 1.50 mM-1cm™?

Mit dem Faktor 0.9 wird die Hypochromizitat bericksichtigt, die durch den Aufbau des DNA-

Basenstapels auftritt.
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5.2. Synthesevorschriften und Analytik

5.2.1.1. Synthese des Gold(lll)-5-(3-Azidopropyl)-10,15,20-trimethyl-
5,10,15,20-tetra(4-pyridyl)porphyrin (1)

Chemical Formula: CgH3gAuN 444
Exact Mass: 942,30

5,10,15,20-Tetra(4-pyridyl)porphyrin (8) wurde analog zu einer von Lu et al. veréffentlichten
Synthesevorschrift dargestellt.[?2! Die mehrfache Methylierung zu erfolgte unter den Litera-
turbedingungen von Schneider et al..[*??) Die Umsetzung zum vierfachalkyliertem Porphyrin
und der lod-Azid-Austausch zur Verbindung 11 erfolgte nach einer Veroffentlichung von Wa-
genknecht et al..['?% Die Metallierung mit Gold (lIl) orientiert sich an einer Veroffentlichung

von Harriman et al..[119!

Die spektroskopischen Daten stimmten mit der Literatur tiberein. [119,146,147]
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5.2.1.2. Synthese der metallierten 5,10,15,20-trimethyl-5,10,15,20-tetra(4-py-
ridyl)porphyrine (35-Au und 35-Cu)

®N

/ ®\

M = Au* M = Cu®*
Chemical Formula: Chemical Formula:
CasHasAUNg** CysH36CuNg*

Exact Mass: 873,27 Exact Mass: 739,23

Als Startmaterial fiir die Metallierung wurde das Uberreaktionsprodukt der Synthese des drei-
fachmethylierten Porphyrin 9 verwendet. Die Synthese fiir 35-Au orientierte sich an einer Ver-
offentlichung von Harriman et al..['*°! Die Darstellung fiir 35-Cu erfolgte nach Literaturbedin-

gungen.[146]

Die spektroskopischen Daten stimmten mit der Literatur Giberein.[119:146,147]
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5.2.2. Synthese des Click-C (2)

DMTO

_—
Ne”>Op0 o_Z
|
YNW/
Chemical Formula: C4g9H54N509P
Exact Mass: 887,37

Die Synthese des Click-C-Bausteins orientiert sich an der Veréffentlichung von Sproat et al.,

wobei hier von dem N*-Benzoylcytidin ausgegangen wurde.

Die spektroskopischen Daten stimmten mit der Literatur tiberein.[23!
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5.2.3. Synthese des 8-Hydroxychinolin-Basensurrogates (3)

I
YNW/

Chemical Formula: C49HsgN30gP
Exact Mass: 847,40

Die Darstellung des Glykals 18 erfolgte in zwei Stufen ausgehend von Thymin.[?? Die lodierung
zum 8-Hydroxy-7-iodochinolin wurde nach Literaturbedingungen durchgefiihrt.[126] Die wei-

tere Synthese des 8-Hydroxychinolin-Basensurrogates erfolgte nach der Veroffentlichung von

Wagenknecht et al..[33

Die spektroskopischen Daten stimmten mit der Literatur tiberein.33!
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5.2.4. Synthese des Uridin-Linkers (4)

Die Synthese des ULink 4 wurde analog zu der Vero6ffentlichung von Benner et al. durchge-

fihrt. 1138

3-Acetylthio-1-propin (28)

0]

P

Chemical Formula: CsHgOS
Exact Mass: 114,0139
Unter Argonatmosphare wird eine Loésung aus 4.33 g Triphenylphosphan (16.5 mmol, 1.50 eq)
in 40 mL trockenem THF auf 0 °C geklhlt und tropfenweise 3.25 mL Azodicarbonsaurediisop-
ropylester (3.34 g, 16.5 mmol, 1.50 eq) tGber 20 min hinzugegeben. Nach 30 min Riihren bei
0 °C wird eine Losung bestehend aus 1.18 mL Thioessigsdure (1.26 g, 16.5 mmol, 1.50 eq),
0.640 mL Propargylalkohol (616 mg, 11.0 mmol, 1.00 eq) und 20 mL trockenem THF Uber
15 min bei 0 °C zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird liber Nacht weitergeriihrt, wobei es
sich auf Raumtemperatur erwdarmte. Die Reaktion wurde mit 2 mL MeOH gestoppt und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt. Nach sdulen-
chromatografischer Aufreinigung (SiO;, n-Pentan:DEE 0->5%) wurde das Produkt 28 (1.17 g,

10.2 mmol, 93 % d. Th.) als gelbes, unangenehmriechendes Ol erhalten.

