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Kurzfassung

Kurzfassung

In dieser Arbeit wurde die Synthese modularer DNA-Chromophor-Architekturen und deren po-
tenzielle Anwendung als Lichtsammelsystem untersucht. Zur sequenzspezifischen Darstellung
wurde eine Assemblierung von clickfahigem 5-Pyren-2‘-desoxyuridin an strukturgebende Temp-
late und eine Konjugation mittels kupferkatalysierter Azid-Alkin-Cycloaddition (CUAAC) durch-
gefiihrt. Im weiteren Verlauf wurde die Strategie zugunsten eines modularen Aufbaus unter Ver-
wendung von ethinylmodifizierten DNA-Bausteinen und der Azide von Pyren, BODIPY sowie
Porphyrin angepasst. Dadurch konnten definierte einfach- und doppelmodifizierte
DNA-Chromophor-Architekturen erhalten werden. Weitere Erkenntnisse fir einen moglichen
postsynthetischen Zugang zu dreifachmodifizierten Oligonukleotiden wurde Uber eine
CuAAC vice versa erhalten. Die spektroskopische Analyse zeigte einen distanzabhangigen
Energie- und Ladungstransfer zwischen den Chromophoren. Im letzten Teil dieser Arbeit wurden
pyrenmodifizierte Oligonukleotide als artifizielles Lichtsammelsystem in Kombination mit dem
Rutheniumkomplex [Ru(bpy)2(dppz)]?* untersucht. Dabei zeigte sich im Einzel- und Doppelstrang
ein Energielibertrag ausgehend von Pyren. Die daraus erhaltenen Erkenntnisse dienen somit als
Grundlage fir eine zukiinftige Anwendung der Oligonukleotide beispielsweise im Rahmen einer

photokatalytischen Generierung von Wasserstoff.



Abstract

Abstract

This work investigated the synthesis of modular DNA-chromophore-architectures and their
potential application as light-harvesting-system. First, a sequence-specific approach using a
clickable 5-pyrene-2‘-deoxyuridine was tested, which involved the assembly onto a template
followed by conjugation via  copper-catalyzed-azide-alkyne cycloaddition (CuAAC).
Subsequently, the strategy was adapted to facilitate a modular design using ethynylmodified
DNA-building blocks and azides of pyrene, BODIPY and porphyrin. This enabled a precise
preparation of singly and doubly modified DNA-chromophore-architectures. Further insights
into a potential postsynthetic approach to triple modified oligonucleotides were obtained via a
CuAACvice versa. Spectroscopic analysis revealed distance-dependent energy- and
charge transfer between the chromophores. Finally, pyrene-modified oligonucleotides were
investigated as an artificial light-harvesting system in combination with a ruthenium complex.
This revealed energy transfer originating from pyrene in single and double stranded DNA. These

insights pave the way for utilizing DNA-chromophore-architectures in photocatalytic systems.
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Einleitung und Themenstellung

1. Einleitung und Themenstellung

Die Sicherstellung einer lebenswerten Zukunft kommender Generationen ist die fundamentale
Aufgabe unserer Zeit. Eine nachhaltige Energieversorgung und die damit verbundene Unab-
hangigkeit von fossilen Brennstoffen sind dabei zentrale Schliisselfaktoren zum Erhalt unserer
Lebensgrundlage und der Realisierung einer klimaneutralen Gesellschaft. In den vergangenen
Jahren ist dabei die Erzeugung von ,,griinem” Wasserstoff (H,), bei dessen Verbrennung lediglich
reines Wasser als Abfallprodukt anfallt, verstarkt in den Fokus von Politik und Wirtschaft ge-
riickt.”) Ein Blick in den Himmel offenbart uns einen potentiellen Zugang zu diesem Element:
unsere Sonne.!?! Mit einer jahrlichen Energiemenge von etwa 3,4-10%* Joule strahlt unser Stern
ein Vielfaches des globalen Jahresbedarfs von 4,5-10%° Joule auf die Erdoberfliche.> 4 Die
Nutzung dieser fast unerschopflichen Quelle wird durch die Menschheit in den vergangen Jahr-
zehnten im Kontext zunehmender Ressourcenknappheit, politischer Unruhen und der aufkom-

menden Klimakrise vorangetrieben.

0% 1% 2% 5% 10% 20%

Abbildung 1 Die Entwicklung des solaren Anteils an der Erzeugung elektrischer Energie im
globalen Vergleich zwischen 1985 (links) und 2025 (rechts).!

Entscheidende Impulse flr die technische Innovation gibt uns hierbei die Natur mit dem Licht-
sammelsystem Il der biologischen Photosynthese.

1 Abbildung 1 abgeéndert basierend auf: Ember (2026); Energy Institute Statistical Review of World Energy (2025)
with major processing by Our World In Data, https://archive.ourworldindata.org/20260518-090244/grapher/share-
electricity-solar.html (Abrufdatum: 2 Juni 2026). Lizenziert unter CC BY.
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Einleitung und Themenstellung

Chlorophylle und Carotinoide, die in definierter raumlicher Ndhe zueinander angeordnet sind,
werden hierbei als Antennenpigmente genutzt, um einstrahlende Sonnenenergie effizient zu
biindeln und fiir die chemische Umwandlung im Reaktionszentrum bereitzustellen!”-® Dadurch
wird die Strahlungsenergie in ein chemisch nutzbares Reduktionspotential fiir nachgeschaltete

Reaktionen bereitgestellt."

Das Design vergleichbarerer artifizieller Systeme stellt ein vielseitiges und komplexes
Forschungsfeld zahlreicher naturwissenschaftlicher und technischer Disziplinen dar. Dabei
verfolgt man das Ziel moglichst viele Chromophore in rdaumlicher Ndhe zueinander zu
positionieren ohne den Verlust von absorbierter Energie beispielweise durch aggregationsindu-
zierte Loéschung zu provozieren.[ 10 11 So kann eine effiziente Nutzung des gesamten
UV/Vis-Spektrums zur Energiegewinnung ermoglicht werden, wobei die Steuerung der Energie-
und Elektronentransferprozesse zwischen den Chromophoren im Wesentlichen durch die raum-

liche Anordnung geschieht.?

Desoxyribonukleinsaure (DNA) bietet hierfiir eine einzigartige und kostenglinstige Grundlage
aufgrund ihrer planbaren und repetitiven Geometrie.*>*% Die notwendigen Farbstoffe werden
hierbei zum Beispiel als Phosphoramidit wahrend der automatisierten Festphasensynthese oder
postsynthetisch eingebracht.!*>*°! Dabei stellen die bekanntesten Methoden die Clickreaktionen
dar, fir deren Entdeckung der Nobelpreis fiir Chemie im Jahr 2022 an BERTOZzzI, MELDAL und
SHARPLESS verliehen wurde.[*® 2021 Des Weiteren ist die Assemblierung von chromophormodifi-
zierten Nukleosiden an komplementare Oligonukleotide eine Méglichkeit zur Ausbildung defi-
nierter supramolekularer Strukturen. Diese Ansatze ermoglichen die synthetisch einfache und

gleichzeitig prazise Kontrolle der optoelektronischen Eigenschaften.** 14 17,22 23]
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Die vorliegende Arbeit thematisiert die Nutzung von DNA als Templat zur Synthese definierter
Chromophorstrukturen. Diese sollen durch die kupferkatalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition, kurz
CuAAC synthetisiert und anschlieRend mit Methoden der optischen Spektroskopie charakteri-

siert werden.

Im ersten Projekt soll die Synthese eines clickfahigen 5-Ethinylpyren-2‘-desoxyuridins durchge-
flihrt und eine sequenzspezifische Assemblierung an DNA-Template unterschiedlicher Sequenz-
langen untersucht werden. Dabei soll das Konjugat gemaR der kanonischen WATSON-CRICK
Basenpaarung zu sequenzdefinierten supramolekularen Architekturen anlagern. Durch eine ab-
schlieBende Ligation der Assemblate mittels CuAAC soll die Sequenzinformation dauerhaft

fixiert und die angestrebten supramolekularen Architekturen erhalten werden.

» - m ©
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o\ Z —
ungeordnete Konjugate reversible supramolekulare fixierte supramolekulare
in Lésung Architektur Architektur

Assemblierung

Abbildung 2 Assemblierung eines clickfahigen dU-Py-Konjugats an ein strukturgebendes Temp-
lat sowie die Ligation mittels CUAAC zum Erhalt supramolekularer Architekturen.
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Im zweiten Projekt soll ein kovalenter Ansatz verfolgt werden, wobei der Fokus auf der Verwen-
dung ethinylmodifizierter 2‘-Desoxyuridine innerhalb des Oligonukleotids liegt. Dabei sollen drei
verschiedene Bausteine zum Einsatz kommen: das 5-Ethinyl-2‘-desoxyuridin (EdU) sowie ein
Trimethylsilyl- und ein Triisopropylsilylgeschiitztes EdU-Derivat. Die Orthogonalitdt der Bau-
steine im Rahmen einer CUAAC mit den Aziden von Pyren, BODIPY und Porphyrin soll den schritt-
weisen Aufbau angestrebter DNA-Chromophor-Architekturen ermaoglichen. Eine optische Cha-
rakterisierung soll im Kontext einer potenziellen Anwendung als kiinstliche Lichtsammelsysteme

stattfinden.

Abbildung 3 Schrittweiser Aufbau von DNA-Chromophor-Architekturen durch die Verwendung
der orthogonalen Ethinylbausteinen EdU, TMS-EdU und TIPS-EdU in einer CUAAC.
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2. Theoretischer Hintergrund

2.1 Desoxyribonukleinsaure (DNA)

Das bedeutendste Makromolekil lebender Zellen stellt die Desoxyribonukleinsdure (DNA) als
Trager der genetischen Information dar. Sie besteht aus einer definierten Sequenz von
2‘-Desoxyribonukleotiden, die tiber ein Phosphatriickgrat zwischen dem 5‘- und 3‘-Ende mitei-
nander verknlipft sind. Jedes einzelne Nukleotid besteht dabei aus einer 2‘-Desoxyribose mit
einem Phosphatrest in 5-Position sowie eine der vier Nukleobasen Adenin (A), Guanin (G),
Thymin (T) und Cytosin (C), die Gber eine N-glykosidische Bindung an das C;-Atom des Zuckers
angekniipft sind.?* 2! Eine antiparallele Anordnung von zwei Oligonukleotiden fiihrt zu Bildung
der charakteristischen Doppelhelix, deren genaue Struktur durch WATSON und CRICK im
Jahr 1953 beschrieben wurde.?®! Die Stabilitit der Doppelhelix wird dabei im Wesentliche durch
nn-Wechselwirkungen zwischen den aromatischen Nukleobasen erreicht.””? Im Durchschnitt
kommt es bei einer Hybridisierung zwischen AA, AT, TA und TT zu einem Enthalpiegewinn von
AGar= -4,23 kl/mol.?®! Bei den analogen GC-Varianten fillt dieser mit AGgc= -6,20 kJ/mol noch
héher aus.?® Die gebildete Doppelhelix kann dabei in verschiedenen Konformationen vorliegen.
Bei der A- und B-Konformation liegt eine rechtsdrehende Helix vor, wobei die B-Form in wassri-
gem Milieu energetisch bevorzugt ist und somit die nativste Form darstellt.”) In wasserfreiem
Zustand liegt die kompakte A-Konformation vor.?’ Beide Strukturmotive wurden durch
FRANKLIN et al. im Jahr 1953 mittels Rontgenbeugung identifiziert.[* Eine weitere Konformation
wurde durch PoHL und JovIN im Jahr 1972 vermutet. Durch Erhéhung der Salzkonzentration
konnte eine Umwandlung der rechtsdrehenden B-DNA in eine bis dahin unbekannte
linksgéngige Konformation beobachtet werden.®” Die detaillierte Struktur wurde spater von
RicH et al. durch Kristallisation einer GC-reichen DNA und Rontgenbeugung aufgeklart.?t Auf-

grund der ,Zickzack“-Struktur des Riickgrats wird diese Konformation als Z-DNA bezeichnet.3!
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Im Gegensatz zur mrt-Wechselwirkung spielt die H-briickenvermittelte Basenpaarung eine unter-
geordnete Rolle fiir die Stabilitdt des DNA-Duplex. So zeigt sich bei GC-Paaren ein geringfligiger
Enthalpiegewinn von AGgc=-0,46 kl/mol und bei AT sogar eine Destabilisierung mit
AGar= 1,93 kl/mol im Doppelstrang.*? Stattdessen kann eine korrekte Basenpaarung als Selek-

tivitatsfilter flr die Initiation einer sequenzspezifischen Hybridisierung verstanden werden.
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Abbildung 4 Kanonische WATSON-CRICK-Basenpaarung als gestrichelte Linie zwischen komple-
mentarem Adenosin A und Thymidin T bzw. Cytidin C und Guanosin G (links) sowie die sche-
matische Darstellung einer DNA-Doppelhelix in der B-Konformation mit Angabe der Struktur-
daten von Ganghohe, Windung und Durchmesser (rechts).

Bei der kanonischen WATSON-CRICK-Basenpaarung binden Adenosin (A) und Thymidin (T) Gber
zwei Wasserstoffbricken, Guanosin (G) und Cytidin (C) hingegen Uber drei aneinander. Mit
einer Bindungsenergie von 6-10 klJ/mol pro Briicke ist die Hybridisierung zwischen einem
GC-Paar damit stabiler als bei einem AT-Paar.?* 34 Als H-Donoren fungieren dabei die endocyc-
lischen NH-Funktionen sowie die exocyclischen Aminogruppen, wahrend die freien Elektronen-

paare der Ketogruppen als Akzeptoren dienen.

Von dieser Regel abweichend sind auch nicht kanonische Basenpaarungen bekannt.3>37! |m
Jahr 1962 wiesen HOOGSTEEN et al. ein alternatives Paarungsmotiv zwischen A-T und C-G nach.38!
Der wesentliche Unterschied liegt in der raumlichen Anordnung der Purinbasen, die im Vergleich
zu den Pyrimidinen eine verdanderte Konformation einnehmen. Dies geschieht durch eine Rota-
tion der Purinbase um 180° entlang der glykosidischen Bindung, wodurch neue Wasserstoffbrii-
cken ausgebildet werden. Am Beispiel von Adenin und Thymidin, wie in Abbildung 5 zu sehen,
wird die H-Briicke zwischen Adenin-N; und Thymin-N; aufgelést und eine neue zwischen

Adenin-N7und dem N3-Atom des Thymidins ausbildet. Die Basenpaarung zwischen der exocycli-
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schen Aminfunktion von Adenin und der Ketogruppe von Thymidin wird dabei nicht beein-
flusst.*® Die Wobble-Basenpaarung ist ein zentrales Bindungsmotiv wahrend der Translation
von mRNA. Sie wurde im Jahr 1966 durch CRick postuliert und erklart, weshalb eine geringere
Anzahl an tRNA-Spezies zur vollstindigen Translation aller Codons (n= 43= 64) notwendig ist. Die
erhohte Flexibilitdat ermoglicht dabei nicht-kanonische Basenpaarungen am 3‘-Ende des Codons,

wodurch eine einzelne tRNA mehrere synonyme Basentripletts erkennt.°!
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Abbildung 5 Die Interaktionskanten der Purin- und Pyrimidinbasen am Beispiel A und T (links),
sowie die daraus resultierende WATSON-CRICK oder HOOGSTEEN-Basenpaarung (rechts, unten).
Die bei RNA wichtige Wobble-Basenpaarung am Beispiel G und U (rechts, oben).

Die Assemblierung einzelner Nukleoside ermdoglicht eine hohere Flexibilitat aufgrund der Abwe-
senheit eines strukturgebenden Riickgrats. Dies lasst mehr Interaktionen zwischen den Nukle-
obasen zu, was durch die Unterteilung jeder Nukleobase in drei Kanten berticksichtigt wird. Da-
bei unterscheidet man in die WATSON-CRICK-Kante, die HOOGSTEEN-Kante und die Zuckerkante.
Eine Basenpaarung zwischen den Nukleosiden kann an jeder Kante stattfinden, sodass sich unter
Berticksichtigung einer cis/trans-Orientierung der Zuckerreste zw6lf Strukturmotive fur eine Ba-

senpaarung ergeben.3> 40
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2.2 Photophysikalische Prozesse eines Lichtsammelsystems

Ein genaues Verstandnis Gber die photophysikalischen Abldufe innerhalb eines Lichtsammelsys-
tems ist fiir dessen Aufbau und geplanten Einsatz unabdingbar. Nach der Absorption von Pho-
tonen agieren die beteiligten Chromophore entweder als Donor (D) oder als Akzeptor (A).
Zwischen diesen Paaren konnen verschiedene Transfermechanismen parallel stattfinden, wobei
grundlegend zwischen Energietransfer (EnT) und Ladungstransfer (LT) differenziert wird.[4% 42
Die Entscheidung, welcher Prozess dominiert, ldsst sich unter anderem Uber die Abstande und
Orientierung der Chromophore zueinander steuern. Ein exakter Aufbau dieser Architekturen auf
Basis von DNA nutzt dabei deren programmierbare Struktur, um diese Wechselwirkungen zu

kontrollieren.1-43!

2.2.1 Energietransferprozesse

Der bekannteste Vertreter ist der FORSTER-Resonanzenergietransfer (FRET). Er wurde nach dem
deutsche Chemiker THEODOR FORSTER benannt und beschreibt den strahlungslosen Energietrans-

fer aufgrund von Dipol-Dipol-Wechselwirkung, wie in Abbildung 6 zu sehen ! 44

LUMO

R
w ) P =)
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Donor Akzeptor Donor*  Akzeptor Donor  Akzeptor*

Abbildung 6 Schematische Darstellung des Forsterresonanzenenergietransfers (FRET) zwischen
den beteiligten Grenzorbitalen von Donor und Akzeptor.

Im energetischen Grundzustand des Donor-Akzeptor Dimers (links) liegen die beiden beteiligten
HOMO (highest occupied molecular orbital) vollbesetzt vor. Nach Anregung des Donors in den
energiereicheren Singulettzustand S; liegt jeweils ein Elektron in dessen HOMO und
LUMO (lowest unoccupied molecular orbital) vor, wahrend der Akzeptor nicht beeinflusst
wird (Mitte). Durch Energietransfer relaxiert der Donor wieder in seinen Grundzustand So, wah-
rend der Akzeptor in den angeregten Zustand S (rechts) Giberfiihrt wird.[* Dieser Ubergang fin-

det als reiner Singulett-Singulett-Transfer unter Einhaltung des Gesamtspins statt. Handelt es
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sich bei dem Akzeptor ebenfalls um ein Fluorophor wird bei Abnahme der Donoremission ein

gleichzeitiger Anstieg der Akzeptorfluoreszenz beobachtet.!** 4¢!

1
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Abbildung 7 Ubersicht der Einflussfaktoren des FORSTER-Resonanzenergietransfers (FRET):
Uberlappungsintegral J (schraffiert) zwischen der Emission des Donors und der Absorption des
Akzeptors (oben, links), Distanzabhéngigkeit des Energietransfers Eerer (Oben, rechts) mit
FORSTER-Radius Ry (gestrichelte Linie) sowie die Orientierungsabhangigkeit der Dipole in paral-
leler (BIIK) und orthogonaler (SLK) Ausrichtung mit den Faktoren k? (unten).!

Firr einen effizienten Transfer miissen der Emissionsbereich des Donors und der Absorptionsbe-
reich des Akzeptors (iberlappen. Das gebildete Uberlappungsintegral J wirkt sich dabei propor-

tional zur Effizienz des Energietransfer aus!® und kann im Wesentlichen durch die Wahl der

Chromophore beeinflusst werden.

1Abbildung 7 erstellt unter Verwendung von Kl-generiertem Material durch Google Gemini. Lizenz: CC BY SA 3.0
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Des Weiteren zeigt die FRET-Effizienz eine Distanzabhangigkeit zwischen Donor und Akzeptor.

Die distanzabhangige Effizienz Egger folgt Gleichung 1:

1
EFRET = = - Gl.l

wobei r der Abstand zwischen Donor und Akzeptor, Ry der FORSTER-Radius (r bei Errer= 50 %) Fpa
die Fluoreszenzintensitat des Donors in Anwesenheit des Akzeptors und Fp die Fluoreszenzinten-
sitdt des Donors in Abwesenheit des Akzeptors ist. Bei Distanzen tber r= 10 nm findet kein FRET
mehr statt.** *¢! Aufgrund der zugrundeliegenden Wechselwirkung zwischen den Dipolmomen-
ten von D und A, hat deren Orientierung zueinander einen Einfluss auf den Energietransfer Egger.

Dies wird durch den Orientierungsfaktor «? ausgedriickt und folgt Gleichung 2:
Eprpr € k%2 = (cosOp, —3cosBp cos0,)? Gl 2

wobei Bp, der Winkel zwischen Donor- und Akzeptordipol, 6y der Winkel zwischen Donordipol

und der Ebene sowie 8, der Winkel zwischen Akzeptordipol und der Ebene ist. Je nach Ausrich-

tung der Dipolmomente nimmt der Orientierungsfaktor k> Werte zwischen 0 (BJ_K) und 4 (BIIK)

an. [44, 46]

Als Bindeglied zwischen reinem Energie- und Ladungstransfer kann der DEXTER-Prozess in

Abbildung 8 verstanden werden.!*”]

r N
: LUMO
" A
w ‘ DEXTER -
A HOMO
Donor Akzeptor Donor*  Akzeptor Donor  Akzeptor*

Abbildung 8 Schematische Darstellung des DEXTER-Transfers zwischen den beteiligten Orbita-
len von Donor und Akzeptor.

Dieser basiert auf dem simultanen Austausch zweier Elektronen durch direkte Uberlappung der
Grenzorbitale von Donor und Akzeptor.”? Nach Anregung des Donors kommt es zur Besetzung
seines LUMOs mit einem Elektron. Dieses migriert weiter in das LUMO des Akzeptors, wodurch

es zu einem strahlungslosen Energietransfer kommt. Das gebildete Elektronenloch im HOMO
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Theoretischer Hintergrund

des Donors wird durch ein Elektron aus dem HOMO des Akzeptors gefiillt. Die Reichweite ist
aufgrund der notwendigen Orbitalliberlappung auf 1-2 nm begrenzt. Der DEXTER-Prozess setzt
damit eine unmittelbare rdumliche Nahe, beispielweise durch Stapelung zwischen direkt be-
nachbarten Chromophoren voraus.*”! Da der DExTER-Mechanismus nicht auf einer Wechselwir-
kung zwischen den Dipolen basiert, ist dieser nicht auf Singulettzustdnde begrenzt und ermog-
licht im Gegensatz zum FRET einen Triplett-Triplett-Energietransfer (TTET).!*”! Dieser Prozess ist
wiederum die physikalische Grundlage fiir die Photonen-Aufkonversion (photon upconversion),
bei der durch Fusion von zwei angeregten Triplettzustanden ein hoherliegender Singulettzu-
stand populiert wird. Damit kann niederenergetisches Licht (A\> 800 nm) in hoherwertige

UV-Vis Spektralbereiche verschoben werden.[*& 49!
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Theoretischer Hintergrund

2.2.2 Ladungstransferprozesse

Nach Anregung eines Donor-Akzeptor-Systems kann es zur Bildung von ladungsgetrennten Zu-
standen kommen, wobei die freiwerdende Ladung innerhalb einer Geriststruktur, wie z.B. DNA,
transportiert wird.® Dieser Prozess wird als photoinduzierter Elektronentransfer (PET) bezeich-
net.*! Hierbei werden zwei mégliche Transferprozesse unterschieden: der oxidative Lochtrans-
fer und der reduktive Elektronentransfer.®®>3! Zu Beginn konzentrierte sich die Forschung auf-
grund der biologischen Relevanz ausschlieBlich auf den oxidativen Ladungstransfer.* 53 Bej
diesem Mechanismus wird nach Anregung des Donors ein Elektron in dessen HOMO aufgenom-
men. Dieses stammt aus dem HOMO des Akzeptors. Bei einem reduktiven Elektronentransfer
wird nach Anregung des Donors ein Elektron aus dessen LUMO an den Akzeptor Gibertragen. In

beiden Fallen handelt es sich somit um Elektronentransferprozesse.>%

g =

'-‘".

Donor*  Akzeptor Donor*  Akzeptor

LUMO

HOMO

Donor Akzeptor

" =

Donor*  Akzeptor Donor*  Akzeptor

Abbildung 9 Schematische Darstellung des oxidativen Lochtransfers (oben) und des reduktiven
Elektronentransfers (unten) zwischen dem angeregten Donor und Akzeptor.
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Theoretischer Hintergrund

Zuerst wurde angenommen, dass die intervenierenden Nukleobasen am Transfer unbeteiligt

bleiben und die Ladung nur auf Donor und Akzeptor lokalisiert ist. Der zugrundeliegende Trans-

fermechanismus wird als Superaustausch bezeichnet, wobei die DNA-Struktur als Briicke ver-

standen werden kann."Y Dieser Mechanismus kann jedoch nicht den Transport von Ladungen

Uber gréRere Distanzen innerhalb einer Sequenz erkldren.® 7! Aufgrund der Oxidationspoten-

tiale der Nukleobasen Eox(G/G*) < Eox(A/A*) < Eox(C/C*) = Eox(T/T*) wurde von JORTNER et al. ein

G-Hopping Mechanismus vorgeschlagen, der mittels intermedidaren Guaninradikalkationen die

Ladung schrittweise transportiert.>* 58

SEDI ‘D-"By-By-A ‘D-B,-*B,-A
*D-B A e _S_L_J_F?eraustausch €,
w kT ............. o
“D-B,-*A
D-B,-A
Hopping-Mechanismus
SEDI *D'Bn‘A L_ I e—
_D-+Bl-BZ-A <HOP -D_Bl_+BZ_A Tt
"D-B,-*A
w
D-B,-A

Abbildung 10 Schematische Darstellung des oxidativen Ladungstransfers zwischen angeregtem
Donor (D) und Akzeptor (A) innerhalb einer DNA (iber den Superaustausch (oben) sowie der
alternative Hopping-Mechanismus tber Guanin- oder Adeninradikalkationen (unten).

Spéater zeigten BARTON et al.’*®Y, SCHUSTER et al.l®> 83, GIesE et al.”” 5% ] und SAITO et al., 6% 7]

dass ein Ladungstransport auch in AT-Sequenzen stattfindet. Diese Beobachtung fiihrte zur Er-

ganzung mit dem A-Hopping-Mechanismus.
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2.3 DNA-Chromophor-Architekturen

Aufgrund ihrer doppelhelikalen Struktur bietet DNA eine einzigartige repetitive Geometrie, die
auf den kooperativen Wechselwirkungen zwischen den Nukleobasen und der selektiven Basen-
paarung basiert. Diese strukturelle Planbarkeit ermdoglicht es, Farbstoffe an genauen Positionen
mit definierter Orientierung zu verankern. So lassen sich sowohl der Abstand entlang der Helix-
achse als auch der Winkel zueinander mit einer Prazision steuern, die kaum eine andere mole-
kulare Architektur erreicht. Dadurch kann eine Vielzahl an Chromophoren raumlich nah ange-
ordnet werden, ohne einen negativen Einfluss, wie z.B. aggregationsinduzierte
Fluoreszenzléschung, zu provozieren.!%® ¢! Dies stellt die Grundlage fiir effiziente artifizielle

Lichtsammelsysteme dar.[*#!

Aufgrund der genannten Vorteile ist ein Zugang zu modifizierten Oligonukleotiden von groflem
Interesse fiir zahlreiche Forschungsdisziplinen. Im folgenden Kapitel werden nicht-kovalente

und kovalente Strategien zum Aufbau von DNA-Chromophorstrukturen erldutert.?% 7%
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2.3.1 Nicht-kovalente Chromophor-DNA-Systeme

Die Ausbildung nicht-kovalenter Chromophor-DNA-Systeme erfolgt auf unterschiedliche
Weise.l??! Zentrale Bindungsmotive stellen dabei die Interkalation in den Basenstapel sowie die
Anlagerung in die auRenliegenden Furchen des DNA-Duplex dar.?? Beispiele hierfiir sind die
kommerziellen Farbstoffe Ethidiumbromid”, SYBR GReeN 72! oder HoecHsT 3334273 die als
Fluoreszenzsonden in der optischen Spektroskopie verwendet werden. Durch elektrostatische
Wechselwirkungen stehen kationischen Spezies, wie beispielweise Kristallviolett am negativ ge-

ladenen Phosphatriickgrat ein weiteres Bindungsmotiv zur Verfiigung.’*!

grol3e und kleine

Furche \

Phosphatriickgrat

Abbildung 11 Ausbildung von nicht-kovalenten Chromophor-DNA Systemen liber verschiedene
Bindungsmotive an einem Doppelstrang (links) und lber eine sequenzspezifische Basenpaa-
rung am Einzelstrang (rechts).
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ALBINSSON et al. publizierten eine Anwendung des interkalierenden YO-PRO1 im Rahmen eines
selbstassemblierten Lichtsammelsystems. Initial wurde ein an 5-Position modifiziertes Thymidin
in einen DNA-Strang eingebaut und mit einem komplementéaren Strang hybridisiert. Die Modifi-
kation, welche aus einem flexiblen Linker und einer terminalen Porphyrineinheit besteht, liegt
dabei nicht innerhalb des Duplexes. Bei Anwesenheit von Liposomen migriert der hydrophobe
Porphyrinzyklus aus der wassrigen Losung in deren Doppelmembran. Durch diesen Assemblie-
rungprozess werden die Duplexe auf der Oberflache der Liposomen verankert. Durch die Inter-
kalation von YO-PRO1 in den Duplex wird ein effizientes Lichtsammelsystem generiert, wobei
die Energie durch die genaue Positionierung der Donorfarbstoffe auf den Porphyrinakzeptor
Ubertragen wird. YO-PRO1 dient dabei als Antennenpigment, das die absorbierte Energie liber
FRET zu einem ortlich getrennten Reaktionszentrum in die Lipidschicht transportiert./”! Bei ei-
nem Verhaltnis von 20:1 zwischen YO-PRO1 und Porphyrin konnte ein Maximum des Absorpti-
onskoeffizients von 260000 mol/L*-cm™ erreicht werden. Dies entspricht einem 31-fachen An-
stieg der Absorption im Vergleich zu YO-PRO1 aufgrund der kooperativen Wechselwirkungen im

Lichtsammelsystem.!””!

DNA
‘ ‘ hv
.
.
.
Y 4
EnT EnT e
-] A ’
. . | (o)
YA\V'y Y |
N
1]
¢ EnT
LA AR AAA MMM MMM B AA A AAAAANLS
e
4
T\

Abbildung 12 kiinstliches Lichtsammelsystem auf Basis eines DNA-Duplexes mit interkaliertem
YO-PRO1 (rechts), welcher Gber einen Porphyrinanker (links) in einer Lipidmembran verankert
ist.
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Die Anlagerung und Interkalation sind dabei nicht nur auf Chromophore beschrankt. In den ver-
gangenen Jahrzehnten wurden unterschiedliche Substanzklassen in Kombination mit Oligonuk-
leotiden untersucht. Beispiele hierfiir sind Anthracyclinderivate!”® 77! wie Doxorubicin’® oder
Daunorubicin', die in der Krebstherapie zum Einsatz kommen und Goldnanopartikel zur Aus-

bildung molekularer Drihte.l”®

BARTON et al. zeigten die Interkalation des Rutheniumkomplexes [Ru(bpy)2(dppz)]?* in verschie-
dene Doppelhelices. Dabei zeigt sich eine ausgepragte Emission bei A=632 nm, des ansonsten
nicht lumineszenten Komplexes in wassriger Losung. Diese Beobachtung ist auf den dppz-
Liganden zuriickzufiihren, der durch Einbettung in den Duplex vom umgebenden wéssrigen Me-
dium abgeschirmt wird. Die strahlungslose Relaxation des angeregten Komplexes wird dadurch
unterbunden und es kommt zur beobachteten Emission. Ableitend aus diesen Beobachtungen

wurde der Begriff ,DNA Light-Switch” fiir diese Komplexart etabliert.!7-84

[Ru(bpy),(dppz)1** [Ru(bpy),(tpphz)1?*

Abbildung 13 Strukturen der ,,DNA Light-Switch“ Komplexe [Ru(bpy)2(dppz)]** (links) und
[Ru(bpy):(tpphz)]?** (rechts).l8 8%

Eine verbesserte Steuerung der Emissionseigenschaft wurde durch die Verwendung eines
tpphz-Liganden durch LU et al. erreicht.® Die Phosphoreszenz des Komplexes nach Interkala-
tion in den Duplex konnte durch divalente Ubergangsmetallkationen (Co?*, Ni**, Cu®*) abgeschal-

tet werden. Dieser Prozess ist durch Bindung der Metallkationen mittels EDTA reversibel.7% &

Die bis hierhin vorgestellten Ansdtze haben eine geringe, bis keine Sequenzspezifitdt und koén-
nen somit nicht zur Ausbildung von definierten DNA-Chromophor-Architekturen genutzt wer-
den. Die geforderte Spezifitat der zu assemblierenden Monomere kann Uber die korrekte Ba-
senpaarung ermoglicht werden. Dazu muss das Chromophor mit einem passenden
komplementaren Baustein wie Nukleobasen, Nukleoside und deren Derivate versehen wer-

den.B284 Wihrend die Selektivitdt der Assemblierung iiber die Wasserstoffbriickenbindung be-
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stimmt wird, sind hauptséachlich die niit-Stapelung der Nukleobasen und der hydrophobe Effekt
fiir die Stabilitdt der Assemblate entscheidend.?? Aufgrund der im Vergleich zu kovalenten Bin-
dungen schwachen Wechselwirkungen reagieren die gebildeten Assemblate hochsensibel auf
ihre Umgebung. Daher haben Parameter wie Konzentration, Temperatur und Loésungsmittel ei-

nen groRen Einfluss auf das Gleichgewicht zwischen assembliertem und freiem Zustand.[®>*7

Experimentelle Erkenntnisse zur sequenzspezifischen Ausbildung von supramolekularen Archi-
tekturen wurden erstmals durch SCHENNING et al. publiziert. Im Jahr 2009 konnten sie die se-
quenzspezifische Assemblierung von Naphthalin-Diaminopurin Konjugaten (Nt-DAP) entlang ei-
nes komplementiren Ts-Templats zeigen.®® Aufgrund der planaren, aromatischen Struktur von
Naphthalin werden die gebildeten Assemblate effektiv Giber mr-Wechselwirkungen stabilisiert,
sodass eine quantitative Besetzung des Templats mit Nt-DAP erzielt werden konnte. Ein Beweis
fir die erfolgreiche Assemblierung lieferten die gemessenen CD-Spektren: Ein positiver COTTON-
Effekt des achiralen Naphthalins zeigt, dass die helikale Chiralitdt des DNA-Templats auf die As-

semblate iibergeht.[®?

H2N>_ +
N B
Ssag
X
oo
o

R: \/0\/\0/\/0H

HoN N

DAP-NT

A Q, {g;r
l//“ v}
g Z-DNA B-DNA
9T (linksgangig) (rechtsgangig)

Abbildung 14 Struktur und Assemblierungsverhalten an ein komplementares DNA Templat von
Nt-DAP (links) und die pH-Wert abhadngige Konformation der gebildeten Assemblate (rechts).

Bei der Assemblierung der Nt-DAP Konjugate zeigt sich eine ausgepragte pH-Sensitivitat der he-
likalen Orientierung. Dies ist auf die Protonierung der exocyclischen Aminfunktionen von Diami-
nopurin zurlckzufiihren. Liegt ein pH-Wert 27 vor, bilden die Assemblate eine rechtsgangige

Helix entsprechend der B-Konformation aus, wahrend bei einem pH-Wert <7 eine Z-Konforma-
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tion der DNA und somit eine linksgangige Helix vorliegt. In letztgenanntem Fall ist die sterische
Hinderung der protonierten Aminfunktionen von DAP erhoht, sodass eine Konformationsande-

rung und damit eine Erhéhung der Ganghéhe um 1 nm induziert wird.[?* 88!

Inspiriert durch diese Arbeit untersuchten BALAZ et al. den Einfluss der Salzkonzentration und
der Abkulhlrate wahrend der Assemblierung. Hierbei wurde das gleiche Strukturmotiv wie bei
SCHENNING et al. verwendet, wobei lediglich das Chromophor zugunsten eines Porphyrins substi-

tuiert wurde.[38°0

DAP-Por

linksgangige rechtsgangige
Assemblierung Assemblierung
hohe Abkuhlrate niedrige Abktihlrate
kein NaCl NacCl
oder
hohe Abkihlrate
NaCl

Abbildung 15 Struktur von DAP-Por (rechts) und programmierbare Helizitat der gebildeten As-
semblate (links).

Die Ergebnisse von BALAZ et al geben Einblicke in die Steuerung der Helizitdt durch das umlie-
gende Medium, indem die Assemblate ausgebildet werden. Eine langsame Abkihl-
rate (0,5 °C/min) fihrt zur Ausbildung einer rechtsgangigen Helix, wihrend eine schnelle Ab-
kihlrate (= 13 °C/min) in der Bildung einer linksgangigen Helix von assemblierten DAP-Por
resultiert. Beide Resultate werden in Anwesenheit von Natriumchlorid erzielt. Die dabei vorlie-

gende lonenkonzentration ist ein weiterer Parameter zur Einstellung der helikalen Orientierung.
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So zeigt sich eine Umkehrung der Helizitat zur linksgdngigen Struktur bei niedrigen Abkihlraten

in Abwesenheit des Salzadditives.® 0!

Die herausragende Sequenzspezifitdt der Assemblierung freier Nukleosid-Chromophor Konju-
gate an komplementire DNA wurde ebenfalls durch STuLz et al. gezeigt.!®¥ Dazu wurde magne-
siumbesetztes Tetraazaporphyrin (MgTAP) kovalent an die 5-Position von 2‘-Desoxyuridin ge-
knlpft. Die Assemblierungsversuche an Oligoadenosin (dA) und Oligothymidin (dT) zeigten
einen klaren Fluoreszenzanstieg im Fall der Assemblate mit korrekter Basenpaarung. Da in den
Proben ohne Templat bzw. in Anwesenheit des nicht komplementaren Oligothymidins nur eine
geringfligige Fluoreszenz zu detektieren war, konnte hier eine klare Selektivitat basierend auf
der korrekten Basenpaarung U-A nachgewiesen werden. Aufgrund des sequenzspezifischen
Emissionsverhaltens ist eine potentielle Anwendung in der forensischen Analyse von

Mikrosatelliten (short tandem repeats) denkbar.[&!

¢ ¢
0

MgTAP-dU

dA-Templat dT-Templat dA-Templat

Abbildung 16 Fluoreszenzanstieg von MgTAP-dU bei Assemblierung an ein komplementares
dA-Templat (links) und gleichzeitige Assemblierung von Py-dU / Nr-dU sowie der stattfindende
Energietransfer (rechts).

Im Jahr 2014 publizierten WAGENKNECHT et al. Erkenntnisse zur gleichzeitigen Assemblierung von
Nilrot- und Pyren-modifizierten 2‘-Desoxyuridinen an dA, und dT,-Oligonukleotiden.* °% 92
Beide Konjugate zeigten eine selektive Anlagerung an die komplementaren A-Template, wobei
Nr-dU im Vergleich zum Pyrenanalogon bessere Ergebnisse erzielte. Titrationsexperimente
belegen eine quantitative Besetzung des Templats im Fall des Nilrotkonjugats. Es zeigte sich,

dass die hydrophoben Monomere im Fall von nicht komplementaren T-Templaten bzw. in
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Abwesenheit eines Templats aus der Losung ausfallen und nach Zentrifugation effektiv
abgetrennt werden kdnnen. Bei den Assemblaten konnte unabhidngig vom eingesetzten
Farbstoff eine invertierte linksgdngige helikale Orientierung mittels CD-Spektroskopie
festgestellt werden. Diese Beobachtung steht im Kontrast zu den chromophormodifizierten
Oligonukleotiden, die liber den kovalenten Einbau mehrere dU-Py bzw. dU-Nr Nukleoside
hergestellt wurden. Ein Vergleich weiterer optischen Eigenschaften zeigte ansonsten

vergleichbare Ergebnisse.l®t %3

Bei gemeinsamer Assemblierung der Konjugate resultiert eine statistische Mischung, die abhan-
gig vom eingesetzten Verhiltnis zwischen Py-dU / Nr-dU (20:0-0:20) ist. Die generierten Licht-
sammelsysteme zeigten interessante optische Eigenschaften. Nach selektiver Anregung des
Pyren (Py) bei A= 380nm konnte ein Energietransfer auf Nilrot (Nr) beobachtet werden. Durch
Vergleich der eingesetzten Verhiltnisse konnte ein optimales Assemblierungsverhaltnis von
6:14 (Py-dU / Nr-dU) fiir den Energietransfer bestimmt werden.!®* °* Weitere spektroskopische
Untersuchungen zeigen, dass es zusatzlich zu einem Elektronentransfer von Pyren auf Nilrot
kommt. In darauffolgenden Arbeiten von WAGENKNECHT et al. wurde die Py-dU / Nr-dU Kombi-
nation mit einem fullerenmodifizierten A,o-Templat genutzt, um eine photoaktive Schicht fiir die
Anwendung in einer Solarzelle zu generieren.>°® Hierbei fungiert das 5-terminale Cgo-Fulleren
als finaler Elektronenakzeptor, wodurch eine externe Quanteneffizienz (EQE) von 0,2% erreicht
wurde. Aufgrund der geringen Konzentration des Fullerenakzeptor, kann jedoch ein GroRteil der
freien Ladung nicht genutzt werden. Daher wurde eine Erhéhung der lokalen Fullerenkonzen-
tration in weiteren Arbeiten von WAGENKNECHT et al. angestrebt.!® So konnte zum Einen die
Konzentration durch eine elektrostatische Bindung des kationischen Cso-Fulleren Pyrrolidi-
nium (Ceo-Pyr) an das Riickgrat des Ay-Templats erhoht werden, ohne dabei die Assemblierung
zu stéren. Zum anderen wurde neben Py-dU / Nr-dU als dritter Baustein Cg-dU, entlang eines
Ao-Templat assembliert. Basierend auf diesen Ansatzen wurde eine Verdopplung des EQE-Wert
auf 0,4% erreicht.” Diese Ergebnisse zeigen, das DNA-basierte Lichtsammelsysteme eine
Konvertierung von Lichtenergie in ein elektrisches Potential ermdglichen und damit ein Anwen-
dungspotential in der nachhaltigen Energieerzeugung besteht.!*® Zur Optimierung der erwahn-
ten Energie- und Ladungstransferprozesse setzen solche Systeme eine definierte Struktur vo-
raus. Da beide Konjugate dasselbe Bindungsmotiv nutzen, ist bei diesem Ansatz eine prazise

Steuerung der Chromophorabfolge nicht moglich. Durch die Einfihrung von 2-Amino-2‘-des-
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oxyadenosin (dAp) als weiteres Strukturmotiv kann der mangelnden Steuerung der Assemblie-

3 !