Die spektroskopischen Daten stimmten mit der Literatur iiberein.[38]
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Das TBDMS-geschiitzte 5-lod-2‘-desoxyuridin wurde ahnlich zu der im Arbeitskreis etablierten

Methode geschiitzt, die aus der Literatur von Saito et al. entwickelt wurde.[148]

3‘-5‘-Bis-(tert-butyldimethylsilyl)-5-iod-2’desoxyuridin (30)

o]
I\fj\NH
N/go
\Si\’o o
\Si ©

Chemical Formula: CH3gIN,O5Sis
Exact Mass: 582,14
In einem Kolben wurden 2.00 g 5-lodo-2'-desoxyuridin (5.65 mmol, 1.00 eq.) und 1.54 g Imida-
zol (22.6 mmol, 4.00 eq) in 40 ml trockenem DMF gel6st. AnschlieBend wurden 2.13 g tert-
Butyldimethylsilylchlorid (14.1 mmol, 2.50 eq) zugegeben und die Rohmischung bei Raumtem-
peratur Gber Nacht geriihrt. Das Rohprodukt wurde mit DCM extrahiert, mit Wasser und ge-
sattigter NaCl-Losung gewaschen und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Nach einer sdulenchromatografischer Aufreinigung (SiO,, DCM) konnte das Produkt 30

(3.13 g, 5.38 mmol, 95 % d. Th.) als ein weiBer Feststoff erhalten werden.

Die spektroskopischen Daten stimmten mit der Literatur tiberein.[148!
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5-(3-Acetylthio-1-propynyl)-3‘-5‘-bis-(tert-butyldimethylsilyl)-2’desoxyuridin (31)

x
(0]
S \\
| NH
N/go
\ .0
Si
\ (0}
\
Si ©

Chemical Formula: CogHy4N,06SSip
Exact Mass: 568,25
In einem ausgeheitztem Kolben wird unter Argonatmosphare werden 1.63 g des geschiitzten
5-lod-Uridins 30 (2.80 mmol, 1.00 eq) in 70 mL trockenem DMF geldst. AnschlieBend wurde
in der folgenden Reihenfolge die Komponenten im Argongegenstrom hinzugefligt. Zuerst wer-
den 324 mg Tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) (0.280 mmol, 0.01 eq) und solange ge-
rirht bis alles gelOst ist, anschlieBend werden 775 uL TEA (566 mg, 5.60 mmol, 2.00 eq),
800 mg Alkins 28 (7.01 mmol, 2.50 eq) und 107 mg Kupfer(l)iodid (0.560 mmol, 0.02 eq) hin-
zugegeben und der Kolben vor Licht geschiitzt. Nach 14 h Riihren bei Raumtemperatur werden
weiter 234 mg Palladium(0)-Katalysator (0.202 mmol) und 107 mg Kupfer(l)iodid
(0.560 mmol) hinzugegeben und weitere 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen
des Losungsmittels in vacuo und Aufziehen auf 6 g SiO; wurde das Rohprodukt per saulen-
chromatografischer Aufreinigung (SiO2, n-Hexan:EE 3:1, Rf = 0.20) aufgereinigt. 31 (776 mg,

1.37 mmol, 49 % d. Th.) konnte als gelblicher Schaum isoliert werden.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & (ppm) = 8.27 (s, 1 H), 7.97 (s, 1H), 6.27 (dd, J = 7.6, 5.8 Hz, 1H),
4.42 - 436 (m, 1H), 3.99 — 3.95 (m, 1H), 3.93 — 3.85 (m, 3 H), 3.76 (dd, J = 11.4, 2.2 Hz, 1H),
2.36 —2.25 (m, 2H), 2.01 (ddd, J = 13.3, 7.7, 5.9 Hz, 1H), 0.93 (s, 9H), 0.89 (s, 9H), 0.14 (d, J =
3.2 Hz, 6H), 0.08 (d, J = 2.3 Hz, 6H).
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5-(3-Acetylthio-1-propynyl)-2’-desoxyuridin (32)

(@]
A 9
| NH
N/go
HO
@
OH

Chemical Formula: C44H1gN2>OgS
Exact Mass: 340,07

Unter Argonatmosphare wurden 770 mg 31 (1.35 mmol, 1.00 eq) in THF vorgelegt. Anschlie-
Rend wurden 5.50 mL einer frisch zubereiteten 1 M TBAF-THF Losung (1.50 g, 5.40 mmol) hin-
zugegeben und 40 min bei Raumtemperatur geriihrt. Das Rohprodukt wurde auf 3 g SiO; ge-
zogen fir die anschlieRende sdulenchromatografischer Aufreinigung (SiO;, DCM:MeOH
0->10%, Rf = 0.20 mit DCM:MeOH 9:1) vorbereitet. Die Verbindung 32 (266 mg, 782 umol,

58 % d. Th.) konnte als weilRer Schaum isoliert werden.

Die spektroskopischen Daten stimmten mit der Literatur iberein.[138]
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5-(propynyl)-2’-desoxyuridin-tert-butyldisulfid (33)

HO

OH

Chemical Formula: C1gH,N,05S,
Exact Mass: 386,10

Unter Argonatmosphare wurden 146 mg 32 (429 umol, 1.00 eq) in 10 mL trockenem MeOH
gelost und gleichzeitig mit 15,4 mg Lithiumhydroxid (644 umol, 1.50 eq) und 165 mg Di-tert-
butyl-1-(tert-butylthio)-1,2-hydrazindicarboxylat (515 pmol, 1.20 eq) versetzt. Das Reaktions-
gemisch wurde flir 90 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittel
wurde per sdulenchromatografischer Aufreinigung (Si0O2, DCM:MeOH 95:5, Rt = 0.20) aufge-
reinigt. Das Produkt 33 (85 mg, 219 umol, 54 % d. Th.) wurde als gelblicher Schaum isoliert.

Die spektroskopischen Daten stimmten mit der Literatur iberein.[138]
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5’-0-(4,4’-Dimethoxytrityl)-5-(propynyl)-2’-desoxyuridin-tert-butyldisulfid (34)

S
(@]
X
| NH
N/gO
DMTO
(0]
OH

Chemical Formula: Ca7HgN0;S,
Exact Mass: 688,23

244 mg lyophylisiertes 33 (632 umol, 1.00 eq) wurde in 2.50 mL trockenem Pyridin geldst und
auf 0 °C gekiihlt. 19,3 mg 4-(Dimethylamino)-pyridin (158 umol, 0.250 eq), 321 mg 4,4‘-Dime-
thoxytriphenylmethylchlorid (948 umol, 1.50 eq) und 95 pL TEA (130 mg, 1.26 mmol, 2.00 eq)
werden hinzugegeben. Die Kiihlung wird nach 10 min entfernt und das Gemisch fiir Gber Nacht
bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels wird das Rohprodukt per
saulenchromatografischer Aufreinigung (SiO2, DCM:MeOH:TEA 98:2:1%, Rf = 0.70) aufgerei-
nigt. Das Produkt 34 (246 mg, 357 umol, 57 % d. Th.) wurde nach Lyophylisation als weil3er

Feststoff erhalten.

Die spektroskopischen Daten stimmten mit der Literatur tiberein.[38l
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3‘-0-(N,N-Diisopropyl-B-cyanoethylphosphoramidite)-5‘-0-(4,4‘-dimethoxytrityl)-
5-(propynyl)-2’-desoxyuridine-tert-butyl disulfide (4)

DMTO
o

O\P/O

N7/

Chemical Formula: C4gH57N4OgP S,
Exact Mass: 888,34

CN

Es wurden 140 mg lyophylisiertes 34 (203 umol, 1.00 eq) in 3.00 mL abs. DCM gel6st. Danach
wurden 200 pL DIPEA (145 mg, 1.12 mmol, 5.50 eq) und 48 pL PA-Cl (50.6 mg, 2.14 mmol,
1.05 eq) hinzugegeben und fir 3 h bei Rt geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde auf ungefahr
10 mL DCM verdiinnt und mit ges. NaHCOs-L6sung (1 x 15 mL) gewaschen. Nach der Trock-
nung lber Natriumsulfat wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und
das Produkt aus Benzol lyophylisiert. Das Produkt 4 (123 mg, 139 umol, 68 % d. Th.) wurde

nach Lyophylisation als weilRer Feststoff erhalten.

Die spektroskopischen Daten stimmten mit der Literatur iberein.[138]

116



5. Experimenteller Teil

5.2.5. Synthese der Photoschalter (5)

Die Synthese von Photoschalter 5 wurde analog zu den Literaturbedinungen einer Veroffent-
lichung von Minkin et al..[143]

5-Nitrosochinolin-6-ol (37)

Osy

\©\/j
=
N

Chemical Formula: CgHgN,0,
Exact Mass: 174,04

570 mg 6-Hydroxychinolin (3.93 mmol, 1.00 eq) werden in 5 mL H,O und 5 mL Essigsdure gel-
16st und auf 0 °C gekiihlt. Uber 30 min wird eine Lésung aus 300 mg Natriumnitrit (4.33 mmol,
1.10 eq) in 5 mL H;0 hinzugetropft. Das Reaktionsgemisch wird weitere 2 h bei Raumtempe-
ratur geriirht. Danach wird der ausgefallene Feststoff ablfiltriert und mit H,O nachgewaschen.
Nach Trocknung unter Hochvakuum wurde die Nitrosoverbindung 37 (621 mg, 3.57 mmol,

91 % d. Th.) wurde als gelber Feststoff erhalten.