Pe-dU

rungsreihenfolge an AT-Templaten Sorge getragen werden.

Nilrot - Perylen

Fluoreszenzléschung Fluoreszenz durch
durch Nilrot Perylen

Abbildung 17 Schematische Darstellung der sequenzspezifischen Assemblierung entlang eines
AT-Oligonukleotids von Py-dAp / Nr-dU (links) und Py-dAp / Pe-dU (rechts), sowie der unter-
schiedlichen optischen Eigenschaften bedingt durch den Energietransfer zwischen den Chro-
mophoren.

Dadurch wurde erstmals eine orthogonale Anlagerung von zwei Nukleosid-Chromophor Konju-
gaten an verschiedene AT-Sequenzen durch WAGENKNECHT et al. realisiert. Hierbei wurden die
Nilrot® %7 Pyren®* %8 und Perylen®® %! modifizierten Nukleoside von 2‘-Desoxyuridin (dU) und
2-Amino-2‘-desoxyadenosin (dAp) verwendet. Durch die zusatzliche Aminfunktion von dAp im
Vergleich zu Adenosin bilden sich drei anstelle von zwei Wasserstoffbriicken zum komplemen-
taren Thymin aus. Dadurch wird die Selektivitat der Assemblierung maRgeblich erhéht. Die An-
ordnung der verwendeten Chromophore konnte nun durch die Sequenzabfolge der Template
definiert werden. Wahrend die Py-dAp Assemblate am komplementaren Tio eine ausgepragte
Fluoreszenz bei A= 540nm aufgrund einer Exzimerbildung zeigen, kommt es bei der Assemblie-
rung mehrerer Nr-dU Konjugate am Ajo zur vollstandigen Loschung der Fluoreszenz. Aufgrund
der bereits beschriebenen Transferprozesse ist eine Grenzflaichenabhangigkeit der Pyrenemis-
sion bei Anwesenheit beider Konjugate in gemischten Templaten zu erkennen. Dabei verhalt
sich die Intensitat der Pyrenfluoreszenz umgekehrt proportional zur Anzahl der Grenzflachen n

mit Nilrot, das als Fluoreszenzléscher fungiert. Die Assemblierung an einem [A1gT10] Temp-
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lat (n= 1) resultierte in der hochsten Fluoreszenzintensitat und nimmt signifikant bei den Temp-
laten [ATTT]s (n=5) und [AT]1wo (n=19) ab.l*® Die zweite Kombination aus dAp-Py und Pe-dU
zeigte abweichende spektroskopische Ergebnisse unter Beriicksichtigung der Grenzflachen. Im
Gegensatz zum ersten System wird durch den Energietransfer von Pyren auf Perylen die Fluo-
reszenz nicht geloscht. Aufgrund dessen zeigt das [A10T10] Templat (n= 1) die niedrigste Fluores-
zenzintensitdt und nimmt bei den Templaten [ATTT]s (n=5) und [AT]1o (n= 19) schrittweise zu.
Ein gemeinsames Merkmal aller vorgestellten nicht-kovalenten DNA-Chromophor-Systeme ist
ihre geringe Stabilitat gegenliber kovalent verknipften Analoga. So besteht ein signifikanter
Nachteil im Verlust der strukturellen Information, sobald die Chromophor-Assemblate von
Templat getrennt werden. Zur Bewahrung der strukturellen Integritat in Abwesenheit des Temp-
lats ist eine kovalente Verkniipfung ein entscheidender Schritt fiir die Uberfiihrung dieser Sys-

teme in die praktische Anwendungen.

Diese Forschungsliicke wurden durch BROWN, SAGHEER und TAVASSOLI et al. mit einen Ansatz zur

kovalenten Ligation mittels CUAAC von assemblierten Oligonukleotiden geschlossen.100-10¢!
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Abbildung 18 Die Hybridisierung von Oligonukleotiden mit Azid- bzw. Alkinmodifikationen an
ein komplementares Templat (links) resultiert in der korrekten Orientierung der clickfiahigen
Termini zueinander (Mitte). Nach CuAAC sind beide Oligonukleotide mit einem biokompatib-
len Triazolriickgrat verbunden (rechts).
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In einer von BROWN et al. publizierten Arbeit aus dem Jahr 2009 wurden Oligonukleotidfrag-
mente an dem 5'- bzw. 3‘-Terminus mit Azid- und Alkinmodifikationen ausgestattet und mittels
eines Templats korrekt zueinander ausgerichtet. Eine darauffolgende CuAAC fihrt zur Ligation
der Fragmente durch einen artifiziellen Triazolyllinker. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass das
artifizielle Riickgrat an der Ligationsposition durch verschiedene Polymerasen akzeptiert und

eine Amplifizierung des genutzten Templats mittels PCR méglich ist.[1%!

Zusammenfassend stellen nicht-kovalente DNA-Chromophor Systeme eine vielversprechende
Herangehensweise fiir den Aufbau supramolekularer Lichtsammelsysteme dar. Die Vorteile der
Strategie liegen im einfachen Zugang und der hohen Modularitat der eingesetzten Monomere.
Verschiedene Chromophore kdnnen ohne aufwendige chemische Modifikation kombiniert und
sequenzspezifisch angeordnet werden. Des Weiteren werden Loslichkeitsbegrenzungen beim
Aufbau von Multichromophorsystemen mittels der Festphasensynthese umgangen, womit die
angestrebten Systeme deutlich umfangreicher ausfallen kdnnen. Unter Verwendung der kova-
lenten Methode waren vergleichbare Strukturen auf 5-10 Chromophore limitiert und missten
stabil gegenliber den zum Teil harschen Synthesebedingungen sein. Durch den nicht kovalenten
Ansatz entfallt somit eine umfangreiche Syntheseplanung, die zeit- und kostenintensive Arbeits-
schritte erfordert.®® 1%7! Ein signifikanter Nachteil dieses Ansatzes ist die strukturelle Stabilitat:
Da die Assoziation lediglich auf nicht-kovalenten intermolekularen Bindungen wie Wasserstoff-
briickenbindung und nm-Wechselwirkungen beruht, ist eine Dissoziation vom Templat bereits
durch geringfiigige Anderungen des umliegenden Milieus méglich. Dadurch geht die templat-
vermittelte Sequenzinformation verloren, was die Anwendung solcher Systeme und ihrer opti-

schen Eigenschaften nach aktuellem Stand deutlich einschrankt.[2 107]
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2.3.2 Kovalente Chromophor-DNA Systeme

Die verbreitetste Methodik zur Herstellung von Chromophor-DNA Systemen ist der kovalente
Einbau von Farbstoffen. Ein entscheidender Schritt in der effizienten Synthese von Oligonukleo-
tiden war die Etablierung der Phosphoramiditmethode von CARUTHERS et al. im Jahr 1981, 108-
110] Djese hat sich aufgrund hoher Ausbeuten und kurzer Reaktionszeiten zur Standardmethode
in der festphasengestiitzten Oligonukleotidsynthese entwickelt.**! Dariiber hinaus kénnen Bau-
steine auch als Phosphotriester!*'? 113 uynd H-Phosphonat**4%*¢! in ein Oligonukleotid eingebaut

werden.11]

Durch programmierte Kupplungsschritte wird die prazise Positionierung der Chromophore in-
nerhalb einer Sequenz ermdglicht. Die dazu notwendigen Bausteine sind heutzutage in einer
groflen Auswahl kommerziell verfiigbar oder konnen lber etablierte Methoden der organischen

Chemie hergestellt werden. [
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Abbildung 19 Strategien zur Integration von Chromophoren (blau) in Oligonukleotide: A) Ver-
wendung azyklischer oder zyklischer Linker (hier: D-Threolinol), B) Substitution der nativen
Nukleobase, C) Modifikation der Nukleobase (hier: 2‘-Desoxyuridin) und im Fall von RNA durch
D) Modifikation der 2-Hydroxygruppe des Zuckers.

In Abbildung 19 sind die verbreitetsten Methoden zur Ankniipfung der Chromophoren an die zu
inkorporierenden Bausteine zu sehen. Diese sind die Substitution des Nukleosids durch einen
Linker A, die Substitution der Nukleobase B und die Modifikation der Nukleobase C. Bei RNA ist

dariber hinaus noch die Modifikation der 2‘-Hydroxylfunktion D moglich.
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Einbau als Nukleosidsurrogat

Der Einbau eines Chromophors in ein Oligonukleotid geschieht im einfachsten Fall liber einen
Linker, der das Nukleosid an der gewlinschten Position ersetzt. Eine Verwendung von azykli-
schen Linkern als Surrogate hat mehrere Vorteile. Zum einen sind die in Abbildung 20 darge-
stellten Linker synthetisch einfach zuganglich und bieten eine hohe Variabilitdat der Chromo-
phoranbindung. Durch Anderung der Bindungsldnge oder der Konfiguration kénnen Wechsel-
wirkungen zwischen den Chromophoren und der DNA genau studiert werden. Zum anderen
storen sie die helikale Struktur des modifizierten Oligonukleotids geringfiigig, sodass die native

Konformation erhalten bleibt.[t1% 120]
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Abbildung 20 Strukturen gédngiger azyklischer Linker zur Inkorporation von Farbstoffen (blau)
in Oligonukleotide: A) S-Serinol, B) S-Glykolderivat, C) D-Threolinol, D) S-Glycerolderivat,

E) S-Aminopropandiol.

Durch kurze Linker kann eine Interkalation von Chromophore in den Duplex erzwungen wer-
den.?¥ 1221 g1z et al entwickelten daraus sogenannte forced intercalation (FIT)-probes. Auf-
grund der definierten Positionierung von Thiazolorange TO durch einen kurzen Serinollinker
kommt es nach Duplexbildung zur nnt-Stapelung mit den umliegenden Nukleobasen. Dadurch
wird die Flexibilitat des Chromophors eingeschrankt und eine strahlungsfreie Relaxation zuguns-

ten eines Fluoreszenzanstiegs inhibiert.[*23-126]
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Abbildung 21 Hybridisierungssensitiver Fluoreszenzanstieg (Light Up) der Thiazolorange modi-
fizierten FIT-Sonde von SEITZ et al (oben) und die R/S-Linker zur modularen postsynthetischen
Markierung mittels CUAAC von WAGENKNECHT et al. (unten).[126:127]

WAGENKNECHT et al. entwickelten modulare hybridisierungssensitive Sonden durch Verwendung
eines glykolbasierten Alkinlinkers, wie in Abbildung 21 zu sehen. Die Linker wurden nicht als
Phosphoramidite, sondern als H-Phosphonate in die Oligonukleotidsequenz eingebaut. Dies
liegt darin begriindet, dass das freie Elektronenpaar des trivalenten Phosphors im Fall der Phos-
phoramiditmethode mit der Alkinfunktion reagiert. Durch eine [2,3]-sigmatrope Umlagerung
kommt es hierbei zur Bildung eines phosphorylierten Allens.[?® 2 Dje erhaltenen Oligonukleo-
tide wurden postsynthetisch mit einer Auswahl an Cyaninstyrylaziden modifiziert und zeigen
hybridisierungssensitive Eigenschaften, die eine potenzielle Anwendung in der Beobachtung zel-
luldrer Vorgange in vivo erméglichen.™?”! Die notwendige Entfernung zelltoxischer Kupferreste
erfolgt durch Waschschritte mit Natrium-EDTA. Eine postsynthetische Markierung mit Chromo-
phoraziden hat den Vorteil, dass der zuvor eingebaute Alkinlinker vielseitig modifiziert werden
kann und somit die aufwendige Synthese einzelner Phosphoramidite entfallt. Dadurch kénnen
auch Modifikationen eingebracht werden, die die harschen Bedingungen der Festphasensyn-
these, wie die Veranderung des pH-Wertes und Oxidationsschritte nicht iiberstehen.[t7-130-132]
ASANUMA et al. verwendeten D-Threoninollinker zur definierten Positionierung von Pyren und

Perylen als Nukleosidsurrogate und untersuchten den FRET in Abhangigkeit von der sequenziel-
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len Positionierung.*33 Durch die Variation an trennenden AT-Basenpaaren (n= 1-21) zwischen
Pyrendonor und Perylenakzeptor wurde deren Distanz bzw. Orientierung zueinander eingestellt.
Dabei zeigte sich ein deutlicher Abfall der FRET-Effizienz nach 3, 8 bzw. 13 intervenierenden
Basenpaaren. Dies ist auf eine ungiinstige Orientierung der beiden Farbstoffe zuriickzufiihren,
die in einem periodischen Muster von flinf Basenpaaren auftritt. Bei der vorliegenden
B-Konformation entspricht dies einer halben bzw. ganzen Windung der Helix. Das hier beschrie-
bene Verhalten im Rahmen des Zylindermodells zeigt eindrucksvoll die Abhangigkeit des FRETs

von der Distanz und Orientierung beider Partner zueinander.*3% 134
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Abbildung 22 Schematische Darstellung der untersuchten DNA-Sequenzen, welche mit Pyren
und Perylen modifiziert wurden. Die Oligonukleotide unterscheiden sich in der Anzahl interve-
nierender AT-Basenpaaren, um die Distanz- und Orientierungsabhangigkeit des Energietrans-
fer zu untersuchen (links). Ein Vergleich zwischen stationarer (blau/pink) und zeitaufgel6ster
Fluoreszenzspektroskopie (griin), sowie theoretischen Werten des Zylindermodells (rechts).2

Ahnliche Ergebnisse konnten auch durch WILHELMSSON et al. im Jahr 2009 gezeigt werden. Dabei
wurden als FRET-Paar Phenoxazin- und Phenothiazinderivate als C-Nukleoside in Oligonukleo-

tide verbaut.[*3?

2Abbildung 22 (rechts): Nachdruck mit Genehmigung von [133]T. Kato, H. Kashida, H. Kishida, H. Yada, H. Okamoto,
H. Asanuma, J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 741-750. Copyright 2013 American Chemical Society
Lizenznummer: 6247700030649, Abrufdatum: 14. April 2026
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Einbau als Nukleobasensurrogat

Ein weiteres Strukturmotiv stellt die Substitution der Nukleobase dar. Hierbei werden Chromo-
phore {iber eine glykosidische Bindung direkt am anomeren C;-Zentrum des Zuckers gebunden.
Vor allem planare, aromatische Modifikationen erhéhen die Duplexstabilitat durch nn-Wechsel-

wirkungen mit benachbarten Nukleobasen.?% 27,1361

Kool et al. konnten durch die Ankniipfung unpolarer Modifikationen zeigen, dass die H-Briicken
zwischen den Basen nicht den entscheidenden Faktor fiir die Duplexstabilitat darstellen.?” 137]
Dazu wurden Benzol, Naphthalin, Phenanthren und Pyren als C-Nukleoside an den 5°-Terminus
von selbstkomplementaren Oligonukleotidsequenzen eingebaut. Im Vergleich zum unmodifi-
zierten Referenzstrang zeigte sich ein Anstieg der Schmelzpunkte T, mit zunehmendem
ni-System der Modifikation am 5‘-Terminus. Dabei wies das pyrenmodifizierte Oligonukleotid die
hochste Schmelztemperatur von Tp,= 64,1°C auf. Dies entspricht einem Anstieg um AT= 23,1°C

im Vergleich zur Referenz.?”]
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Abbildung 23 Schematische Darstellung eines Biphenylstapels aufgrund von nnt-Stapelung im
Inneren eines Duplex.

Spater zeigten LEUMANN et al. ebenfalls den positiven Einfluss auf die Duplexstabilitat durch den
Einbau von bis zu vier Biphenyleinheiten. Dabei ordnen sich die planaren Biphenyle im Inneren
des Duplex reiRverschlussartig an und erhéhen dessen Schmelztemperatur. CD-Spektren bele-
gen dabei, dass der erhohte Platzbedarf durch die Chromophorstapel nicht die native Konfor-

mation der DNA stort. 138139
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Ein Kompendium zahlreicher Multichromophorsysteme generierten KooL et al auf Basis ver-
schiedener chromophormodifizierter Bausteine innerhalb eines Oligonukleotids. Durch Kombi-
nation der Chromophore und ihrer Anordnung wurden Oligodesoxyfluoroside (ODF) erhalten.
Zuerst wurden vier verschiedene Chromophore verwendet, was in 256 ODFs resultierte.[*4%!
Diese unterscheiden sich zum Teil deutlich in ihren optischen Eigenschaften von den einzelnen
Chromophoren, was den Einfluss der DNA als strukturgebendes Gerliist unterstreicht. Anstatt
die Eigenschaften der isolierten Bausteine lediglich zu addieren, agieren die ODFs eher als ein

zusammenhangendes, groBes Chromophor.4%!
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Abbildung 24 Beispielhafte Anordnung von verschiedenen Chromophoren zu einem Oligodes-
oxyfluorosid (ODF) (oben) und die Emissionsfarben von 23 verschiedener ODFs nach Anregung
bei Aexc= 354 nm (unten).?

Durch Etablierung weiterer Chromophore konnte die Bibliothek schlieflich auf 14000 ODFs er-
weitert werden.**? Aufgrund der hohen Modularitit dieses Systems kann die Emission (iber
einen breiten Spektralbereich eingestellt werden. So zeigt eine Auswahl von 23 ODFs nach An-

regung bei A= 354 nm eine Emission (iber den gesamten visuellen Bereich.

3Abbildung 24 Nachdruck mit Genehmigung von [141]Y. N. Teo, J. N. Wilson, E. T. Kool, J. Am. Chem. Soc., 2009, 131,
3923-3933. Copyright 2013 American Chemical Society, Lizenznummer: 6250060516730 Abrufdatum: 15. April 2026
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Eine moglich Anwendung der ODFs in der zelluldren Bildgebung ware denkbar, da der apparative
Aufwand zur Detektion verschiedener Emissionen nach Anregung bei der gleichen Wellenléange

erheblich geringer ist.[**!

Einbau als Nukleobasenmodifikation

Die Modifikation der Nukleobase stellt eine weitere Moglichkeit dar. Ein groBer Vorteil im Ver-
gleich zu den vorherigen Methoden ist die Erhaltung der WATSON-CRICK-Basenpaarung. Dabei ist
die Wahl der Modifikationsposition entscheidend: Eine Konjugation an der 5-Position von Pyri-
midinen beziehungsweise an der 7-Position von 7-Deazapurinen resultiert in einer nativen
anti-Konformation. Eine Konjugation an der 8-Position bei den Purinbasen fihrt zur
syn-Konformation und die WATSON-CRICK-Basenpaarung wird negativ beeinflusst.[*4314¢! Zyr An-
bringung der Chromophore werden meist kurze Acetylenlinker verwendet. Diese ermdglichen
eine elektronische Kopplung mit der Nukleobase, sodass die optischen Eigenschaften der
Chromophore beeinflusst werden.[**”! Diese Motive werden meist {iber palladiumkatalysierte
Kreuzkupplungen nach SONOGASHIRA oder SUzUKI-MIYAURA aufgebaut. Eine direkte Anbindung des
Chromophors an die Nukleobase ist ebenfalls moglich, wobei die sterische Hinderung zwischen

den Kupplungspartnern einen negativen Einfluss auf die Reaktion haben kann.[2 148

Neben den bereits erwdahnten Ergebnissen zur Selbstassemblierung von Porphyrin an DNA, zeig-
ten STuLzZ et al. den Aufbau definierter DNA-Porphyrin-Architekturen Uber einen kovalenten
Ansatz. Die erforderlichen Bausteine wurden durch SONOGASHIRA-Kupplung der ethinylmodifi-
zierten Diphenyl- und Tetraphenylporphyrine an 5-lod-2‘-desoxyuridin erhalten.*4>% Durch In-
korporation als Phosphoramidite konnten Oligonukleotide mit bis zu elf Porphyrineinheiten
erhalten werden. Aufgrund der definierten Chromophoranordnung wurden sehr stabile Duplexe
erhalten, bei denen sich die Porphyrine in die groRe Furche schieben. Dabei ordneten sich diese
in einer reilverschlussartigen Stapelung an, die bereits durch LEUMANN et al beschrieben

wurde.[38
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Abbildung 25 Modifizierte Einzelstrange zeigen bei Hybridisierung zum Duplex eine reillver-
schlussartige Stapelung der zwei Chromophore. Durch rdumliche Nahe kommt es zu einem
Energietransfer zwischen metallierten (links) und unbesetzten Porphyrinen (rechts).

Durch Besetzung der Porphyrine eines Einzelstrangs mit Zink konnten gemischte Duplexe erhal-
ten werden. In den alternierenden Stapeln aus metallierten und unbesetzten Porphyrinen konn-
ten Energietransferprozesse durch Anderung der Emissionseigenschaften detektiert werden.
Die raumliche Nahe resultiert dabei in einer Fluoreszenzléschung der metallierten Porphyrine

bei gleichzeitigem Fluoreszenzanstieg der unbesetzten Spezies.[*41°1

Ein weiteres Anwendungsbeispiel von Nukleobasenmodifikationen fir den Aufbau von definier-
ten Multichromophorsystemen zeigten WAGENKNECHT et al. im Jahr 2015.0*4 Dabei gelang es
erstmals ein weilllichtemittierendes Oligonukleotid mit Pyren (Py-dU) und Nilrot (Nr-dU) modi-
fizierten 2‘-Desoxyuridinen herzustellen.>? Im Einzelstrang konnte nach selektiver Anregung
von Py-dU bei Aexc= 380 nm ein Fluoreszenzanstieg von Nr-dU bei A= 665 nm aufgrund eines
Energietransfers beobachtet werden. Dabei konnte eine Energietransferrate von
ker= 5,20 - 10° s bestimmt werden. Die Hybridisierung mit einem komplementiren Gegen-
strang verandert die rdumliche Orientierung beider Chromophore zueinander, wodurch der
Energietransfer partiell gestort wird. Dies lasst sich in einer Abnahme der Energietransferrate

auf ker= 1,70 - 10° st quantifizieren. Die Abnahme der Transfereffizienz in Abhingigkeit von der
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relativen Orientierung deckt sich mit den von ASANUMA et al. beschriebenen Ergebnissen im Rah-

men des Zylindermodells.*3¥

Im Doppelstrang zeigte sich daher ein Anstieg der Pyrenemission bei A= 440 nm und ein daraus
resultierendes Intensitatsverhaltnis von /= 0,96. Dieses Verhaltnis ergibt in der Wahrnehmung
eine weiRe Fluoreszenzfarbe.!**? In einer weiteren Studie wurde das Donor-Akzeptor-Paar mit
einem perylenmodifizierten 2‘-Desoxyuridin (Pe-dU) ergédnzt. Dadurch wurde die spektrale Li-
cke zwischen Py-dU und Nr-dU verringert, um den Energietransfer zu verbessern.!** Durch Steu-
erung der Abstande zwischen den eingebauten Chromophoren konnten die optischen Eigen-
schaften der Oligonukleotide gesteuert werden. Bei Vorhandensein eines trennenden
Adenosins zeigt sich nach Anregung von Pyren Aex.= 380 nm eine ausgepragte Nilrotemission bei
A= 668 nm, bedingt durch einen Energietransfer Giber das dazwischengeschaltete Perylen. Durch
direkten Einbau der drei modifizierten Bausteine nacheinander, kommt es zu einer vollstandigen
Loschung der Nilrotfluoreszenz. Grund hierfir ist ein entgegengesetzter Ladungstransfer (LT)

der nur bei geringen Abstinden abliuft.!>!
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Abbildung 26 Strukturen der pyren-, perylen- und nilrotmodifizierten 2‘-Desoxyuridine (oben)
und die resultierenden Chromophor-Oligonukleotid Systeme (unten): Die Kombination von
Py-dU / Nr-dU zum Erhalt einer weiRlichtemittierenden DNA (links) und eine Ergdnzung zum
Trichromophorsystem mittels Pe-dU (rechts).
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In Analogie zu den modularen hybridisierungssensitiven Sonden von WAGENKNECHT et al. konn-

ten CARELL et al. einen Zugang zu Trichromophorsystemen mittels postsynthestischer CUAAC zei-

gen.[127, 153]
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Abbildung 27 Strukturen der clickfahigen Bausteine (oben) und Synthesestrategie zum Trichro-
mophorsystem (unten) nach CARELL et al.

Dabei wurden Oligonukleotide mit bis zu drei orthogonalen Clickpositionen unter Verwendung
von 5‘-Octadiinyl-2‘-desoxythymidin und die mit TMS bzw. TIPS geschiitzten Analoga hergestellt.
Die modulare Synthesemethode basiert auf folgenden Beobachtungen: Nach der Festphasen-
synthese ist die erste Alkinfunktion des ungeschitzten Thymidinderivats direkt zuganglich und
kann mit einem ersten Chromophorazid umgesetzt werden. Die TMS-Schutzgruppe des zweiten
Bausteins ist stabil unter den Bedingungen der Festphasensynthese und der ersten Clickreak-
tion. Simultan zur ammoniakalischen Abspaltung des Oligonukleotids von der Festphase wird
der TMS-modifizierte Baustein desilyliert, wodurch die zweite Clickposition zugénglich wird.
Wahrend der ammoniakalischen Abspaltung des Oligonukleotids und der zweiten Clickreaktion
ist das TIPS-geschiitzte Alkinderivat stabil. Aufgrund der deutlich héheren Stabilitdt der
TIPS-Schutzgruppe erfolgt eine quantitative Entschiitzung erst durch Zugabe von Tetrabutyl-
ammoniumfluorid (TBAF), wodurch der Zugang zu einer weiteren Alkinfunktion eréffnet wird.
Basierend auf dieser Strategie konnten dreifachmodifizierte Oligonukleotide in einer hohen Va-

riabilitat und Ausbeute erhalten werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Im ersten Projekt wurde ein Assemblierungsansatz verfolgt, der durch nicht kovalente Wechsel-
wirkungen einen Aufbau von supramolekularen Strukturen ermdoglicht. Das zweite Projekt un-
tersucht den Aufbau funktioneller Strukturen Uber einen kovalenten Ansatz. Die Charakterisie-
rung der erhaltenen DNA-Chromophor-Architekturen wurde im Kontext einer potenziellen

Anwendung als artifizielles Lichtsammelsystem durchgefiihrt.

3.1 Assemblierung zu Chromophor-DNA-Architekturen

Basierend auf den Erkenntnissen von WAGENKNECHT et al. zum Aufbau supramolekularer Struk-
turen wurde in diesem Projekt die Synthese und Anwendung eines clickmodifizierten

5-Pyren-2‘-desoxyuridins (Py-dU-click) untersucht.

Py-dU-click

Abbildung 28 Struktur des clickfahigen Derivats von 5-Pyren-2‘-desoxyuridin (Py-dU-click)

Durch Einfihrung von clickfahigen Funktionen soll eine Ligation mittels kupferkatalysierter
Azid-Alkin-Cycloaddition (CUAAC) der Assemblate ermdoglicht und damit die gewiinschten se-
qguenzkontrollierten Architekturen erhalten werden. Nach Abtrennung des strukturgebenden
Templats bleibt dadurch die Sequenzinformation vorhanden, was ein entscheidender Fortschritt

zum bisherigen Forschungsstand bedeutet.
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3.1.1 Synthese clickfahiger Nukleosid-Chromophor Konjugate

Zu Beginn wurde die Synthese des pyrenmodifizierten 2‘-Desoxyuridins 1 durchgefiihrt. Dazu
wurde eine SONOGASHIRA-Kreuzkupplung zwischen 5-lod-2‘-desoxyuridin und 1-Ethinylpyren in

trockenem DMF nach Schema 1 durchgefiihrt.
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Schema 1 Synthese des Chromophor-Nukleosid-Konjugats 1:
a) 0.20 Aqg. Pd(PPhs)s, 0.20 Aq. Cul, 1.0 Aq. I/11, 2.50 Aq. NEts, abs. DMF, 60 °C, 21 h.

Nach Ablauf der Reaktion zeigte eine DC-Kontrolle die Bildung mehrere Produkte bei vollstandi-
gem Umsatz der Edukte an. Eine Trennung dieser Produkte mittels Sdulenchromatografie war
nur unzureichend moglich, sodass nur eine geringfiigige Menge (< 10mg) von unreinem Pro-
dukt 1 isoliert werden konnte. Aus diesem Grund wurde eine Optimierung der Kupplungsreak-
tion versucht, um die Bildung von Nebenprodukten zu unterbinden und damit die Aufreinigung
zu erleichtern. Die Optimierung umfasste verschiedene Reaktionsparameter. So wurde das vor-
liegende Losungsmittel, die Art und Beladung des Palladiumkatalysators sowie die Temperatur
und die Reaktionszeit variiert. Der vollstandige Austausch der Reaktionsatmosphdre wurde
durch die Freeze-Pump-Thaw-Methode (F-P-T) sichergestellt. Dabei wurde die Reaktionslosung
zu Beginn mit fliissigem Stickstoff eingefroren und durch Anlegen eines Vakuums von der Gas-
phase befreit. Durch langsames Auftauen der Reaktionslosung im statischen Vakuum wurden
geloste Gase aus der flissigen Phase ausgetrieben. Die finale Argonbegasung stellte eine hoch-

wertige Reaktionsatmosphare bereit.
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Die Optimierung der genannten Parameter wie in Tabelle 1 zu sehen, konnte jedoch keine sig-

nifikante Verbesserung der erhaltenen Ausbeute und Reinheit erzielen.

Tabelle 1 Optimierung der SONOGASHIRA-Kreuzkupplung zur Synthese von Py-dU.

Parameter Test A Test B Test C Test D
Temperatur 40°C 60°C 60°C 60°C
Katalysator 0.6 Aq. 0.2 Aq. 0.2 Aq. 0.2 Aq.

Pd(PPhs)s/ Cul | Pd(PPhs)s/ Cul | PdCly(PPhs)2/ Cul | PdCly(PPhs),/ Cul

Losungsmittel DMF/NEts3 THF/NEt;(3:1) NEts THF/NEt;(3:1)
Entgasung F-P-T F-P-T F-P-T F-P-T
Zeit 21h 21h 8h 21h

Anderung Temperatur | Losungsmittel Pd-Katalysator Pd-Katalysator

Katalysator 1 Entgasung Losungsmittel Losungsmittel

Entgasung Entgasung Entgasung
Reaktionszeit |

In Ubereinstimmung mit friiheren Forschungsergebnissen der Arbeitsgruppe WAGENKNECHT zur
Synthese dhnlicher Zielverbindungen wurde eine Maskierung der freien Hydroxylfunktionen an
der 2‘-Desoxyribose als vielversprechend angesehen.!**”) Die Schiitzung hat mehrere positive Ef-
fekte: Zum einen wird die Loslichkeit von Il in organischen Losungsmitteln erhéht und zum an-
deren kann eine mogliche stérende Koordinierung der Hydroxylgruppen an den Palladiumkata-
lysator unterbunden werden.*® Des Weiteren soll durch die Absittigung der Hydroxyl-
funktionen eine einfachere Aufreinigung mittels Sdulenchromatografie erreicht werden. Fir die
temporare Maskierung wurde die Einfiihrung von tert-Butyldimethylsilylgruppen (TBDMS)
bevorzugt. Ein entscheidender Vorteil dieser Schutzgruppe ist die milde Abspaltung unter Ver-
wendung von Fluoridquellen, wie Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF).*>* Das Auftreten von
sauren, basischen oder oxidierenden Bedingungen, die fir die Abspaltung von gangigen Schutz-

gruppen wie Dimethoxytrityl (DMTr) oder Acetyl (Ac) erforderlich sind, werden dadurch vermie-

den.[154-156]
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Ausgehend von kommerziell verfligbarem 5-lod-2‘-desoxyuridin | wurde in einem ersten Syn-
theseschritt beide Hydroxylfunktionen nach einer Methode von KOBAYASHI et al. (Schema 2) sily-

liert.1t>7!

OH OTBDMS
| 2

Schema 2 Synthese des geschiitzten Nukleosids 2: a) 3.50 Aq. TBDMSCI, 5.00 Aq. Imidazol, abs.
DMF, RT, 3 h, 95 %.

AnschlieBend wurde 2 in einer palladiumkatalysierten Kreuzkupplung nach SONOGASHIRA et al.
mit Ethinylpyren Il umgesetzt. Durch Verwendung des geschiitzten Nukleosids 2 konnte ein
deutlicher Anstieg der Ausbeute und eine verbesserte sdulenchromatografische Aufreinigung
der Zielverbindung 3 festgestellt werden. Durch Entschiitzung von 3 konnte die angestrebte

Verbindung 1 in quantitativer Ausbeute erhalten werden.
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Schema 3 Synthese des dU-Pyren-Konjugats 1:

a) 0.10 Aqg. Pd(PPhs)4, 0.50 Ag. Cul, 1.10 Aq. Ethinylpyren, 2.50 Aq. NEts, abs. DMF,

60 °C, 18 h, 48 %; b) 6.00 Ag.NEts-3HF, RT, 18 h, quant.

Zur nachfolgenden Einfiihrung der Clickmodifikationen wurde in einem ersten Schritt die
5‘-Hydroxylfunktion von 1 mit Mesylchlorid verestert. Dadurch wurde die reaktionstrage Funk-
tion in eine gute Abgangsgruppe fiir die nachgeschaltete Substitution mit Natriumazid tber-
fihrt. Durch diese Strategie konnte in quantitativer Ausbeute das Azid als erste Clickmodifika-
tion an der 5'-Positon eingefiihrt werden. Im letzten Schritt wurde an der 3‘-Position von
Verbindung 4 durch Deprotonierung mit Natriumhydrid und anschlieender Umsetzung mit Pro-

pargylbromid quantitativ eine Alkinfunktion als zweite Clickmodifikation eingefiihrt. Die clickfa-
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hige Zielverbindung 5 wurde mit einer Gesamtausbeute von 36% lber sechs Synthesestufen er-

halten.
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Schema 4 Synthese des clickfihigen dU-Pyren-Konjugats 5: a) 1.00 Ag. Mesylchlorid,
abs. Pyridin, RT, 18 h; b) 2.00 Aq. NaNs, abs. DMF, 50 °C, 18 h, 84 %; ¢) 1.00 Aq. NaH, abs. THF,
1.00 Aq. Propargylbromid, 0 °C, 18 h, quant.

Aufgrund mangelnder Stabilitdt wurden die Produkte 4-5 durch Flissig-Fllssig Extraktion und
kurze Filtersdaulen aufgereinigt. Die Anwesenheit von leicht sauren Bedingungen fiihrte zu einer
Zersetzung, wobei vermutlich die glykosidische Bindung als Schwachstelle zu identifizieren ist.
Bereits bei natiirlichen Nukleosiden ldsst sich unter Einwirkung von sauren Bedingungen eine
langsame Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung erkennen. Dies ist vor allem bei Adenin und
Guanin zu beobachten.**® Durch Anbindung eines elektronenreichen Chromophors wie Pyren,
sollte die Stabilitdt dieser Bindung zwar nicht nachteilig beeinflusst werden, kann jedoch als

mogliche Ursache nicht vollstandig ausgeschlossen werden.
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3.1.2 Assemblierung des clickfahigen Konjugats an DNA-Template

Nach erfolgreicher Synthese des clickfahigen Chromophor-Nukleosid-Konjugats 5 wurde dessen
Assemblierung an verschiedenen DNA-Templaten untersucht. Dazu wurden komplementéare

Oligo-An-Strange zunehmender Lange (A1o, A20) und ein nichtkomplementéarer Oligo-Tye-Strang

verwendet.
A-Templat - - T-Templat -
» © -
a8 0 B ‘f}
VS.
—©
- -0
- o
Basenpaarung Keine Basenpaarung
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N N-H ® o) ©
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N----- \ N-H
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1%1 o)
A-Templat 9 T-Templat 9

Abbildung 29 Idealisiertes Assemblierungsverhalten lber H-briickenvermittelte
WATSON CRICK-Basenpaarung des clickfahigen dU-Py-Konjugats 5 an ein komplementares
A-Templat (links) und an ein nicht komplementéares T-Templat (rechts).

GemaR der H-Bricken vermittelten Basenpaarung nach WATSON-CRICK bildet das Konjugat 5
deutlich stabilere Assemblate mit komplementdren A-Templaten. Durch Ausbildung von zwei
Wasserstoffbriicken kommt es zu einem Energiegewinn von 17 kl/mol bei korrekter Basenpaa-
rung.%34 Da die Stabilitat der Assemblate, wie bereits erwahnt durch nm-Wechselwirkung ge-

wahrleistet wird, wirkt sich die Anbindung des planaren Pyren positiv auf die Ausbildung dieser

aUS.[27’ 32]
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Da der Assemblierungsprozess auf einem empfindlichen Gleichgewicht zwischen angelagerten
und im Medium gelésten Konjugaten beruht, kann bereits eine geringfiigige Anderung duRerer
Faktoren einen drastischen Einfluss haben. Eine genaue Kontrolle (iber die Rahmenbedingungen
ist daher elementar, um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Durch Vorarbeiten von

WAGENKNECHT et al. sind die wichtigsten Parameter bekannt und in Abbildung 30 zu sehen.

frei in Losung

Templatlange
—>

V4

Konzentration
—>

W0 e

Temperatur
—>

Salzadditiv
—>

Kosolvens
—>

assembliert am Templat

Abbildung 30 Auswahl der wichtigsten Einflussfaktoren auf das dynamische Gleichgewicht zwi-
schen assemblierten und gel6sten ,,freien” Konjugaten in wassriger Losung.

Ein wichtiger Parameter zur Optimierung der Assemblierung von 5 ist die Wahl des geeigneten
Losungsmittels, in dem 5 solvatisiert wird. Da Nukleoside in der Regel eine geringe Loslichkeit in
Wasser zeigen, ist der Einsatz eines organischen Kosolvens notwendig. Dieses muss im Wesent-
lichen zwei gegensatzliche Anforderungen erfillen: Zum einen muss die Loslichkeit des Konju-
gats 5 in wassriger Losung ausreichend hoch sein, damit eine vorzeitige Prazipitation aus der
Losung verhindert wird. Zum anderen muss die Loslichkeit von 5 begrenzt sein, damit eine Ab-
trennung der assemblierten Konjugate von den in Losung frei vorliegenden maoglich ist. Des Wei-
teren darf das Losungsmittel keinen oder nur einen geringfligigen Einfluss auf die spezifischen
H-Briickenbindungen der Basenpaarung haben, um eine definierte Assemblierung zu gewahr-

leisten. Basierend auf Vorarbeiten von WAGENKNECHT et al. mit strukturell ahnlichen Konjugaten
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wurden als mogliche Lésungsmittel Methanol und Dimethylsulfoxid (DMSO) untersucht.[% 2

Dazu wurde eine Stammldsung von 5 aus dem jeweiligen Losungsmittel hergestellt, wobei die
Konzentration so angepasst wurde, das durch Zugabe des notwendigen Aliquotes ein finaler Ko-
solvensanteil unter 2% vorlag.[*>® 1% Dijes ist notwendig, weil DMSO bei héheren Anteilen die
H-Briicken vermittelte Basenpaarung stort und somit eine Aushildung stabiler Assemblaten
unterbindet.[*>>1%% Fir den Vergleich wurden 75 uM 5 zu den wissrigen Proben gegeben und

fir eine Stunde auf einem Horizontalschittler (450 u/min) homogenisiert.
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Abbildung 31 Normierte UV/Vis-Absorptions- und Fluoreszenzspektren zur Abschatzung der
Loslichkeit von Verbindung 5 in wassrigem Medium unter Verwendung von Methanol oder
DMSO als Kosolvent. (c= 75 uM; ddH;,0; Aexc= 385 nm; 20 °C)

Die spektroskopischen Daten in Abbildung 31 zeigen einen signifikanten Einfluss des Kosolvens.
So zeigt sich eine deutlich héhere Absorption des DMSO-haltigen Ansatzes, was eine gesteigerte
Loslichkeit von 5 im wassrigen Medium nahelegt. Wahrend in Methanol mogliche Aggregations-
prozesse oder Prazipitation von 5 die Extinktion mindern, stabilisiert ein geringer DMSO-Anteil
das Konjugat besser in Wasser. Ein entgegengesetzter Trend zeigt sich jedoch in der Interpreta-
tion der Emission (Abbildung 31, rechts): Hier weist die methanolhaltige Probe eine deutlich ho-
here Fluoreszenzintensitat auf. Die flr Pyren typische vibronische Feinstruktur der Fluoreszenz
im Bereich zwischen A= 385-450 nm ist aufgrund von Aggregationseffekten nicht zu sehen. Statt-
dessen ist eine strukturlose bathochrom verschobene Emissionsbande im Bereich zwischen
Aem= 400-650 nm gegeben.!*%? Dies deutet eindeutig auf die Aggregation mehrere hydrophober
Pyreneinheiten in wissriger Lésung und der damit verbundenen Bildung von Exzimeren hin.[6?
Da die Fluoreszenz im Gegensatz zur Absorption deutlich sensitiver auf Wechselwirkungen mit

dem umgebenden Medium reagiert, ist sie fiir die Quantifizierung der Solubilisierung von 5
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weniger belastbar. So kdnnen verschiedene Phdanomene, wie zum Beispiel eine aggregationsin-
duzierte Intensitatsanderung auftreten, die das detektierte Signal von der vorliegenden Stoff-
menge entkoppeln.*? Aus diesem Grund wurde der Absorption eine hdhere Gewichtung in der
gualitativen Beurteilung gegeben und DMSO als das geeignetere Losungsmittel fiir Konjugat 5
festgelegt. Ein weiterer Parameter ist die lonenstdrke des Mediums. Aufgrund des geladenen
Phosphatriickgrats handelt es sich bei DNA um ein Polyanion, welches bei gegenseitigem Kon-
takt in Losung eine elektrostatische AbstoRung erfahrt. Die Zugabe von Salzen wie Natriumchlo-
rid fihrt zur Kompensation dieser Krafte durch Na*-Kationen und resultiert in einer Erhéhung
der Duplexstabilitat.[**3 Dabei wird als Nebeneffekt die Polaritit der wiassrigen Lésung erhoht.
Aufgrund der Tatsache, dass das Konjugat 5 im Vergleich zu einem Oligonukleotid tGber kein ge-
ladenes Riickgrat verflgt, entfallt der positive Einfluss von Salzen im wassrigen Medium. Viel-
mehr fihrt eine Erhéhung der Polaritdt des Mediums zu einer Verschlechterung der Loslichkeit
von 5. Daher wurde auf die Zugabe von Salzen zu den Assemblierungsldésungen verzichtet.[®”
Aus Vorarbeiten hat sich eine Templatkonzentration von 2,50 pM und ein 1,5-facher Uberschuss
des zu assemblierenden Konjugats pro Bindungsstelle als vorteilhaft erwiesen. 8 % 8 1641 pje
Template wurden in der angegebenen Konzentration vorgelegt und mit den entsprechenden

Volumina einer 10 mM Stammlésung von 5 in DMSO versetzt.