1H-NMR (500 MHz, DMSO-de): & (ppm) = 14.57 (br, 1H), 9.05 (s, 1H), 8.68 (dd, J = 4.7, 1.6 Hz,
1H), 7.68 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 7.53 (dd, J = 8.2, 4.7 Hz, 1H), 6.65 (d, J = 10.1 Hz, 1H).
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1-(3-Brompropyl)-2,3,3-trimethyl-3H-indol-1-ium (39)

@fﬁ
N+ _

Br

Br

Chemical Formula: C14H9BroN
Exact Mass: 358,98

In einem ausgeheitztem Kolben unter Argonatmosphare wurden 10,0 mL 2,3,3-Trimehtylindol
(10,0 g, 62.0 mmol, 1.00 eq) in 30 mL Ethanol gelést und 19.0 mL 1,3-Dibrompropan (38.8 g,
188 mmol, 3.00 eq) hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 5 h bei 80 °C refluxiert.
Danach wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der violette Rickstand
wurde solange mit DEE:Aceton (1:1) und ACN gewaschen, bis der Riickstand nahezu weild war.
Das Indoliunium 39 (3.52 g, 9.81 mmol, 16 % d. Th.) konnte als weiRer Feststoff isoliert wer-

den.

Die spektroskopischen Daten stimmten mit der Literatur tiberein.[142]
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1-(3-Brompropyl)-3,3-dimethylspiro[indoline-2,3'-[1,4]oxazino[3,2-f]quinoline] (40)
=
Ng®
; o N

Br

Chemical Formula: Cy3H2,BrN3O
Exact Mass: 435,0946

760 mg Indolium 39 (2.00 mmol, 1.00 eq) und 350 mg Nitrosochinolin 37 (2.00 mmol, 1.00 eq)
werden in 18 mL HPLC-grade Toluol und 2 mL HPLC-grade 2-Propanol gel6st und auf 110 °C
erhitzt. Wahrend das Reaktionsgemisch erwarmt wurde, wurde 500 puL TEA (202 mg,
2.00 mmol, 1.00 eq) hinzugefiigt. Danach wurde das Reaktionsgemisch Gber Nacht bei 110 °C
refluxiert. Nach dem Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck wurde der
schwarze Riickstand sdaulenchromatographisch (SiO2, n-Hexan:EE 2:1, Rf = 0.50) aufgereinigt.

Das Spiropyran 40 (379 mg, 871 ummol, 11 % d. Th.) wurde als blaulicher Feststoff erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & (ppm) = 8.87 (dd, J = 8.5 Hz, 1H), 8.83 (dd, J = 4.2, 1.7 Hz, 1H),
7.94 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.47 (dd, J = 8.5, 4.2 Hz, 1H), 7.25 - 7.19 (m, 2H), 7.09 (dt,
J=5.7,2.9 Hz, 1H), 6.92 (td, J = 7.5, 0.7 Hz, 1H), 6.67 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 3.39 - 3.26 (m, 2H),
3.21-3.11 (m, 2H), 2.32 - 2.19 (m, 1H), 2.17 — 2.06 (m, 1H), 1.36 (s, 3H), 1.34 (s, 3H).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & (ppm) = 152.8 (CH), 149.8 (CH), 146.4 (Cy), 144.7 (Cq), 144.4 (Cy),
143.5 (Cq), 135.2 (C4), 131.2 (CH), 129.5 (CH), 128.0 (CH), 125 (Cq), 122.3 (CH), 121.8 (CH), 120.0
(CH), 119.5 (CH), 106.7 (CH), 99.1 (Cq), 53.1 (Cq), 51.9 (CHa), 42.9 (CH,), 31.1 (CHy), 25.2 (CHs),
20.4 (CHs).

HR-MS (ESI): m/z ber. fur C23H22BrNsO* [M+] = 435.0946; gef. = 436.1017.
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1-(3-Azidpropyl)-3,3-dimethylspiro[indolin-2,3'-[1,4]oxazino[3,2-f]chinolin] (5)

R

N3

Chemical Formula: Co3H,,NgO
Exact Mass: 398,19

155 mg Spiropyran 40 (355 umol, 1.00 eq) wurden unter Argonatmosphare in 7.50 mL trocke-
nem DMF gelds, 92.0 mg Natriumazid (1.42 mmol, 4.00 eq) versetzt und iber Nacht bei Raum-
temperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der
Riickstand saulenchromatografisch (SiO2, DCM, R¢= 0.60) augereinigt. Nach Lyophylisation aus
Benzol wurde das Produkt 5 (95 mg, 238 umol, 67 % d. Th.) als gelb- bis braunlicher Feststoff

erhalten.

1H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 8.86 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.83 (dd, J = 4.2, 1.5 Hz, 1H),
7.94 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.74 (s, 1H), 7.48 (dd, J = 8.5, 4.2 Hz, 1H), 7.29 - 7.13 (m, 2H), 7.10 (d,
J=7.2 Hz, 1H), 6.91 (dd, J = 15.6, 8.2 Hz, 1H), 6.64 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 3.39 - 3.33 (m, 2H),
3.33-3.23 (m, 2H), 2.04 — 1.94 (m, 1H), 1.90 — 1.80 (m, 1H), 1.36 (s, 3H), 1.34 (s, 3H).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 152.8 (CH), 149.8 (CH), 146.4 (C), 144.7 (Cy), 144.4
(Cq), 143.5 (Cy), 135.2 (Cq), 131.2 (CH), 129.5 (CH), 128.0 (CH), 125 (C4), 122.3 (CH), 121.8 (CH),
120.0 (CH), 119.5 (CH), 106.7 (CH), 99.1 (Cq), 52.1 (Cq), 48.2 (CH3), 41.1 (CHJ), 27.4 (CHa),
25.2 (CHs), 20.4 (CHs).

HR-MS (ESI): m/z ber. fur C23H22N6O* [M+] = 398.1855; gef. = 399.1924.
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1-(3-3-Triemthylammonium)-3,3-dimethylspiro[indolin-2,3'-[1,4]oxazino[3,2-f]chinolin] (42)

S

®/ ©
—N Br
/\

Chemical Formula: CogH31BrN4O
Exact Mass: 494.16

160 mg Spiropyran 40 (331 pmol, 1.00 eq) wurden unter Argonatmosphire in einem Uber-
schuss von 5.00 mL 4.2M Trimethylamin in Ethanol (33 %) gel6st und fiir 48 h bei Rt geriihrt.
Im Anschluss wurde das Losungsmittel entfernt und aus THF umkristallisiert. Das Produkt 42

(82 mg, 151 umol, 46 % d. Th.) als gelblicher Feststoff erhalten.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & (ppm) = 8.85 (dd, J = 8.5, 0.9 Hz, 1H), 8.83 (dd, J = 4.2, 1.6 Hz, 1H),
7.94 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.82 (s, 1H), 7.47 (dd, J = 8.5, 4.2 Hz, 1H), 7.23 (td, J = 7.7, 1.0 Hz, 1H),
7.19 (d,J = 9.1 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 6.90 (dd, J = 17.2, 9.9 Hz, 1H), 6.78 (d, J = 7.8 Hz,
1H), 3.78 (td, J = 12.6, 4.5 Hz, 1H), 3.58 (td, J = 12.5, 4.7 Hz, 2H), 3.48 (dt, J = 14.5, 7.2 Hz, 1H),
3.36-3.29 (m, 10 H), 2.18 (qd, J = 12.1, 7.0 Hz, 1H), 1.99 (qd, J = 12.4, 5.9 Hz, 1H), 1.35 (s, 3H),
1.32 (s, 3H).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & (ppm) = 152.8 (CH), 149.8 (CH), 146.4 (Cy), 144.7 (C), 144.4 (Cy),
143.5 (Cq), 135.2 (C4), 131.2 (CH), 129.5 (CH), 128.0 (CH), 125 (Cq), 122.3 (CH), 121.8 (CH), 120.0
(CH), 119.5 (CH), 106.7 (CH), 99.1 (Cy), 64,5 (CH>), 53.6 (3 CH3), 52.1 (Cqg), 41.1 (CH2), 27.4 (CHa),
25.2 (CHs), 20.4 (CH3).

HR-MS (ESI): m/z ber. fuir C26H31N4O* [M+] = 415.2492; gef. = 415.2491.
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5.3. Festphasensynthese und Sequenzen der Oligonukleotide

Kupplungsprotokolle

Die Festphasensynthese der modifizierten Einzelstrange erfolgte an einem H-6 Syntheseauto-
maten der Firma K&A-Laborgerate. Die kommerziell erhaltenen natlrlichen Basen C, G, A und
T wurden als Phosphoramidite in Acetonitril gelost und in einer 0,067 M Losung zur Synthese
verwendet. Die synthetisierten Phosphoramidit der Modifikationen wurde in wasserfreiem
Acetonitril gelost und in einer 0,1 M Losung zu Festphasensynthese genutzt. Als Tragermate-
rial wurden mit CPG (controlled pore glass) gepackte Saulen einer Belegungsdichte von 1 umol
verwendet. Das zum Bau des Oligonukleotidstrangs verwendete Syntheseprotokoll ist in Ta-
belle 3 dargestellt. Fir den Einbau des modifizierten Bausteins wurde die Subroutine veran-

dert. Das Protokoll ist in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Zur Synthese verwendete Reagenzien:

- TCA: 3 % Trichloressigsaure in Dichlormethan (Deblocker)
- ACN: Acetonitril (Waschreagenz)

- TET: 0,45 M Tetrazol in Acetonitril (Activator)

- CP_A: Acetanhydrid in THF/Pyridin (Capping)

- CP_B: N-Methylimidazol in THF/Pyridin (Capping)

- OXI: lod in Wasser/THF/Pyridin (Oxidizer)

- AMD: Phosphoramidit

Zur Erklarung der Tabellen:

- Time: Die Zeiteinheit ist 0,1 s (10=1s)

- Source: Quelle aus welcher das Reagenz verwendet wird.

- Mixed: Legt fest aus welchem GefaR ein Reagenz kommt, welches mit dem Reagenz
aus der Quelle gemischt wird.

- Destin: Zielort des Reagenzes.

- S. Col. Ptr.: (single coloumn pointer) zeigt die serielle Ausfiihrung des jeweiligen Teils
der Subroutine an.

- Delay: in diesem Zeitraum wird nichts ausgefiihrt.

- Branch: in diesem Feld wird die Branch Subroutine aufgerufen.
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Tabelle 3: Syntheseprotokoll mit den jeweiligen Schritten fir die Festphasensynthese von Ol-
igonukleotidstrangen nach der Phosphoramiditmethode.

| Time (0,1s) | Source Mixed Destin | S. Col. Ptr.| Delay (1s) | Branch
DEPROTECTION
1 4 TCA COoL
2 20 TCA TRM ON
3 ON
4 15
5 15 TCA TRM ON
6 ON
7 15
8 15 TCA TRM ON
9 ON
10 15
11 15 TCA TRM ON
12 ON
13 15
14 15 TCA TRM ON
15 ON
16 15
17 30 GAS TRM
18 10 ACN W_M
19 20 ACN COL ON
COUPLING |

1 15 GAS COoL 2
2 2 TET COoL ON
3 ON
4 2 1
5 10 ACN M_W 50
6 10 ACN Col ON
7 ON
8 35 GAS Col
9 20 GAS M_W

BRANCH
1 4 TET COL ON
2 8 AMD TET CoL
3 ON
4 20
5 4 AMD TET COoL ON
6 ON
7 20
8 10 ACN M_W
9 10 GAS M_W

| Time (0,1s) | Source Mixed Destin | S. Col. Ptr.| Delay (1 s) | Branch
COUPLING I

5 10 ACN M_W 50
6 WMO 90
7 WMO 90
8 10 ACN COoL ON
9 ON
10 35 GAS COL
11 20 GAS M_W

CAPPING
1 20 CP_A cPB | coL | ON

123



5. Experimenteller Teil

2 ON

3 15
4 3 CP_A CP_B coL ON

5 ON

6 15
7 20 GAS CcoL

8 2 ACN M_W

9 12 ACN coL ON
10 ON

11 10 GAS M_W 2
12 30 GAS coL
OXIDATION

1 20 OXI CcoL ON

2 ON

3 10 ACN M_W 9
4 9
5 WTH 150
6 WTH 150
7 30 GAS CcoL

8 2 ACN M_W

9 16 ACN CcoL ON

10 ON

11 20

12 30 GAS CcOoL

13 2 ACN M_W

14 15 ACN CcoL ON

15 ON

16 40

Tabelle 4: Syntheseprotokoll fiir den Einbau der synthetisierten Phosphoramidit der Modfiika-
tionen.

I Time (0,1s) | Source Mixed Destin S. Col. Ptr. | Delay (1s) | Branch
METHOD

1 4 TET COL ON
2 6 AMD TET COoL
3 ON
4 99
5 99
6 99
7 99
8 6 AMD TET COL ON
9 ON
10 99
11 99
12 99
13 99
14 6 AMD TET COL ON
15 ON
16 99
17 99
18 99
19 99
20 6 AMD TET COoL ON 6
21 ON
22 99
23 99
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24 99
25 99
26 4 TET CoL ON