Tabelle 2 Ubersicht der hergestellten Proben fiir die Assemblierungsversuche.

Templat ¢ (Templat) V (Stammlésung) c (Konjugat 5)

[uM] [uL] [uM]
oT* - 7,50 75,0
Ao 2,50 3,75 37,5
Az 2,50 7,50 75,0
Ta0 2,50 7,50 75,0

*hier wurde ein theoretisches N,o-Templat zur Berechnung herangezogen.

Durch Erwarmen auf 90 °C fiir 10 min wurden die Template linearisiert und damit die Bindungs-
stellen fiir eine Assemblierung von 5 zugdnglich gemacht. Eine langsame Abkihlrate von

ca. 1 °C/min stellte dabei sicher, dass eine sequenzspezifische Assemblierung erfolgen konnte.
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In Abbildung 32 ist die spektroskopische Analyse der Assemblierung von 5 an verschiedene

Template zu sehen.
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Abbildung 32 UV/Vis-Absorptions- (links) und normierte Fluoreszenzspektren (rechts) der As-
semblierungen von 5 an verschiedene Template

(Cremplat= 2,5 UM, ¢ 5= 37,5-75 uM; ddH,0; Aexc= 385 nm; 20 °C).

In den UV/Vis-Absorptionsspektren ist die charakteristische Feinstruktur des Pyrens mit zwei
Maxima bei A= 380 nm und A= 405 nm zu erkennen. Das Fehlen der Feinstruktur im Emissions-
spektrum deutet auf eine Assemblierung mehrerer Konjugate 5 an den vorliegenden Templaten
hin. Die daraus resultierende rdumliche Nahe fiihrt zur Bildung von Exzimeren, wobei ein ange-
regtes Pyrenmolekiil seine Energie auf ein benachbartes Pyren iibertragt.!*6> ¢! Dadurch kommt
es zur charakteristischen, bathochrom verschobenen Fluoreszenz ohne die typische Feinstruktur
im Bereich zwischen A= 400-650 nm (Amax= 505 nm) und einer deutlichen STOKES-Verschiebung
von AA=4829 cm? .17 18] Dariiber hinaus ist bei Ay eine zweite Fluoreszenzbande bei
A> 625 nm zu erkennen, welche vermutlich auf die Ausbildung von J-Aggregaten zuriickzufiihren
ist.[166: 1691 Djese bilden sich bei einer linearen Anordnung der Pyreneinheiten aus und geben so-
mit Riickschllsse auf die Anordnung im assemblierten Zustand. Reine Pyrenstapel, die sich durch
ihren hydrophoben Charakter in wéassrigen Medien ausbilden, kénnen als Ursache aufgrund der
nicht vorhandenen Absorption beim Assemblierungsansatz ohne Templat oT ausgeschlossen
werden. Im Fall des langsten komplementaren Azo-Templats zeigt sich die hdchste Absorptions-
und Emissionsintensitdt des assemblierten Konjugats 5. Gemafl der Erwartung fihrt das
Axo-Templat zur Ausbildung der stabilsten Assemblate, weil die Anzahl an Bindungsstellen mit
korrekter Basenpaarung am hochsten und eine Anlagerung von 5 lber nm-Wechselwirkungen

stabilisiert ist. Der Einfluss der korrekten Basenpaarung ist bei einem direkten Vergleich zwi-
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schen Az und Tz zu erkennen. Es zeigt sich ein deutlicher Unterschied in den ermittelten spekt-
roskopischen Intensitdten bei gleicher zugegebener Stoffmenge von 5. Das nicht komplemen-
tare Tyo-Templat ist entgegen der Erwartung in der Lage, einen geringen Anteil von 5 in Losung
zu halten. Dies geschieht vermutlich tber bereits erwdhnte unspezifische nm-Wechselwirkun-
gen, die aufgrund der zunehmenden Templatldnge verstarkt zum Tragen kommen. Hier wird der
energetische Gewinn durch die mm-Wechselwirkung und die damit verbundene stabile Assem-
blierung von 5 so dominant, dass der energetische Nachteil einer Basenfehlpaarung kompen-
siert wird. Somit verliert die korrekte Basenpaarung mit zunehmender Templatlange ihre Rolle
als primarer Selektivitatsfaktor der Assemblierung. Aullerdem ist ein rdumlicher Versatz zwi-
schen der Nukleobase von assembliertem Konjugat 5 und dem Txo-Templat denkbar, was in der
Bildung einer Pseudobasenpaarung resultiert. Solche Abweichungen zur reguldren Basenpaa-

rung wurden durch CRicK im Jahr 1966 im Rahmen der Wobble-Hypothese vermutet.

Obwohl eine korrekten Basenpaarung beim Ajo-Templat vorliegt, zeigt dieser Ansatz die gerings-
ten Intensitaten. Aus dieser Beobachtung lasst sich offenbar eine Mindestlange der Template
zwischen 10-20 Nukleotiden ableiten, um stabile sequenzspezifische Assemblate bei den vorlie-
genden Parametern mit den pyrenmodifizierten 2‘-Desoxyuridinen zu erhalten. Diese Vermu-
tung deckt sich mit publizierten Ergebnissen von WAGENKNECHT et al. zur Assemblierung ahnli-
cher Derivate.[®® % Aus thermodynamischer Sicht reicht der Enthalpiegewinn, der durch die
korrekte Basenpaarung und kooperative Wechselwirkungen zwischen den assemblierten Konju-
gaten zustande kommt, bei kurzen Sequenzen wie Ajp nicht aus, um die Assemblate zu stabili-
sieren und der Hydrophobizitdt des freien 5 entgegenzuwirken. Eine Ausnahme davon stellen
die nilrotmodifizierten 2‘-Desoxyuridine dar, die auch beim kurzen Aje-Templat stabil assem-

blieren.!84
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Durch eine Erhéhung der Templatkonzentration auf 3,75 UM wurde daher versucht, auch mit
kirzeren Templaten stabile Assemblate auszubilden. Die UV/Vis-Absorptions- und Fluoreszenz-

spektren sind in Abbildung 33 zu sehen.
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Abbildung 33 UV/Vis-Absorptions- (links) und normierte Fluoreszenzspektren (rechts) der As-
semblierungen von Verbindung 5 an verschiedene Template

(Cremplat= 3,75 UM, cs= 56,25-112,5 uM; ddH;0; Aexc= 385 nm; 20 °C).

In Ubereinstimmung mit den vorherigen Assemblierungsexperimenten liegt bei Vorhandensein
eines Az Templats die hochsten Intensitdten und beim Fehlen eines Templats die niedrigsten
Intensitdten vor. Im Fall des Aio-Templats ist es gelungen, ein héheren Anteil von 5 in Lésung zu
halten. Die gleichzeitige Intensitatszunahme beim Vorhandensein eines nicht komplementaren
Taolegt jedoch den Schluss nahe, dass eine Erhéhung der Templatkonzentration einen negativen
Effekt auf die Assemblierungsselektivitat hat. Dies ist auf eine unspezifische nn-Wechselwirkung

zurickzufiihren.

Im Allgemeinen lasst sich die Reproduzierbarkeit der Assemblierungsansatze als nicht zufrieden-
stellend einordnen, wie anhand der grafisch dargestellten Standardabweichungen in
Abbildung 32 und Abbildung 33 zu sehen ist. Dieses Ergebnis ist auf das dynamische Gleichge-
wicht zwischen assemblierten und freien Konjugaten 5 sowie dessen Abhangigkeit von einer
Vielzahl an duferen Einflussfaktoren zuriickzufiihren. Diese Faktoren lassen sich nicht isoliert
voneinander betrachten, sondern liegen als komplexes Zusammenspiel vor, was die Optimie-

rung der Assemblierung von 5 an die vorliegenden DNA-Template deutlich erschwert.
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3.1.3 Isolation der assemblierten Chromophor-DNA-Architekturen

Der Zugang zu definierten Produkten setzt eine vorherige Isolation der korrekt ausgebildeten
Assemblate in Losung voraus. Bei Vorarbeiten von WAGENKNECHT et al. wurde die Abtrennung
freier, nicht assemblierter Nukleosid-Chromophor-Konjugate durch Zentrifugation aus der
Losung erreicht.!® 84 Hierbei wurde der ausreichende Unterschied in der Léslichkeit zwischen
assemblierten und in der Losung frei vorliegenden Konjugaten ausgenutzt. Wahrend
assemblierte Konjugate durch die Wechselwirkungen mit der hydrophilen DNA in Lésung
gehalten wurden, fielen die nicht stabilisierten amphiphilen Konjugate aus der Lésung und

bildeten einen festen Niederschlag.
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Abbildung 34 Spektroskopische Analyse der Isolierungsversuche durch Zentrifugation fir
10 min (rechts) und fiir 1 min (links) bei 13 000rpm.
(CTemplat: 2,5 IJ.M, C5= 37,5'75 MM; ddHZO; Aexcz 385 nm; 20 °C).

Die Ergebnisse der Isolationsversuche von assembliertem 5 an verschiedenen Templaten sind in

Abbildung 34 zu sehen. Entgegen der Erwartung konnte durch die Zentrifugation keine Isolation
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moglicher Assemblate erreicht werden. Nach Zentrifugation bei 13 000 u/min fir die Dauer von
10 min wurde eine vollstéandige Prazipitation des clickfahigen Konjugats 5 beobachtet, was an
der fehlenden Absorption und geringfligigen Fluoreszenz (Abbildung 34, links) zu erkennen ist.
Die Verringerung der Zentrifugationsdauer auf 1 min fihrte ebenfalls zum vollstandigen Ausfal-
len des Konjugats 5 aus der wassrigen Assemblierungslésung. Lediglich der Ansatz unter Ver-
wendung des Axp-Templats zeigt eine ausgepragte Exzimerbande und somit das Vorhandensein
von aggregiertem Pyren in Losung. Dies unterstreicht die Bedeutung der Mindestlange des
Templats zur Ausbildung isolationsfahiger Assemblate. Daher liegt der Schluss nahe, dass das
hier untersuchte Trennprinizip zu keinem verwertbaren Ergebnis fiihrt. Der Loslichkeitsunter-
schied zwischen in Lésung vorliegendem ,freien” und assembliertem Konjugat 5 ist hierbei nicht
ausreichend genug ausgepragt, um eine selektive Trennung zu ermdoglichen. In vorangegange-
nen Experimenten von WAGENKNECHT et al. verfligten die eingesetzten Nukleosid-Konjugate Gber
freie Hydroxylgruppen in der 5'- und 3'-Position der 2°-Desoxyribose, wie in Abbildung 35, links

zu sehen.[6% 164

(o]
OH
|

Abbildung 35 Verringerung des amphiphilen Charakters von dU-Py (links) durch Modifikation
der Hydroxylfunktionen bei 5 (rechts)

Diese funktionellen Gruppen verleihen den Konjugaten einen ausgepragten amphiphilen Cha-
rakter, der offensichtlich eine Schlisselrolle bei der Bildung und Isolation stabiler Assemblate
spielt. Die vorgenommene Substitution beider Hydroxylgruppen durch die unpolaren Azid- und
Alkinfunktionen fiihrt zu einem Verlust des amphiphilen Charakters, was die Loslichkeit und da-
mit auch die Assemblierung maRgeblich schwacht. Infolgedessen lberwiegt der hydrophobe
Charakter der Pyrenmodifikation, was zum Ausfallen von 5 aus den Assemblierungsansatzen

wahrend der Isolationsversuche flihrt.
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Da eine Isolierung der Assemblate nicht realisiert werden konnte, ist eine selektive Umsetzung
zu definierten Clickprodukten deutlich erschwert. Dennoch wurden Ligationsversuche mittels
CuAAC durchgefiihrt. Ein moglicher Templateffekt, wie in Abbildung 36 zu sehen, sollte hierbei

ausgenutzt werden.

In Lésung: ungeordnet Assembliert: geordnet
. 2 > @
< ’ "} ’ —®
< 5 » o
—= - . - —®
. . - —©
- —® —®

Abbildung 36 Statistische Orientierung der Konjugate in Losung (links) und deren Vororganisa-
tion bei Anwesenheit eines strukturgebenden Templats (rechts).

Durch Vororientierung der assemblierten Konjugate 5 liegen diese in definierter Ausrichtung zu-
einander vor. Die daraus resultierende rdumliche Nahe und korrekte Orientierung zwischen den
funktionellen Gruppen kann somit einen positiven Effekt auf die CUAAC zur kovalenten Verknip-
fung von 5 haben. Damit wird ein moglicher Zugang zu definierten Reaktionsprodukten Gber

eine kinetische Reaktionsfiihrung der CUAAC er6ffnet.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden die Assemblierungsansatze mit einer frisch angesetz-
ten Losung der verschiedenen Clickreagenzien homogenisiert. Dabei wurde sich an Vorarbeiten
von BROWN et al. und TAVAssoLI et al. orientiert.% 10U Nach definierten Zeitintervallen wurden
Aliquote entnommen und mit Natrium-EDTA versetzt. Dieses fungiert als Komplexbilder, der die
Kupferkationen aus der Losung entfernt und damit den katalytischen Zyklus unterbricht.[*%,
Eine Analyse mittels ESI-MS und MALDI-MS konnte keinen Nachweis fiir definierte Produkte er-
bringen, was sich vermutlich auf die geringfligige Stabilitdt der Assemblate zuriickfiihren Iasst.
Durch Zugabe der Reagenzien wurde die Polaritdt des Mediums signifikant verandert, was in
einer Stérung der schwachen Assemblierung zwischen Konjugat 5 und Templat resultiert. Diese
Destabilisierung begiinstigte den Zerfall der geordneten Strukturen noch vor der kovalenten
Verknlipfung der einzelnen Konjugate 5. Die notwendige raumliche Orientierung fiir definierte

Produkte war damit vermutlich bereits vor der Clickreaktion nicht mehr vorhanden.
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In den Studien von BROWN et al. und TAVASSOLI et al. konnten erfolgreich Clickprodukte generiert
werden, da diese Oligonukleotide mit einer bestimmten Sequenzlinge verwendeten.!1% 101
Diese weisen deutlich hohere Assemblierungsstabilitdten auf, wodurch die strukturelle Informa-
tion bis zum Reaktionsabschluss erhalten bleibt. Aufgrund eines fehlenden Produktnachweises
wurde der Fokus auf den Nachweis des eingesetzten Konjugats 5 gelegt. Ein analytischer Beleg
fir das Vorhandensein des Eduktes war entgegen der Erwartung ebenfalls negativ. Die bereits
beobachtete, schlechte Detektion von 5 mittels ESI-MS ist hier ein plausibler Grund. Durch An-
wesenheit von CuAAC-Reagenzien kann hier eine lonensuppression eintreten, was die erfolgrei-
che Detektion zusitzlich erschwert.*’* 72 Eine mogliche Prazipitation aus der Lésung des ein-
gesetzten Konjugats 5 oder die Bildung undefinierter Polymere stellt auch eine Moglichkeit dar.

Daher wurde eine massenspektroskopische Analyse des Rickstandes durchgefiihrt, welche

ebenfalls nicht das gewiinschte Ergebnis lieferte.
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3.2 Kovalenter Aufbau von Chromophor-DNA-Architekturen

Da der Zugang zu definierten supramolekularen Architekturen tiber die Assemblierung und Kon-
jugation einzelner Bausteine nicht erfolgreich war, wurde in diesem Projekt eine kovalente Stra-
tegie in Anlehnung an eine publizierte Strategie von CARELL et al. verfolgt.**® Dazu sollen drei
ethinylmodifizierte 2‘-Desoxyuridine (EdU) als Phosphoramidite in ein Oligonukleotid integriert
und schrittweise mittels CUAAC modifiziert werden. Durch die Verwendung von TMS- und
TIPS-geschiitzten EdU-Derivaten soll somit eine orthogonale Reaktivitdt der Bausteine einge-
flihrt werden, um einen definierten Aufbau von dreifachmodifizierten Oligonukleotiden zu er-

moglichen.

H ) ™S 0 0
X X X

‘ NH ‘ NH ‘
DMTrO N /&O DMTrO N /&O DMTrO N /go
0 0 LS
)\N/P\O/\/CN )\N/P\O/\/CN )N;P\o/\/CN

EdU-PA TMS-EdU-PA TIPS-EdU-PA

Abbildung 37 Strukturen der eingesetzten ethinylmodifizierten Phosphoramiditbausteine
EdU-PA (links), TMS-EdU-PA (Mitte) und TIPS-EdU-PA (rechts) zum Aufbau kovalenter
Chromophor-DNA-Architekturen.

Das nachfolgende Kapitel befasst sich mit der Synthese clickfdhiger Oligonukleotide sowie der
Arylazide von Pyren, Perylen, BODIPY, Nilrot und Porphyrin. Darauf aufbauend werden der
schrittweise Aufbau von DNA-Chromophor-Architekturen mittels CUAAC sowie die optische Cha-
rakterisierung beschrieben. Eine potenzielle Eignung der erhaltenen pyrenmaodifizierten Oligo-
nukleotide als artifizielles Lichtsammelsystem wird durch die Kombination mit einem literatur-

bekannten Rutheniumkomplex im letzten Teil dieses Projekts untersucht.
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3.2.1 Synthese der clickfahigen Oligonukleotide

Im Hinblick auf die orthogonale Funktionalisierung wurden zwei silylgeschitzte
5-Ethinyl-2‘-desoxyuridine synthetisiert, um eine prazise Kontrolle tber die postsynthetische

Modifizierung zu ermdoglichen.

o
X

\
N o

by :O:

o
LK
DMTrO

| NH
HO NAO a X0
:o: — :o: —
OH
I

Schema 5 Synthese des 5-TMS-Ethinyl-2‘-desoxyuridins 7 und des TIPS-Analogons 8:

a) 1.10 Ag. DMTrCl, abs. Pyridin, -10°C, 4h, 65 %; b1) 0.10 Aq. Pd(PPhs)s, 0.25 Aq. Cul, 1.40 Aq.
TMSA, abs. THF/NEts (4:1), 50°C, 18 h, 86 %; bz) 0.10 Aq. Pd(PPhs)s, 0.25 Aq. Cul, 1.40 Aq.
TIPSA, abs. THF/NEt; (4:1), 50°C, 18 h, 74 %.

Zur Synthese der beschriebenen Nukleoside wurde als Ausgangsmaterial kommerzielles
5-lod-2‘-desoxyuridin | verwendet. Dieses wurde in einem ersten Syntheseschritt a mit DMTrCl
in trockenem Pyridin umgesetzt. Aufgrund der angepassten Reaktionsparameter wird in diesem
Syntheseschritt regioselektiv die 5'-Hydroxygruppe mit einer Schutzgruppe versehen. Nach sdu-
lenchromatographischer Aufreinigung konnte das Produkt 6 als farbloser, schaumiger Feststoff
in einer Ausbeute von 65 % erhalten werden. Zur Einfiihrung der clickfahigen Ethinylfunktion
wurde in einem darauffolgenden Syntheseschritt b das Nukleosid 6 mittels einer palladiumkata-
lysierten Kreuzkupplung nach SONOGASHIRA et al. funktionalisiert. Zur Darstellung des
TMS-geschiitzen 5-Ethinyl-2‘-desoxyuridins 7 wurde Trimethylsilylacetylen (TMSA) verwendet.
Das Produkt 7 konnte in einer Ausbeute von 86% erhalten werden. Analog wurde zur Darstellung
des TIPS-geschltzten Analogons 8 als Kupplungspartner Triisopropylsilylacetylen (TIPSA) ver-

wendet. Hierbei konnte ebenfalls eine sehr gute Ausbeute von 74 % erreicht werden.
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Zum Einbau in ein Oligonukleotid wurden die Verbindungen 7-8 anschlieRend in das entspre-

chende Phosphoramidit 9 bzw. 10 nach Schema 6 lberfiihrt.

X (o] X [¢]
AN AN

| NH
DMTrO N /go
o

NH

Y
DMTrO N 0

— o

o)
I
)I\o/\/c'\‘

9/10

OH
X=TMS, TIPS

718

Schema 6 Synthese der silylierten 5-Ethinyl-2‘-desoxyuridinphosphoramidite 9 / 10:

a) 3.60 Aq. DIPEA, 1.20 Aq. PA-Cl, abs. DCM, RT, 4h, 74 % (9) / 90 % (10).