27 ON

28 20 ACN M_W 20
29 20 ACN M_W 20
30 20 GAS M_W

Aufarbeitung der unter Normalbedingungen synthetisierten Oligonukleotide

Die CPG-Saulen wurden nach erfolgter Synthese mindestens 10 Minuten im Hochvakuum ge-
trocknet und anschlieRend geoffnet und das Granulat in ein Eppendorf-Reaktionsgefald tiber-
flhrt. Zur Abspaltung von der festen Phase und der Schutzgruppen wurde das Granulat mit
700 ul konzentrierter Ammoniumhydroxidlosung (>25%, trace select, Fluka) versetzt und 16 h
bei 55 °C erhitzt. Nach erfolgter Abspaltung wurden die abgekihlten Proben in einem Vaku-
umkonzentrator vom Ammoniak befreit (35 min, 35 °C, 100 mbar) und anschlieRend die tber-
stehende Losung abgenommen und das Granulat dreimal mit je 200 ul HPLC-Wasser nachge-
waschen. Die wassrigen Proben wurden anschlieRend im Vakuumkonzentrator bis zur Trockne
(25 °C, 0.1 mbar) eingeengt. Der Riickstand wurde im Hochvakuum getrocknet und mittels

reversed-phase HPLC aufgereinigt (Methode siehe Kapitel 5.3.2).

Postsynthetische ,, Click“-Reaktion

Die gefriergetrockneten DNA-Strange wurden in 50 pul HPLC-Wasser geldst und mit 114 ul des
jeweiligen Azids (10 mM in DMSO/t-BuOH 3:1), 34 pl TBTA-L6sung (100 mM in DMSO/t-BuOH
3:1), 25 pl Natriumascorbat-Lésung (400 mM in HPLC-Wasser) und 17 pl Tetrakis(aceto-
nitril)kupfer(l)-hexafluorophosphat-Lésung (100 mM in DMSO/t-BuOH 3:1) versetzt und 2 h
bei 60 °C erhitzt. Die Losungen wurden zur Komplexierung der Kupferionen mit 150 pl einer
Na2EDTA-L6sung (50 mM in HPLC-Wasser) versetzt und zur Fallung der DNA wurden anschlie-
Rend 450 pl Natriumacetatlosung (0.3 M in HPLC-Wasser) und 7 mL Isopropanol zugegeben
und die Mischung (iber Nacht bei -28 °C inkubiert. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert
(4000 rpm, 10 min) und der Rickstand zweimal mit je 2 mL 80 %igem Isopropanol gewaschen.
Der Riickstand wurde im Hochvakuum getrocknet und mittels reversed-phase HPLC aufgerei-

nigt (Methode siehe Kapitel 5.3.2).
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Entfernung der Thiol-Gruppen

Alle synthetisierten Einzelstrange enthielten Thiol-Gruppen, welche als Disulfid geschiitzt vor-
lagen. Um das freie Thiol zu erhalten, wurde die lyophylisierte DNA mit 500 uL 100 mM DTT
in 50 mM TEAB-Puffer bei pH = 8.5 fiir 30 min bei Rt entschitzt. Die Aufreinigung der DNA
wurde per GE Healthcare illustra™ NAP™-5 Saule affinitatschromatographisch durchgefiihrt,

als Eluent wurde dafiir ddH,0 verwendet.

Sequenzen synthetisierter Oligonukleotide

ss-C1 5‘-HS(CH.)e-A-A-G-C-G-C-G-cC-G-C-G-C-G-T-T-3°
ss-C2 5‘-HS(CH.)e-A-A-G-C-G-cC-G-C-G-cC-G-C-G-T-T-3
ss-C3 5‘-HS(CH:2)e-A-A-G-cC-G-C-G-cC-G-C-G-cC-G-T-T-3°
ss-HC1 5‘-C-C-A-C-A-HC-T-G-T-G-G-(CH2)3SH-3*

ss-HC2.1 5‘-C-C-A-HC-A-A-T-HC-T-G-G-(CH)3SH-3*

ss-HC2.2 5‘-C-C-A-HC-A-T-T-HC-T-G-G-(CH2)3SH-3"

ss-HC3 5‘-C-HC-A-C-A-HC-T-G-T-HC-G-(CH2)3SH-3*
ss-UL1l 5-ULink-C-C-A-C-A-A-T-G-T-G-G-3*
ss-UL2 5%-ULink-C-C-A-C-A-T-T-G-T-G-G-3'
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Tabelle 5 Ubersicht der Massen und Extinktionskoeffizienten bei A = 260 nm der synthetisier-

ten Oligonukleotide

DNA Ber. Masse [g/mol]  Gef. Masse [g/mol] €260 [MM! cm™]
ss-C1 4706 4706 134.5
ss-C2 4759 4758 129.5
ss-C3 4812 4815 124.3
ss-HC1 3492 3491 96.4
ss-HC2.1 3511 3513 91.2
ss-HC2.2 3502 3502 87.3
ss-HC3 3522 3522 82.3
ss-UL1 3687 3607 116.6
ss-UL2 3678 3598 11.1
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6. Abkilrzungsverzeichnis

6. Abkiirzungsverzeichnis

T>o

ACN

AcOH

ATT

Au

ber.

Boc

Bz

brs

bzw.

CDCls

cm

cm”

CuAAC

Cu(l)

Cu2+

Adenin

Angstrom

Acetonitril

Essigsaure

6-Aza-2-thiothymin

Gold

Berechnet

tert-Butyloxycarbonyl

Benzoyl

breites Singulett

Beziehungsweise

Cytosin

Konzentration

Grad Celsius

deuteriertes Chloroform

Zentimeter

Wellenzahl

Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition

Kupfer der Oxidationsstufe +1

Kupferionen der Oxidationsstufe +2
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o chemische Verschiebung

A Delta

d Dublett

d Tag

dA 2’-Desoxyadenosin

DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
dC 2’-Desoxycytidin

DC Diinnschichtchromatographie
DCM Dichloromethan

dd Dublett vom Dublett

ddH0 doppelt-deionisiertes Wasser
DEE Diethylether

DTT Dithiothreitol

dG 2’-Desoxyguanosin

DIAD Azodicarbonsaurediisopropylester
DMSO-ds deuteriertes Dimethylsulfoxid
DMT Dimethoxytrityl

AE Energiedifferenz

DIPEA Diisopropylethylamin

DMF N,N-Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (engl. deoxynucleic acid)
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D20 deuteriertes Wasser

dT 2’-Desoxythymidin

E Energie

€ Extinktionskoeffizient

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EE Essigsaureethylester

eq Aquivalent (equivalent)

ESI Elektrospray-lonisation

et al. und andere (et alii / aliae)
etc. et cetera

eV Elektronenvolt

FAB fast atom bombardment

FTIR fouriertransformierte Infrarot-Spektroskopie (fourier transformation

infrared spectroscopy)

g Gramm

dG Guanin

G Leitfahigkeit
gef. gefunden

h Stunde

H.O Wasser

hv Licht

HF Hydrofluorid
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HOMO

HPA

HPLC

HRMS

Hz

in situ

IR

kJ

kv

7\«em

XGXC

LM

LUMO

M+

MALDI

mbar

6. Abkilrzungsverzeichnis

hochstes besetztes Molekulorbital (highest occupied molecular orbital)
Hydroxypicolinsaure

Hochleistungs-Fliissigchromatographie (high  performance  liquid

chromatography)
hochaufgeloste Masserspektrometrie (high resolution mass spectroscopy)
Hertz

vor Ort

Infrarot
Kopplungskonstante
Kilojoule

Kilovolt
Emissionswellenlange
Anregungswellenlange
Losungsmittel

niedrigstes unbesetztes Molekilorbital (lowest unoccupied molecular

orbital)
Molekilion
Masse
Multiplett

matrixunterstitzte Laser Desorption/lonisation (Matrix-assisted Laser

Desorption/lonization)

Millibar
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mg
MeOH
MeOH-de
Mg2*
MH*
MHz

min

mL

pL

mM

um

mmol
pmol
MS

m/z

NaPi
n.b.
NEts

NIS

6. Abkilrzungsverzeichnis

Milligramm

Methanol

deuteriertes Methanol

zweiwertiges Magnesiumion

protoniertes Molekiilion

Megahertz

Minute

Milliliter

Mikroliter

Millimeter

millimolar

Mikrometer

Mikromolar

Millimol

Mikromol

Massenspektrometrie

Masse pro Ladungszahl

Stoffmenge

Natriumphosphatpuffer (pH 7)

nicht bestimmt

Triethylamin

N-lodsuccinimid
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nm

NMR

OAc

OLED

p.A.

Piv

PBS

Pd(PPh3)s

PPhs

ppm

Rt

RNA

6. Abkilrzungsverzeichnis

Nanometer

Kernspinmagnetresonanz (nuclear magnetic resonance)
Acetat

organische Leuchtdiode (organic light-emitting diode)
Druck

pro analysi (analysenrein)

Pivaloyl

phosphatgepufferte Kochsalzlésung (phosphate buffered saline)
Tetrakis(triphenylphosphan)palladium(0)
Triphenylphosphan

parts per million

Quartett

Widerstand

Retentionsfaktor

Raumtemperatur

Ribonukleinsaure

Singulett

Sekunde

Kieselgel

Triplett

Zeit

Thymidin
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TBAI

TBDMS

TEAB

THAP

THF

Tof

UHV

ULink

u.N.

uv

6. Abkilrzungsverzeichnis

Tetrabutylammoniumiodid
tert-Butyldimethylsilyl
Triethylammoniumbicarbonat-Puffer
2,4,6-Trihydroxyacetophenon
Tetrahydrofuran

Flugzeit (time of flight)

Spannung

Unter anderem

Ultrahochvakuum
5-(3-Thiol-1-propinyl)-2‘-desoxyuridin
Uber Nacht

ultraviolett

Volumen

Watt
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