Dazu wurde die Verbindung 7 bzw. 8 in trockenem DCM gel6st und mit DIPEA versetzt. Durch
Zugabe von Phosphoramiditchlorid (PA-Cl) wurde die freie 3‘-Hydroxylfunktion von 7 / 8 in ein
kupplungsfahiges Derivat liberflihrt. Nach sdaulenchromatographischer Aufreinigung und an-
schlieBender Lyophilisierung aus Benzol konnte das TMS-modifizierte Derivat 9 in einer Aus-
beute von 74 % und das TIPS-modifizierte Derivat 10 in einer Ausbeute von 90 % erhalten wer-
den. Die Verbindungen 9 / 10 und das kommerzielle EdU-Phosphoramidit wurde anschlieRend

zur Festphasensynthese der Oligonukleotide eingesetzt.

/&0 Mono-2AT

NH
0 /&O Mono-AT 5-GCT TXA TTA TTA TCG-3
Di-AT 5-GCT TXA TYA TTA TCG-3
TMS Tri-AT 5-GCT TXA TYA TZA TCG-3

~r0O N 5‘-GCT TXA TAT TAT ATT ATC G-3'
i ° j Di-2AT 5‘-GCT TXA TAT YAT ATT ATC G-3'
)\ Tri-2AT 5‘-GCT TXA TAT YAT ATZ ATC G-3°
NH $
O /&O Y Mono-3AT 5‘-GCT TXA TAT ATT ATA TAT TAT CG-3*
Di-3AT 5‘-GCT TXA TAT ATY ATA TAT TAT CG-3°
Tri-3AT 5‘-GCT TXA TAT ATY ATA TAT ZAT CG-3/

Abbildung 38 Ubersicht der synthetisierten Oligonukleotide (rechts) mit den eingebauten Mo-

difikationspositionen X, Y und Z (links).

Die Modifikationspositionen X, Y und Z wurden mit definierten Abstianden von einem, zwei oder

drei AT-Basenpaar/en zueinander positioniert. Dadurch sollen distanzabhédngige Mechanismen
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wie Energie- oder Ladungstransfer zwischen den Modifikationen beeinflusst werden. Die Wahl
einer AT-reichen Sequenz erfolgte aufgrund der photophysikalischen Eigenschaften der Nukle-
obasen: Im Gegensatz zu Guanosin (G), welches aufgrund seines Oxidationspotenzials von
Eox= 1,05 eV ( vs. SCE)*7> 74 durch photoinduzierten Elektronentransfer zu einer Léschung der
Fluoreszenz fiihren kann, verhalten sich AT-Strukturen in dieser Hinsicht weitgehend un-
problematisch.[3! Dadurch wird sichergestellt, dass sich im Oligonukleotid keine fluoreszenz-

[6schenden Nukleotide in unmittelbarer Nahe zu den Modifikationspositionen befinden.

Nach erfolgreicher Synthese der Oligonukleotide sollen diese an den entsprechenden Positionen

X-Z mit einer Auswahl an Chromophoraziden modifiziert werden.
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3.2.2 Synthese der clickfahigen Chromophore

Nach erfolgreicher Synthese der clickfahigen Oligonukleotide riickt in diesem Kapitel die Dar-
stellung geeigneter Chromophorazide in den Fokus. Eine breite spektrale Abdeckung, beginnend
im UV-A Bereich (400-320 nm)!*”®! bis in den visuellen Bereich (750-400 nm)™*”! des elektromag-

netischen Spektrums, ist fiir die Anwendung als kiinstliches Lichtsammelsystem von Vorteil.[7¢

O N3

Pyrenazid Perylenazid BODIPY-Azid Nilrotazid Porphyrinazid
11 14 16 17 18

Abbildung 39 Ubersicht der zu synthetisierenden Chromophorazide zum angestrebten Aufbau
von modifizierten Oligonukleotiden mittels CUAAC.

Bei der Planung der zu synthetisierenden Chromophorazide wurde auf die im Arbeitskreis etab-
lierten Strukturmotive des Pyrens, Perylens und Nilrots zuriickgegriffen.!14 6% 84 92,95 98] 7 yer-
grofRerung der Bandbreite wurden dariiber hinaus BODIPY und Porphyrin als weitere Farbstoffe

aufgenommen.
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Synthese des Pyrenazids 11

Ausgehend von kommerziell verfiigharem 1-Pyrenamin lll wurde das gewiinschte Derivat 11

Uber eine Diazotierung und anschlielender nukleophiler Substitution gemall Schema 7 erhalten.

No* N3

‘O b

m (Inty) 1

Schema 7 Synthese von Pyrenazid 11: a) 1.25 Ag. NaNO,, THF/5 N HCl,q, 0 °C, 30 min;

b) 2.50 Ag. NaNs, THF/5N HCl,g, O °C-RT, 30 min, 96 %.

Dazu wurde das Edukt IV in THF gel6st und mit 5N Salzsdure versetzt. Im ersten Schritt a wurde
die Aminfunktion von lll mit Natriumnitrit in das entsprechende Diazoniumsalz (Ints1) Giberfihrt.
Das Intermediat (Int11) wurde anschliefend durch Zugabe einer wéssrigen Natriumazidldsung
zum gewdiinschten Produkt 11 umgesetzt. Aufgrund der Verwendung wasserloslicher Reaktan-
den und dem quantitativen Umsatz konnte das hydrophobe Pyrenazid 11 durch Fliissig-Flissig-

Extraktion in guter Reinheit erhalten werden.

Synthese des Perylenazids 14

In friiheren Arbeiten von WAGENKNECHT et al. konnte eine effiziente Energietransferkaskade von
pyren-, (iber perylen- auf nilrotmodifizierte 2-Desoxyuridine nachgewiesen werden.™ Auf die-
sen Ergebnissen basierend wurde die Darstellung des Perylenazids angestrebt. Hierbei wurde
die Synthesestrategie von 11 auf das strukturell vergleichbare Perylen tGbertragen. Das notwen-
dige Amin 13 wurde ausgehend von Perylen V Gber zwei Synthesestufen gemaR Schema 8 her-

gestellt.

O NO, NH,
a O b O
0 AT

v 12 13

Schema 8 Synthese von Perylenamin 13: a) 12.0 Aqg. konz. HNOs, Dioxan, 80 °C, 30 min, 48 %;
b) 0.10 Aq. FeCls, 2.50 Aqg. C, 20.00 Aq. N2H4-H,0, EtOH/Toluol (1:1), 80 °C, 4 h, 88 %.
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In einem ersten Syntheseschritt wurde Perylen IV nitriert. Dazu wurde das Edukt in Dioxan gel6st
und bei 80 °C mit konzentrierter Salpetersaure versetzt. Aufgrund der mangelnden Regioselek-
tivitat der Nitrierung entsteht eine Mischung aus dem 1- und 3-Regioisomer. Durch eine sdulen-
chromatografische Trennung konnten zwei Produkte isoliert werden. In Abbildung 40 ist das ge-

messene *H-NMR des Hauptprodukts im Vergleich zum Perylen IV zu sehen.
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Abbildung 40 Vergleich der *H-NMR Spektren (400 MHz, CDCls) von Perylen IV (oben) und
3-Nitroperylen 12 (unten).

Bei dem Hauptprodukt handelt es sich um das gewiinschte 3-Regioisomer wie nachfolgend be-
griindet werden kann: Aufgrund seiner Molekiilgeometrie liegt bei unmodifiziertem Perylen IV
ein ABX-Spinsystem vor. Die NMR-Analyse von IV (Abbildung 40, oben) zeigt eine klare Auftei-
lung in zwei Signalbereiche: Die vier Hx-Protonen der Bay-Region von IV erscheinen bei einer
chemischen Verschiebung von &> 8.0 ppm, wahrend die acht Ha/Hs Protonen bei hoheren Feld-
starken von 6< 8.0 ppm zu sehen sind. Durch Einfihrung einer Nitrofunktion in 3-Position von
12 verandert sich nun die chemische Verschiebung 6 signifikant (Abbildung 40, unten). Im Be-
reich von 6> 8.0 ppm finden sich nun sechs statt der urspriinglichen vier Hx-Protonen, wahrend
die Ha/Hg-Gruppe bei 6 <8.0 ppm, nur noch finf anstatt sieben Protonen aufweist. Aufgrund des
negativen mesomeren Effekts der 3-Nitrofunktion wird die Elektronendichte in 2-Position

(Abbildung 40, unten, lila) und 4-Position (Abbildung 40, unten, griin) verringert. Daraus resul-
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tierend wirkt auf die Protonen in diesen Positionen eine ausgepragte Entschirmung und es
kommt zur Tieffeldverschiebung zu 6 >8.0 ppm der entsprechenden Signale. Die chemische Ver-
schiebung & ist somit ein sicherer Beweis fiir die Anwesenheit des korrekten Regioisomers.!*””-
1791 |n einem zweiten Reaktionsschritt b wurde das gewiinschte Perylenamin 13 durch Reduktion
mit Hydrazin-Monohydrat in einer Ausbeute von 88% erhalten.'’® AnschlieRend wurde das

Aminderivat 13 in einer Diazotierung gemall Schema 9 umgesetzt.

NH, Ny* N3
S @ : @
O | | T

13 (Intyg) 14

Schema 9 Synthesestrategie fiir Perylenazid 14: a) 1.25 Ag. NaNO3, THF/5N HCl,q, 0 °C, 30 min;
b) 2.50 Ag. NaNs, THF/5N HClag, O °C-RT, 30 min.

Im Gegensatz zum Pyrenazid 11 fihrte diese Synthesestrategie nicht zum gewiinschten Perylen-
derivat 14. Nach Zugabe von Natriumnitrit farbte sich die gelbe Suspension innerhalb kurzer Zeit
dunkelblau. Dariiber hinaus konnte die Bildung eines schwarzen, hochviskosen Feststoffes unter

Gasentwicklung beobachtet werden.

2.5+ 2.0x10° 4

0 min 13
———1min ——30min
20 =10 min
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NG
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Abbildung 41 Zeitabhangige UV/Vis-Absorptionsmessung der Synthese von 14 (links) und eine
GPC-Messung des Edukts 13 bzw. des viskosen Feststoffes nach der Reaktion (rechts).
(1mg/mL in THF, SEC column: 300x8mm, 5um, 10004, Flussrate: 1mL/min)

58



Ergebnisse und Diskussion

Aufgrund der beobachteten Gasentwicklung ist die erfolglose Synthese des Perylenazids 14 ver-
mutlich auf eine Dediazotierung zuriickzufiihren.!*® Durch Abspaltung von Stickstoff entsteht
dabei aus (Inty4) ein Arylradikal, das weiterfiihrend eine undefinierte Polymerstruktur ausbildet.
Durch die VergroRRerung des delokalisierten Systems kommt es dabei zu einer bathochrom ver-
schobenen Absorptionsbande bei A= 600 nm, wie in Abbildung 41 zu sehen ist. Der vollstandige
Umsatz des Monomers 13, wie anhand der GPC-Analyse zu sehen ist, stirkt diese Hypothese. '8!
Im Vergleich zu Pyren, bei dem das Diazoniumkation (Intis) wahrend der Synthese ausreichend
stabil ist, verhindert die elektronenreiche Struktur des Perylens ein gezieltes Abfangen der
reaktiven Spezies (Int1a) mit Natriumazid. Aus diesem Grund wurde eine Synthesestrategie fur
arylische Azide nach ToR et al. versucht.[*®¥) Ausgehend von 13 wurde der Substitutionsansatz in

Schema 10 durchgefiihrt.

NH, N3
. (0
A~ aC)

13 14

Schema 10 adaptierte Synthese nach TOR et al. zur Darstellung von Perylenazid 14:
a) 3.00 Aqg. NEts, 6.00 Aq. TfN3, 0.05 Aqg. CuSO4, THF/DCM, RT, 8 h.

Dabei wurde 13 mit frisch hergestellter Triflylazidlosung versetzt und bei Raumtemperatur fur
8 h geriihrt. Die Synthesestrategie fiihrte auch nach langerer Reaktionszeit zu keinem Umsatz
von 13 und dementsprechend nicht zur Isolierung des gewlinschten Produkts 14. In einem wei-
teren Syntheseversuch wurde eine Substitution mit 3-Bromperylen als Edukt durchgefiihrt.
Dieser Ansatz flihrte ebenfalls nicht zur Umsetzung des Edukts, sodass die Synthese des aryli-
schen Perylenazids 14 verworfen wurde. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde BODIPY als

Alternative gewahlt.
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Synthese des BODIPY-Azids 16

In vorangegangenen Forschungsarbeiten von WAGENKNECHT et al. wurden BODIPYs erfolgreich
als Modifikation innerhalb eines Oligonukleotids eingesetzt.[**?! Die bisherige Arbeiten innerhalb
der Arbeitsgruppe haben sich dabei auf den Einbau von farbstoffmodifizierten Bausteinen fokus-
siert, sodass die Forschung auf dem Gebiet der postsynthetischen Modifizierung mit BODIPY-

Aziden weniger gut entwickelt ist.

Ausgehend von 4-Aminobenzoesdure V wurde das clickfahige BODIPY-Derivat 16 in einer mehr-
stufigen Synthese nach DINOLFO et al. hergestellt.'®3! GemaR Schema 11 wurde im Initialschritt a
durch Diazotierung von V und anschlieRender Substitution mit Natriumazid, das Benzoesaure-

derivat 15 in quantitativer Ausbeute erhalten.

NH, N,* Ns Ng

COOH COOH COOH cocl

\ (Intys) 15 (Intqg) (Intqep) 16

Schema 11 Synthese von BODIPY-Azid 16: a) 1.5 Ag. NaNO3, 5N HCl,q, 0 °C, 30 min;

b) 3.00 Ag. NaNs, 5N HCl,q, 0 °C-RT, 30 min, 93 %; c) 1.70 Aq. Oxalylchlorid,0.25 Ag. Pyridin,
abs.DCM, RT, 3 d; d) 2.00 Ag. 2,4-Dimethylpyrrol, abs. DCM, RT, 12 h; e) 6.25 Aq. NEts, 8.05 Aq.
BF3-OEt,, abs. DCM, RT, 4 h, 9 %.

Zur Aktivierung der Carboxylfunktion wurde eine milde Chlorierung in Syntheseschritt ¢ mit
Oxalylchlorid tGiber mehrere Tage durchgefiihrt. Die Verwendung von Oxalylchlorid als Haloge-
nierungsreagenz hat den Vorteil, dass die Azidfunktion nicht negativ beeinflusst wird. Harschere
Reaktionsbedingungen, die bei der Verwendung von Phosphoryl- oder Sulfurylchlorid auftreten,
wiirden die chemische Stabilitat der Azidfunktion nicht gewahrleisten.*®* 185 Das Siurechlo-
rid (Intig) wurde ohne vorherige Aufreinigung zum 2,2‘-Dipyrromethenderivat (Inties) umge-
setzt. In einem letzten Schritt wurde durch Einsatz von Bortrifluoridetherat (BF3-OEt,) unter ba-
sischen Bedingungen das azidmodifizierte BODIPY 16 erhalten. Die sdulenchromatographische
Aufreinigung und eine abschlieBende Umkristallisation aus n-Hexan fiihrte zu einem reinen Pro-

dukt.

60



Ergebnisse und Diskussion

Synthese des Nilrotazids 17

Aus prdparativen Arbeiten stand Triflylnilrot VI zur Verfligung. Aufgrund der sehr guten Nukleo-

fugqualitat von Triflaten wurde dieses in einer Substitutionsreaktion zur Synthese des Nil-

[186]

W N
(DLJJ Se I of\%)

Vi 17

rotazids 17 eingesetzt.

Schema 12 Synthesestrategie fiir Nilrotazid 17: a;) 2.00 Ag. NaNs, THF, 60 °C, 12 h;

az) 2.00 Ag. NaNs, 0.50 Ag. NaAsc, 2.00 Aq. CuSO4-5H,0, 2.00 Ag. Na,COs, DMF/H,0

(2:1), 85 °C, 12 h.

Nach Schema 12 wurde VI in THF gel6st und direkt mit Natriumazid versetzt. Auch nach langerer
Reaktionszeit konnte kein Umsatz des Edukts beobachtet werden. JIANG et al. konnten durch die
Verwendung spezifischer Additive erfolgreich eine Auswahl an Arylbromiden in die korrespon-
dierenden Azide Uiberfiihren."®”! Diese Synthesestrategie wurde ebenfalls zur Erzeugung von 17
versucht, wobei kein Umsatz beobachtet wurde. Das Misslingen beider Synthesen legt nahe,
dass das Nilrotderivat VI unter den gewahlten Bedingungen nicht ausreichend fiir eine nukleo-
phile aromatische Substitution (SyAr) aktiviert ist. Hierbei ist ein elektronenarmes System von
Vorteil, um den Angriff eines Nukleophils energetisch zu begiinstigen. Das elektronenreiche Phe-
noxazingerist von VI verhindert, nach Angriff eines Nukleophils, die Ausbildung eines stabilen
o-Komplexes. Dies stellt vermutlich unter den gegebenen Reaktionsbedingungen eine zu hohe

energetische Barriere dar.[*%]

Dariber hinaus wurde ein alternativer Zugang tiber 2-Amininilrot und eine Diazotierung unter-
sucht. Das Produkt 17 konnte dabei nur in Spuren und mit schlechter Reinheit erhalten werden.
Aufgrund dessen wurde die Verwendung von Nilrot als roter Emitter verworfen und die Strategie
zugunsten von Porphyrinen neu ausgerichtet. Die Wahl basiert auf Arbeiten von DINOLFO et al.,

die zeigen konnten, dass Porphyrine einen effizienten FRET mit BODIPYs eingehen.!®3!
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Synthese des Porphyrinazids 18

Die Synthese von 18 erfolgte ausgehend von Verbindung VII. Hierzu wurde das Aminderivat zu-

nachst diazotiert und das resultierende Diazoniumsalz (Intig) durch Umsetzung mit Natriumazid

zum Zielprodukt 18 substituiert.!*83!

NH,
vil
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Schema 13 Synthese von Porphyrinazid 18: a) 1.20 Aq. NaNO,, THF/5N HClag, 0 °C, 30 min;
b) 3.60 Ag. NaNs, THF/5N HClag, 0 °C-RT, 30 min, 95 %.

Das Produkt 18 wurde nach Fliissig-Flissig-Extraktion in einer quantitativen Ausbeuten erhalten.
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3.2.3 Synthese der DNA-Chromophor-Architekturen

Nach erfolgreicher Synthese der ethinylmodifizierten Oligonukleotide und einer Auswahl an
Chromophoraziden wird in diesem Kapitel die Synthese der DNA-Chromophor-Architekturen be-

schrieben. Hierbei wurde eine modifizierte Strategie von CARELL et al. verwendet.!*>3!

S
NH
e | N/go Mono-AT 5-GCT TXA TTA TTA TCG-3
© Di-AT 5-GCT TXA TYA TTA TCG-3
WOQ SN i Tri-AT 5-GCT TXA TYA TZATCG-3
2 | NH
X 0 N/go Mono-2AT 5‘-GCT TXA TAT TAT ATT ATC G-3°
i © j Di-2AT 5-GCT TxA TAT YAT ATT ATC G-3'
o Q Tri-2AT 5-GCT TXA TAT YAT ATZ ATC G-3'
o NH ?
w0 | N0 Y Mono-3AT 5-GCT TxA TAT ATT ATA TAT TAT CG-3°
o Di-3AT 5-GCT TxXA TAT ATY ATA TAT TAT CG-3'
b Tri-3AT 5-GCT TXA TAT ATY ATA TAT ZAT CG-3’
;
2

Abbildung 42 Ubersicht der Oligonukleotide mit den clickfahigen Nukleotiden X, Y, Z.

Zu Beginn wurde die Synthese einfach modifizierter Oligonukleotid-Chromophor-Architekturen
verfolgt. Die Strange Mono-AT, Mono-2AT und Mono-3AT mit dem clickfahigen EdU-Baustein X
innerhalb der Sequenz wurden nach der Synthese auf dem CPG-Tradger belassen und postsyn-
thetisch mittels CUAAC modifiziert. Dazu wurden die in Tabelle 3 aufgelisteten Clicklésungen

angesetzt und zusammen mit dem gewiinschten Chromophorazid 11, 16 oder 18 zugegeben.

Tabelle 3 Verwendete Reagenzien fiir die Clickreaktion mit X.

Reagenz Konzentration Volumen Aquivalente
CuBr* 0.10M 200 pL 20
TBTA 0.10M 400 pL 40

Natriumascorbat™ 1.00 M 50 uL 50
11 0.1M 100 pL 10
16 0.1M 100 pL 10
18 0.1M 100 pL 10

*DMSO/t-BuOH (3:1); *demineralisiertes Wasser; **DMSO
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Nach Ablauf der Reaktionszeit wurden die Clickreagenzien durch mehrmaliges Spiilen des CPGs
mit organischen LOsungsmitteln quantitativ entfernt. Die Verwendung von Pyren 11 und
Porphyrin 18 fiihrte zu sehr guten Ausbeuten der korrespondierenden Mono-Py und Mono-Po
Oligonukleotide. Ein kritischer Punkt stellte die ammoniakalische Abspaltung der BODIPY modi-
fizierten Oligonukleotide Mono-Bo vom Tragermaterial dar. Wahrend bei Mono-Py und
Mono-Po keine optische Veranderung wahrgenommen wurde, kam es bei Mono-Bo zum Ver-
lust der Brillianz und Emissionseigenschaft. Nach ammoniakalischer Abspaltung lag eine braune,
nicht fluoreszierende Losung vor. Obwohl die Clickreaktion mit 16 auf der Festphase funktio-
niert, erweist sich die chemische Stabilitat des Chromophors als inkompatibel mit dem basischen
Milieu der CPG-Abspaltung und erzwingt somit eine Anpassung der Synthesestrategie. Interes-
santerweise zeigt ein ahnliches BODIPY-Derivat bei Anbindung Gber ein Phenyllinker eine aus-
reichende chemische Stabilitdt unter den Bedingungen der ammoniakalische Abspaltung.*8
Aus diesem Grund wurde fiir die Herstellung von Mono-Bo zuerst das Oligonukleotid von der
Festphase abgespalten und anschliefend mit 16 in einer CUAAC modifiziert. Hierbei konnten die
verschiedenen Mono-Bo Oligonukleotide nur in geringen Ausbeuten erhalten werden, was ver-
mutlich auf die Hydrolyse der Ethinylfunktion von X zurtickzuflihren ist. Zur Erhéhung der Aus-
beute wurde daher der TMS-geschiitzte Baustein Y verwendet. Durch simultane Entschiitzung
von Baustein Y wahrend der ammoniakalischen Oligonukleotidabspaltung wird die clickfahige
Ethinylfunktion erst verzégert frei und hydrolysiert daher in geringerem Mal3e. Auf diese Weise
konnte die Ausbeute der Oligonukleotide Mono-Bo deutlich verbessert werden. Neben der be-
schriebenen Methodik ist auch ein angepasstes Syntheseprotokoll und die Verwendung einer

milden Abspaltungsmethode, wie zum Beispiel Kaliumcarbonat in Methanol méglich.!**%
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Unter Verwendung von X bzw. Y und den Chromophoraziden 11, 16, 18 konnten die in Tabelle 4

abgebildeten einfach modifizierten Oligonukleotide erhalten werden.

Tabelle 4 Ubersicht der hergestellten einfach modifizierten Oligonukleotide.

Bezeichnung Sequenz (5‘ nach 3) Modifikation an X/Y
Mono-AT-Py GCTTTATTATXATCG 11
Mono-AT-Bo GCTTTATTATYATCG 16
Mono-AT-Po GCTTTATTATXATCG 18
Mono-2AT-Py GCT TTATAT TAT ATXATCG 11
Mono-2AT-Bo GCT TTATAT TAT ATY ATC G 16
Mono-2AT-Po GCT TTATAT TAT ATXATCG 18
Mono-3AT-Py GCT TTA TAT ATT ATA TAT XAT CG 11
Mono-3AT-Bo GCT TTA TAT ATT ATA TAT YAT CG 16
Mono-3AT-Po  GCT TTA TAT ATT ATA TAT XAT CG 18

AnschlieBend wurde die Synthese der zweifachmodifizierten Oligonukleotide durchgefiihrt.
Dazu wurden die in Abbildung 42 zu sehenden Oligonukleotide Di-AT, Di-2AT und Di-3AT ver-
wendet. Neben einem EdU-Baustein X ist bei diesen Oligonukleotiden als zweite Modifikations-
position der TMS-geschiitzte Baustein Y vorhanden. Ein schrittweiser Aufbau der verschiedenen
Dichromophorsysteme gemaR Abbildung 43 erfolgte durch zwei orthogonale Clickreaktionen:
Zuerst wurde der Baustein X mit Pyren 11 bzw. Porphyrin 18 modifiziert und das modifizierte
Oligonukleotid mittels Ammoniak von der CPG-Phase abgespalten. Die dadurch freiwerdende

Ethinylfunktion von Y wurde anschliefend in einer zweiten CUAAC mit BODIPY 16 modifiziert.
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Abbildung 43 Zweistufige Synthesestrategie nach CARELL et al. fiir ein Dichromophorsystem un-
ter Verwendung von EdU X und TMS-EdU Y: (X-click) Clickreaktion mit X auf der Festphase;
(Y-click) Abspaltung von der Festphase, simultane Entschiitzung von Y und Clickreaktion in L6-
sung.

Dabei verlief die Einflihrung der ersten Modifikation ohne Probleme. Die Einflihrung des zweiten
Chromophors unter Verwendung des TMS-geschiitzten Bausteins Y war nicht erfolgreich. Am
Beispiel der Modifikation mit Pyrenazid 11 konnte ein Produkt nachgewiesen werden, das einem
zweifach modifizierten Oligonukleotid entspricht. Dies belegt, dass die TMS-Schutzgruppe be-
reits wahrend der ersten CUAAC abgespalten wurde, wodurch Y ebenfalls zu Konjugation mit
dem eingesetzten Pyrenazid zur Verfiigung stand.® Die unzureichende Stabilitit der
TMS-Funktion unter den vorliegenden CuAAC-Bedingungen steht somit in Konflikt mit der ange-
strebten Orthogonalitdat der Bausteine X und Y. Die von CARELL et al. publizierte Synthese-
methode, die anstelle eines 5-TMS-Ethinyl-2'-desoxyuridins, die dhnlichen Thymidin- und
Cytidinderivate mit 1-TMS-1,7-Octadiinlinker verwendet, kann ohne Modifikation somit nicht

auf das hier untersuchte System angewendet werden.*>*

Die deutlich herabgesetzte Schutzgruppenstabilitdt von Y kann vermutlich auf den Einsatz des
kurzen Ethinyllinkers zurickgefihrt werden. Eine kurze Anbindung an die Nukleobase, fihrt
dazu, dass die benachbarte Carbonylfunktion die Elektronendichte der C-Si Bindung verringert,
wodurch diese anfalliger flr einen nukleophilen Angriff wird. Im Gegensatz dazu wirkt der lan-

gere 1,7-Octadiinlinker von CARELL et al. isolierend und damit positiv auf die Stabilitdt der end-
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standigen Silylgruppe. AuBerdem zeigt der langere aliphatische Linker einen ausgepragteren in-
duktiven Effekt, der einen nukleophilen Angriff als Initialschritt der Entschiitzung
benachteiligt.> Um die gewiinschte Orthogonalitit zwischen beiden Modifikationspositionen
zu gewabhrleisten, wurde daher ein Wechsel auf den TIPS-geschiitzten Baustein Z erforderlich.
Durch Verwendung der sterisch anspruchsvolleren TIPS-Gruppe wird die C-Si-Bindung effektiver
gegeniiber einem nukleophilen Angriff abgeschirmt und damit die Stabilitit drastisch erhéht.*>*
156 Dje angepasste Methode unter Verwendung von EdU X und TIPS-EdU Z ist in Abbildung 44

zu sehen.

o
X
\
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Abbildung 44 Modifizierte Synthesestrategie fiir ein Dichromophorsystem unter Verwendung
von EdU X und TIPS-EdU Z: (X-click) Clickreaktion mit X auf der Festphase; (Z-click) Abspaltung
von der Festphase, folgende Entschiitzung von Z mit TBAF und Clickreaktion in Losung.

Durch Verwendung der TIPS-Schutzgruppe wurde eine vorzeitige Entschitzung und Reaktion
des zweiten Ethinylbausteins wahrend der ersten CuAAC verhindert. Erst durch Zugabe von
Tetrabutylammoniumfluorid wurde der Baustein Z von der TIPS-Schutzgruppe befreit und fur
eine zweite Modifizierung zugdnglich gemacht. Nach Aufreinigung mittels alkoholischer Prazipi-
tation und RP-HPLC wurden die in Tabelle 5 aufgelisteten zweifach modifizierten Oligonukleo-

tide erhalten.
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Tabelle 5 Ubersicht der hergestellten zweifach modifizierten Oligonukleotide.

Bezeichnung Sequenz (5‘ - 3’) Modifikation an X  Modifikation an Z
Di-AT-PyBo GCTTTATZATXATCG 11 16
Di-AT-PyPo GCTTTATZATXATCG 11 18
Di-AT-BoPo GCTTTATZATXATCG 18 16
Di-2AT-PyBo GCT TTA TAT ZAT ATXATCG 11 16
Di-2AT-PyPo  GCT TTA TAT ZAT ATXATCG 11 18
Di-2AT-BoPo GCT TTA TAT ZAT ATXATC G 18 16
Di-3AT-PyBo GCT TTA TAT ATZ ATA TAT XAT CG 11 16
Di-3AT-PyPo GCT TTA TAT ATZ ATA TAT XAT CG 11 18
Di-3AT-BoPo GCT TTA TAT ATZ ATA TAT XAT CG 18 16

Damit bleibt der synthetische Zugang zu angestrebten Trichromophorarchitekturen unter Ver-
wendung der drei gezeigten Ethinylnukleoside verschlossen. Zur Uberwindung dieses
synthetischen Nachteils wurde die in-situ-Strategie von WAGENKNECHT et al. angewandt.[*?
Dabei wird aus einem mit 5-lod-2‘-desoxyuridin (IdU) modifizierten Oligonukleotid durch
Einwirken von Natriumazid ein mit 5-Azid-2‘-desoxyuridin (AdU) modifiziertes Oligonukleotid
generiert. Dieser Baustein kann anschlieBend mit einem ethinylmodifizierten Chromophor in
einer CUAAC vice versa modifiziert werden.[?! Auf diese Weise konnten WAGENKNECHT et al. die
ethinylmodifizierten Derivate von Perylen und Nilrot im Rahmen einer postsynthetischen
Modifikation nutzten, die als Azide synthetisch unzugénglich sind.™**? Ein direkter Einbau von
5-Azid-2‘-desoxyuridin (AdU) als Phosphoramidit erweist sich als problematisch, da die
Azidfunktion gegeniiber der eingesetzten Phosphor-(Ill)-Verbindung chemisch instabil ist.[**3
Die Kombination dieses Ansatzes mit einem ethinylmodifizierten Baustein X innerhalb des
Oligonukleotids stellt die notwendige orthogonale Funktion ohne den Einsatz einer weiteren
Schutzgruppe dar. Die Durchfiihrung von zwei unabhangigen Clickreaktionen auf der Festphase

hat dariiber hinaus den praparativen Vorteil, dass liberschiissige Reagenzien abgespiilt werden

kénnen.
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In Abbildung 45 ist die geplante Synthese eines Dichromophorsystems auf Basis von EdU X und
in situ generiertem (AdU) zu sehen. Die Strategie soll auf ein Dichromophorsystem angewandt
werden, um die generelle Realisierbarkeit experimentell zu bestdtigen und einen mdglichen

Weg fiir die Synthese hoherwertiger Systeme eroffnen.

° i
k—bk—v Al

Ng 1du (AdU)

Abbildung 45 Synthesestrategie fiir ein Dichromophorsystem unter Verwendung von EdU X
und IdU als Vorldufer: (X-click) Clickreaktion mit X und einem Chromophorazid; (in situ AdU)
Bildung von (AdU) in situ aus IdU; (AdU-click) Clickreaktion mit (AdU) und einem Ethinylchro-
mophor.
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Zu Beginn wurde die Synthese eines 5-lod-2‘-desoxyuridinphosphoramidits 19 gemaR

Schema 14 durchgefiihrt.

o o o
|\5L)£ |\6L)£ |\6L/,£
HO N"So _? g, DMTO N o b DMTrO N o

OH OH )\ ?
N/P\O/\/CN

Schema 14 Synthese des 5-lod-2‘-desoxyuridinphosphoramidits 19:

a) 1.10 Ag. DMTr-Cl, abs. Pyridin, -10 °C, 4 h, 65 %; b) 3.60 Aq. DIPEA, 1.20 Aq. PA-CI,

abs. DCM, RT, 4 h, 85 %.

Als Ausgangsmaterial wurde kommerziell verfligbares 5-lod-2‘-desoxyuridin | verwendet. In ei-
nem initialen Syntheseschritt a wurde | mit DMTrCl, an der 5‘-Position geschiitzt und zuletzt
durch Phosphitylierung der freien 3‘-Position zum Zielmolekiil 19 umgesetzt. Durch Einbau der

beiden Phosphoramidite EAU-PA und 19 wurden die in Abbildung 46 dargestellten Oligonukleo-

tide mit den Positionen X und IdU erhalten.

H o o o
A AN | I
| NH | NH ‘ /"Q ‘ /’E
DMTrO N/&O M0 N/&O DMTrO N o MO N
o o o o
—_— —_—

o o
\ 8 )\ !
)\N/P\O/\/CN N/P\o/\/CN

EdU-PA X 19 1dU
in-situ Mono-AT 5-GCTTTATIJUATTA TCG-3
In-situ Di-AT 5-GCT TXATIdUATTATCG-3

Abbildung 46 Die Phosphoramidite EdU-PA und 19 (oben) zur Generierung der Clickposition X
bzw. des Vorldufers IdU in den untersuchten Oligonukleotidsequenzen (unten).

Die erste Modifizierung an X erfolgte unter Verwendung von Porphyrinazid 18 nach den bereits
beschriebenen Bedingungen. Zur Einflihrung von 1-Ethinylpyren Il als erste (in-situ Mono-AT)
oder zweite Modifikation (in-situ Di-AT) wurde im nachsten Schritt die Azidgruppe von (AdU)
in situ generiert. Dazu wurde das IdU modifizierte Oligonukleotid mit Natriumazid versetzt und
fir eine Stunde bei 50 °C inkubiert. Dabei wurden samtliche Arbeitsschritte unter Ausschluss

von Licht durchgefiihrt, um eine unerwiinschte Photolyse von (AdU) zu vermeiden.!**? %4 Nach
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Ablauf der Zeit wurde das modifizierte Oligonukleotid mit 1-Ethinylpyren Il in einer zweiten
Clickreaktion umgesetzt. Nach Aufreinigung mittels RP-HPLC zeigte sich, dass die angestrebten
Oligonukleotide in-situ Mono-AT-Py und in-situ Di-AT-PyPo erfolgreich synthetisiert werden
konnten. Im Vergleich zum vorherigen Ansatz unter der Verwendung von EdU X und TIPS-EdU Z
sind die Ausbeuten der daraus erhaltenen Strukturen jedoch deutlich geringer. Dies ist auf meh-
rere Grinde zuriickzufiihren, die im Folgenden erldutert werden: So zeigt die Synthese des in-
termediaren (AdU)s aus dem iodhaltigen Vorlaufer IdU einen nicht quantitativen Umsatz. Ein
entscheidender Faktor fir die Reaktivitat bei der nukleophilen aromatischen Substitution (SyAr)
ist die Qualitat des Nukleofugs. Wahrend lodid aufgrund seiner hohen Polarisierbarkeit und ge-
ringen Bindungsenergie eine exzellente Abgangsgruppe fir klassische Substitutionen wie Sy1
oder Sy2 darstellt, erweist es sich fiir diese Reaktion lediglich als ausreichend gut.[***! |od verfiigt
Uber die geringste Elektronegativitat im Vergleich zu den anderen Halogenen, wodurch der in-
duktive Effekt auf das benachbarte Kohlenstoffatom geringer ausfllt.[*%! Dies fiihrt dazu, dass
die Reaktionsposition nur bedingt elektrophil wird, um den nukleophilen Angriff des Azids zu
begiinstigen.!**> 7] |m Gegensatz dazu fiihrt ein Wechsel auf Fluor (FdU) aufgrund der stiarkeren
Polarisierung der Halogen-Kohlenstoffbindung, zu einer Steigerung der Reaktivitat.[*®! Diese be-
gilnstigt einen nukleophilen Angriff des Azidanions und senkt gleichzeitig die Energie des ent-
stehenden Ubergangszustands (MEISENHEIMER-Komplex).®”) Nach der Bildung des (AdU)s ist
dessen begrenzte Stabilitdt in Losung ein weiterer Einflussfaktor auf die beobachtete Ausbeute.
Aufgrund eines geringen Wassergehalts, bedingt durch die Zugabe einer wassrigen Natrium-
ascorbatlosung, wahrend der CuAAC, kann eine Hydrolyse nicht ausgeschlossen werden. Bei
37 °C zeigt (AdU) in wissrigen Medien eine Halbwertszeit von t1/,= 4h.[*** Zusitzlich ist die Rein-
heit des im Uberschuss (50 Aq.) eingesetzten Ethinylfarbstoffs Il entscheidend. Bereits geringe
Mengen an Verunreinigungen, wie zum Beispiel Pd(PPhs); aus der vorangegangenen
SONOGASHIRA-Kupplung, setzten die Azidfunktion des (AdU)s in einer STAUDINGER-Reduktion zum
Amin um.% Unter Beriicksichtigung dieser Griinde ist eine geringe Ausbeute des gewiinschten

Produkts nicht ungewdhnlich.
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3.2.4 Spektroskopische Analyse der DNA-Chromophor-Architekturen

Nach erfolgreicher Darstellung wurden die Mono- und Di-modifizierten Oligonukleotide mit Me-
thoden der optischen Spektroskopie charakterisiert. Dazu wurden wéssrige Losungen der modi-

fizierten Oligonukleotide mit einer Endkonzentration von 2,50 uM hergestellt.

Die UV/Vis-Absorptions- und Emissionsspektren der einfach modifizierten Oligonukleotide
Mono-Py, Mono-Bo und Mono-Po sowie der entsprechenden Chromophorazide (11, 16, 18)
sind nachfolgend in den Abbildung 47-49 zu sehen. Aufgrund der mangelnden Loslichkeit der

Chromophorazide in wassrigem Medium wurden diese in DMSO (Cut-off A< 300 nm) vermessen.
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Abbildung 47 UV/Vis-Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der Oligonukleo-
tide Mono-Py (2,50 uM, 10 mM NaP;-Puffer, 250 mM NaCl, pH= 7, Aexe= 350 nm) sowie das kor-
respondierende Chromophorazid 11 (2,50 uM, DMSO, Aexe= 350 nm).

Die UV/Vis-Absorptionsspektren in Abbildung 47, links zeigen das charakteristische globale Ma-
ximum fir Oligonukleotide bei Apna= 260 nm. Davon abgegrenzt ist die Absorption der Pyrenein-
heit im UV-A Bereich zwischen A= 300-400 nm. Hierbei handelt es sich um einen n-n” Ubergang
in den angeregten Singulettzustand S. Dieser weist eine charakteristische vibronische Feinstruk-
tur mit mehreren lokalen Maxima bei A= 335 nm und A= 350 nm auf.?°>2921 |m Fall des Chromo-
phorazids 11 ist zusatzlich noch eine schwache Bande bei A= 325 nm zu erkennen.!?° 2021 Dabeij
beruht die Intensitdtsverteilung auf der Besetzungswahrscheinlichkeit der entsprechenden
vibronische Zustande v.!176:201-203] pje Fluoreszenzspektren zeigen ebenfalls die vibronische Fein-
struktur mit zwei lokalen Maxima bei A= 383 nm und A= 400 nm, die auf die Relaxation des an-
geregten Singulettzustands S; in den Grundzustand So zurilickzufihren sind. Im Fall von 11 ist

auch im Fluoreszenzspektrum eine weitere Bande bei A= 433 nm ersichtlich.!*7% 202,202l ynter Be-

72



Ergebnisse und Diskussion

ricksichtigung der intensivsten Absorption (A= 350 nm) und Fluoreszenz (A= 383 nm) ergibt sich
eine STOKES-Verschiebung von Alpyren= 2462 cm™. Die Fluoreszenzquantenausbeute O betrigt
flir Mono-AT-Py 3,4 %, fiir Mono-2AT-Py 3,2 % und fiir Mono-3AT-Py 3,3 %. Im Vergleich zu iso-
liertem Pyren ist dieser Wert deutlich geringer. Dies kann durch die photoinduzierte Bildung

eines ladungsgetrennten Zustands zwischen Pyren und Nukleobase erklart werden.!2%4

Die BODIPY-modifizierten Oligonukleotide in Abbildung 48 zeigen eine ansteigende Absorp-
tionsbande bei Apna=260 nm gemall der zunehmenden Sequenzldnge von Mono-AT bis
Mono-3AT. Das Extinktionsmaximum der Farbstoffmodifikation liegt bei Agopipy= 505 nm. Im
Vergleich zum BODIPY-Azid 16 ist diese aufgrund des wassrigen Mediums um AA=5 nm batho-

chrom verschoben.
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Abbildung 48 UV/Vis-Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der Oligonukleo-
tide Mono-Bo in Losung (2,50 uM, 10 mM NaP;-Puffer, 250 mM NaCl, pH= 7, Aexc= 470 nm)
sowie das korrespondierende Chromophorazid 16 (2,50 uM, DMSO, Aexc= 470 nm).

Nach Anregung bei Aexe= 470 nm zeigt sich eine intensive griine Fluoreszenz mit einem Maximum
bei Asopiry=520 nm. Damit ergibt sich eine, fiir BODIPY groRe STOKES-Verschiebung von

Mhgooiey= 571 cm™.2%] Die Fluoreszenzquantenausbeute O betrégt fiir Mono-AT-Bo 24,0 %,

Mono-2AT-Bo 28,2 % und fiir Mono-3AT-Bo 29,2 %.
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In Abbildung 49 sind die spektroskopischen Daten der Oligonukleotide Mono-AT-Po,
Mono-2AT-Po und Mono-3AT-Po zu sehen. Im Vergleich zu den BODIPY- und pyrenmodifizier-
ten Oligonukleotiden fallt die deutlich ausgepragte Absorption bei A= 420 nm des Porphyrins im
Vergleich zur DNA auf.
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Abbildung 49 UV/Vis-Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der Oligonukleo-
tide Mono-Po in Losung (2,50 uM, 10 mM NaP;-Puffer, 250 mM NaCl, pH= 7, Aexc= 420 nm)
sowie das korrespondierende Chromophorazid 18 (2,50 uM, DMSO, Aexc= 420 nm).

Die spektroskopische Charakterisierung der Oligonukleotide Mono-Po liefert eindeutige Be-
weise Uber den Zustand des Porphyrinzyklus. Neben der intensiven SORET-Bande bei
Asorer= 420 nm, die aus mehreren (bereinanderliegenden B-Banden besteht, zeigen die
UV/Vis-Absorptionsspektren der Mono-Po Stringe zwei signifikanten Qy-Banden bei
Aqy10= 543 nm und Aqy0—0= 583 nm. Im direkten Vergleich zeigt das Porphyrinazid 18 mit vier
Banden (Aqy1—0=513 nm, Aqyo—o= 548 nm, Agx1—0= 590 nm, Aaxo—o= 645 nm) ein komplexeres
Absorptionsmuster auf.?°! Des Weiteren ist eine vollstindige Léschung der Fluoreszenz in
Abbildung 49, rechts zu erkennen. Der Grund fir diese spektralen Veranderungen liegt an der
Insertion von Kupfer in den Porphyrinzyklus wahrend der CUAAC. Aufgrund der Substitution von
zwei Protonen gegen das divalente Kupferkation (Cu?*) erhoht sich die Symmetrie des Makro-

zyklus, wie in Abbildung 50 zu sehen ist.
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Abbildung 50 Einfluss der Kupferinsertion auf die Symmetrieeigenschaften und die energeti-
sche Lage der beteiligten Grenzorbitale von Tetraphenylporphyrin TPP.

Mit Hilfe des Vier-Orbital-Modells nach GOUTERMAN kann die daraus resultierende Verdanderung
der optischen Eigenschaft erkldrt werden.?%” 2081 Als Modellsysteme dienen das unbesetzte
H,TPP (fiir 18) und das kupferbesetzte CuTPP (fir Mono-Po) unter Vernachldssigung weiterer
Substituenten. Bei dieser vereinfachten Betrachtung werden nur die hochstbesetzten Molekiil-
orbitale (b1/b,) und die niedrigsten unbesetzten Molekilorbitale (ci/c) beriicksichtigt. Der Un-
terschied zwischen einem unbesetzten H,TPP und dem besetzten CuTPP liegt in der rdumlichen
Symmetrie und der daraus resultierenden energetischen Aufspaltung der beteiligten Orbitale.
Bei H.TPP sitzen zwei Protonen an gegeniberliegenden Stickstoffatomen, was zu einem Sym-
metriebruch flhrt. Die daraus resultierende Punktgruppe ist Dz, Die vier beteiligten Orbitale
sind dabei in ihrer energetischen Lage nicht dquivalent zueinander. Da aus jedem HOMO (b1/b,)
ein Ubergang in jedes LUMO (c1/c,) stattfindet, erscheinen vier Q-Banden im Absorptionsspekt-
rum, wie im Fall von 18 zu sehen ist.12°6-20% Dyrch Insertion des divalenten Kupferkations liegen
alle vier Stickstoffatome bei CuTPP gleich koordiniert vor und es liegt die symmetrische Punkt-
gruppe Ds, vor. Dadurch liegen die beiden LUMOs entartet vor, was zu energetisch dquivalenten
Ubergingen zwischen LUMO und HOMO fiihrt. Infolgedessen sind nur noch zwei Q-Banden wie
im Fall der Mono-Po Oligonukleotide zu sehen.!?°62% Ein weiterer spektroskopischer Beleg ist
die vollstandige Loschung der Fluoreszenz wie in Abbildung 49 zu sehen. Aufgrund der Wech-
selwirkung des paramagnetischen Kupferkations ([Ar] 3d°) mit dem Porphyrin kommt es zu ei-
nem Intersystem Crossing (ISC) und der Besetzung von energetisch tieferliegenden Triplettzu-
stinden T; aus dem angeregten Singulettzustand S;.2> 2! Eine Relaxation zuriick in den
Grundzustand So geschieht entweder strahlungslos oder durch Emission von Phosphoreszenz,

wobei unter den gegebenen Bedingungen der strahlungslose Prozess bevorzugt wird.!?1% 214
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Nachdem die Oligonukleotide Mono-Py, Mono-Bo und Mono-Po spektroskopisch interpretiert
wurden, riicken nun die doppelmodifizierten Di-Systeme in den Fokus der optischen Charakte-
risierung. Ziel hierbei war die Analysen von Wechselwirkungen zwischen den Chromophoren in-
nerhalb des Oligonukleotids. Ein besonderes Augenmerk liegt dabei auf Energie- und Ladungs-

transferprozessen zwischen beiden Chromophormodifikationen.

In Abbildung 51 sind die UV/Vis-Absorptions- und Fluoreszenzspektren der Oligonukleotide
Di-PyBo zu sehen.
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Abbildung 51 UV/Vis-Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der Oligonukleo-
tide Di-PyBo in Losung (2,50 uM, 10 mM NaP;-Puffer, 250 mM NaCl, pH= 7, Aexe= 350 nm).

Die UV/Vis-Absorptionsspektren zeigen neben der charakteristischen DNA-Bande bei
Apna= 260 nm die Banden von Py (Apyren= 335 nm; Apyren= 350 nm) und Bo (Asopiry= 505 nm). Ein
genaueres Verstandnis lGber die photophysikalischen Prozesse nach der Anregung der Pyrenmo-
difikation bei Aexc= 350 nm liefert die Interpretation des gemessenen Fluoreszenzspektrums in
Abbildung 51, rechts. Hierbei zeigt sich eine fast quantitative Loschung der Pyrenemission bei
Apyren= 383 nm und Apyren= 400 nm im Vergleich zu den korrespondierenden Oligonukleotiden
Mono-Py in Abbildung 47. Parallel dazu ist eine Erhéhung der Fluoreszenzintensitat des BODIPY

bei Asooiry= 520 nm erkennbar. Dies deutet primar auf einen FRET hin.!®!
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Eine Erklarung, die lediglich auf einem Energietransfer zwischen Pyren und BODIPY basiert, stoRt
jedoch bei der Betrachtung der Abstandsabhangigkeit (AT-3AT) unter Vernachldssigung des Ori-
entierungsfaktors Kk an seine Grenzen: Hier miisste mit zunehmender Distanz zwischen den
Chromophoren die FRET-Effizienz sinken, wodurch die Intensitdat der BODIPY-Fluoreszenz bei
Asopiey= 520 nm abnehmen und des Pyrensignals bei Apyren= 383 nm bzw. Apyren= 400 nm wieder
ansteigen sollte.*® Im Experiment zeigt sich jedoch ein gegenteiliger Effekt, da mit zunehmen-
dem Abstand beide Fluoreszenzintensitdten ansteigen (vgl. Di-AT-PyBo/ Di-3AT-PyBo). Diese
Beobachtung lasst sich durch die Berticksichtigung eines zweiten, zu FRET konkurrierenden Pro-
zesses, erklaren: der photoinduzierte Elektronentransfer (PET).2*? Bei geringen Abstdnden fiihrt
ein Elektronentransfer von Pyren auf BODIPY zur Bildung eines ladungsgetrennten Zustands,
wodurch die Fluoreszenz beider Farbstoffe effektiv geloscht wird. Da dieser Prozess aufgrund
der abnehmenden Orbitaliberlappung mit steigender Distanz exponentiell einbricht, entfallt
diese dominante Loschkomponente bei zunehmendem Abstand wie bei Di-3AT-PyBo, was die

beobachtete Intensititszunahme beider Fluoreszenzsignale begriindet.!!

[e] o) o
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Abbildung 52 Schematische Darstellung der konkurrierenden distanzabhdngigen Transferpro-
zesse zwischen Pyren und BODIPY innerhalb der Oligonukleotide Di-PyBo. Bei kurzen Distanzen
kommt es zur Bildung eines schwach fluoreszierenden ladungsgetrennten Zustands aufgrund
der Kombination von FRET und PET (links). Eine langere Distanz unterdriickt den Elektronen-
transfer und es resultiert ein reiner Energietransfer (rechts).
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Eine qualitative Abschatzung gemall der REHM-WELLER Gleichung 4 bestatigt die thermodynami-

sche Méglichkeit eines photoinduzierten Ladungstransfers (PET).[213214]

eZ

AGpgr = Egx — Egeq — Eo,o - Gl.4

EXTpy

In der Anwendung kann der letzte Summand (CouLomMmB-Term) vernachlassigt werden, wenn ein
polares Losungsmittel mit einer relativen Permittivitat € 230 vorliegt. Reines Wasser hat bei ei-
ner Temperatur von 20 °C eine relative Permittivitat von gn20= 80,37 und lasst somit eine Ver-
einfachung von Gleichung 4 zu.[?*> 2%l Basierend auf dem Reduktionspotential von BODIPY mit
Ered(Bo/B0)=-1,19 eV vs. SCE17# 217: 218 "der Anregungsenergie von Pyren mit einem Wert von
Eoo= 3,34 eV[2* und dessen Oxidationspotential mit Eox(Py*/Py)= = 1,28 eV vs. SCE?* 220 ergibt
sich nach Gleichung 4 eine freie Enthalpie von AGper=-0,85 eV fiir einen reduktiven Ladungs-
transfer. Der photoinduzierte Elektronentransfer (PET) und der Forsterresonanzenergietrans-
fer (FRET) kénnen somit als konkurrierende photophysikalische Prozesse nach Anregung inner-

halb der Di-PyBo Stringe stattfinden.

In Abbildung 53 sind die UV/Vis-Absorptions- und Fluoreszenzspektren von Di-PyPo zu sehen.
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Abbildung 53 UV/Vis-Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der Oligonukleo-
tide Di-PyPo in Losung (2,50 uM, 10 mM NaP;-Puffer, 250 mM NaCl, pH= 7, Aexc= 350 nm).

Die UV/Vis-Absorptionsspektren der modifizierten Oligonukleotide Di-PyPo zeigen neben der
DNA-Bande bei Apna=260nm die Absorptionen der vorhandenen Chromophore Pyren
A= 335 nm; A= 350 nm) und Porphyrin (Asorer= 420 nm, Aqy 10= 543 nm, Aqy0—0= 583 nm). Im Ge-
gensatz zu den zuvor untersuchten Oligonukleotiden Di-PyBo zeigen die Oligonukleotide Di-

PyPo keine Emissionseigenschaft. Dies liegt an den bereits beschriebenen Energie- und Ladungs-
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transferprozessen, die eine vollstandige Léschung der Emission zur Folge haben. Ein effizienter
Energietransfer beruht hierbei auf der spektralen Uberlappung zwischen der Pyrenfluores-
zenz (Apyren= 383 NM; Apyren= 400 nm) und der SORET-Bande (Aporphyrin= 420 nm) des Porphyrins im
UV/Vis-Spektrum. Die Gibertragene Energie dissipiert anschlieBend Giber die beschriebene strah-
lungsfreie Relaxation des angeregten Porphyrins, sodass keine Emission ersichtlich ist. Darliber
hinaus fungiert das kupferbesetzte Porphyrin aufgrund seiner Redoxeigenschaften als effektiver
Elektronenakzeptor, was ein weiterer Grund fir die beobachtete Léschung der Emission

darstellt.

; ; ; ;
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tooeeeee- a - VSR JPPTEITL T
N R { ' N ; ~
kurze Distanz lange Distanz

Abbildung 54 Schematische Darstellung der konkurrierenden distanzabhangigen Transferpro-
zesse zwischen Pyren und Porphyrin innerhalb der Oligonukleotide Di-PyPo. Bei kurzen Distan-
zen kommt es zur Bildung eines ladungsgetrennten Zustands aufgrund der Kombination von
FRET und PET (links). Eine langere Distanz unterdriickt den Elektronentransfer und es resultiert
ein reiner Energietransfer (rechts).

Nach Gleichung 4 ergibt eine freie Enthalpie von AGper=-0,99 eV aus den Redoxpotentialen von
Pyren Eox(Py*/Py)= 1,28 eV vs. SCE!?** 2% ynd Porphyrin Egeq(Po/Po’)=-1,05 eV vs. SCE?? sowie

der Anregungsenergie von Ego= 3,34 eV?*, In Analogie zu Di-AT-PyBo zeigt sich auch hier ein

reduktiver Elektronentransfer ausgehend von Pyren.[???
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In Abbildung 55 sind die spektroskopischen Daten der Oligonukleotide Di-BoPo zu sehen.
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Abbildung 55 UV/Vis-Absorptions- (links) und Fluoreszenzspektren (rechts) der Oligonukleo-
tide Di-BoPo in Losung (2,50 uM, 10 mM NaP;-Puffer, 250 mM NaCl, pH= 7, Aexc= 470 nm).

In den UV/Vis-Absorptionsspektren (links) der modifizierten Oligonukleotide Di-BoPo erkennt
man die Signale der beiden eingebauten Chromophore: Neben der DNA-Bande Apna= 260 nm
zeigt sich die BODIPY-Absorption bei Agopipy= 505 nm und das Porphyrin mit der SORET-Bande bei
Asorer= 420 nm. Dariliber hinaus sind die weniger intensiven Q-Banden bei Aqy10= 543 nm und
Aoy 0—o= 583 nm des Porphyrins zu sehen. In Ubereinstimmung mit den anderen porphyrinmodi-
fizierten Oligonukleotiden ist auch hier keine Emission zu beobachten. Durch Kombination von
Energie- und Ladungstransfer wird die Fluoreszenz von BODIPY, nach dessen Anregung bei
Aexc= 470 nm, vollstdandig gel6scht. Im Vergleich zu Di-PyPo, bei dem Porphyrin als Elektronen-
akzeptor fungierte, andert sich nun dessen Rolle im Ladungstransfer zwischen den Chromopho-
ren. Aufgrund der Tatsache, dass Porphyrin mit Ereq(Po/P07)=-1,05 eV vs. SCE ein geringeres Re-
duktionspotential im Vergleich zu BODIPY mit Ereq(Bo/Bo7)=-1,19 eV vs. SCE aufweist, dient
dieses nun als Elektronendonor. Nach Gleichung 4 ergibt sich fiir den PET eine freie Enthalpie
von AGper=-0,29 eV bei Beriicksichtigung der Potentiale von Porphyrin Eox(Po*/Po)= -
0,95 eV vs. SCE!?2%223] BODIPY Egeq(Bo/B07)=-1,19 eV vs. SCEX74217.218] ynd Ego= 2,43 eV. Im Ge-
gensatz zu den pyrenmodifizierten Oligonukleotiden, bei denen ein reduktiver Elektronentrans-
fer auf BODIPY bzw. Porphyrin stattfindet, liegt in diesem Fall ein HOMO kontrollierter oxidativer
Lochtransfer vor.Y Die Oligonukleotidstruktur fungiert dabei als ein molekularer Draht, wie be-

reits durch SPIVEY et al. beschrieben.[224
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3.2.5 Anwendung der DNA-Chromophor-Architekturen

Die folgenden Ergebnisse wurden im Rahmen einer Kooperation mit dem Arbeitskreis RAU am
Institut fir Anorganische Chemie der Universitdt Ulm erarbeitet. Die Titrationsexperimente wur-

den von MONA FARHADI RODBARI (AK RAU) und JONAS SCHMID (AK WAGENKNECHT) durchgefiihrt.

Eine mogliche Anwendung der hergestellten DNA-Chromophor-Architekturen als artifizielle
Lichtsammelsysteme ist von groBem Interesse. Die Kombination des pyrenmodifizierten Oligo-
nukleotids Mono-AT-Py mit dem in Kapitel 2 bereits erwahnten ,Light Switch“-Komplex
[Ru(bpy):(dppz)]** stellt in diesem Kontext ein vielversprechendes Forschungsobjekt zur photo-
katalytischen Wasserstoffgenerierung dar.??®! Aufgrund der ausgepragten spektralen Uberlap-
pung zwischen der Absorptionsbande des Ubergangsmetallkomplexes und der Emission des Py-
rens ist ein effizienter FRET moglich. Daher wurden Titrationsexperimente mit einer wassrigen
Lésung von [Ru(bpy)z(dppz)]?** (c= 2,5 uM) und dem modifizierten Mono-AT-Py durchgefiihrt.
Die Verwendung von Mono-AT als Referenzsystem dient dazu, den Einfluss der DNA-Struktur

auf die Emissionseigenschaften von [Ru(bpy)2(dppz)]?** zu beriicksichtigen.

347 nm 400 nm 620 nm '.-"""'.. 347 nm
. . EnT ‘. S

Mono-AT-Py [Ru(bpy),(dppz)]** Mono-AT-Py

Abbildung 56 Schematische Darstellung des Energietransfers zwischen Mono-AT-Py und
[Ru(bpy):(dppz)]** sowie die resultierende Verdnderung der Emission.
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Zuerst wurde die Interaktion von [Ru(bpy)2(dppz)]** mit dem einzelstringigen Mono-AT unter-

sucht. Die entsprechenden spektroskopischen Daten sind in Abbildung 57 zu sehen.
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Abbildung 57 UV/Vis-Absorptions- (links) und Emissionsspektren (rechts) der Titrationsansatze
unter Verwendung von Mono-AT (2,5 uM, 10 mM NaP;-Puffer, 250 mM NaCl, Aexc= 347 nm)

ErwartungsgemaR zeigt sich bei fortschreitender Zugabe von [Ru(bpy)2(dppz)]** ein Anstieg in
dessen Absorption. Das lokale Maximum bei A=357 nm ist auf einen mm*-Ubergang des
dppz-Ligands zuriickzufiihren, wahrend die Absorptionsbande bei A= 444 nm aufgrund eines La-
dungstransfers zwischen Ruthenium und Ligandsystem (MLCT-Ubergang) zustande kommt.[??%
2262291 pyrch direkten Kontakt des dppz-Liganden mit dem waéssrigen Medium zeigt
[Ru(bpy)2(dppz)]?* nur eine schwache Phosphoreszenz bei A= 620 nm.!?3% Dies liegt an der be-
giinstigten Population eines strahlungsfreien 3MLCT-Zustandes.??”? Aufgrund der Aggregation
mehrere [Ru(bpy):(dppz)]** an den Einzelstrang Mono-AT kommt es dennoch zu einer gering-
fligigen Abschirmung und somit zu einer Besetzung des strahlenden 3MLCT-Zustandes.!®% 231 Bej
Verwendung des pyrenmodifizierten Oligonukleotids Mono-AT-Py zeigt sich ein vergleichbares
Absorptionsspektrum, wobei die Pyrenbanden durch den intensiven LC-Ubergang des Rutheni-
umkomplexes bei A=357 nm im Verlauf der Titration Giberdeckt werden. Die Auswertung der
Emissionsspektren zeigt eine Intensitdtsabnahme der Pyrenfluoreszenz. Dariliber hinaus veran-
dert sich auch das Intensitatsverhaltnis der Feinstruktur mit fortschreitender Zugabe von
[Ru(bpy):(dppz)]?*. Dies liegt daran, dass durch Anlagerung der Rutheniumkomplexe an Mono-
AT-Py die lokale Polaritit verindert wird. Dadurch nimmt die Intensitit des Ubergangs bei
A= 383 nm ab, wohingegen der Ubergang bei A= 400 nm kaum beeinflusst wird.[> 232! Djeser sol-

vatochrome Effekt ist fiir Pyren charakteristisch und wird als I1l/I-Verhaltnis bezeichnet.?**!
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Abbildung 58 UV/Vis-Absorptions- (links) und Emissionsspektren (rechts) der Titrationsansatze
unter Verwendung von Mono-AT-Py (2,5 uM, 10 mM NaP;-Puffer, 250 mM NaCl, Aexc= 347 nm)

Im Vergleich zum unmodifizierten Oligonukleotid Mono-AT zeigt sich bei Mono-AT-Py mit zu-
nehmender [Ru(bpy).(dppz)]**-Konzentration ein ausgeprigterer Intensititsanstieg der Phos-
phoreszenzbande bei A= 620 nm. Die entgegengesetzte Intensitdtsanderung von Pyren und Ru-

theniumkomplex ist auf einen Energietransfer wie in Abbildung 59 zuriickzufiihren !¢

A

- FRET

1py

Energie

Aexe= 347 nm
=400 nm

A

Abbildung 59 Vereinfachtes JABLONSKI-Schema der beteiligten Zustdnde von [Ru(bpy):(dppz)]*
und Pyren nach Anregung bei Aexc= 347 nm.

Dabei findet der FRET aus dem ersten angeregten Singulettzustand S; von Pyren in den *MLCT-

Zustand des Rutheniumkomplexes statt. Durch intersystem crossing kommt es anschlieBend zur
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Besetzung des 3MLCT Zustandes.* Vermutlich férdert eine m-m-Wechselwirkung mit dem
planaren Chromophor eine koplanare Ausrichtung von [Ru(bpy).(dppz)]** und damit die Ab-
schirmung des dppz-Liganden. Dadurch wird die Population des strahlenden 3MLCT-Zustandes
begiinstigt.[*3” 23> 2361 Dje Anderung der Emissionsintensitit wihrend der Zugabe von
[Ru(bpy):(dppz)]** zu den Oligonukleotiden Mono-AT und Mono-AT-Py wird in Abbildung 60
deutlich hervorgehoben. Die Datenpunkte wurden durch Integration der Emissionsbanden von

Pyren und [Ru(bpy)2(dppz)]** in Abbildung 57 bzw. Abbildung 58 erhalten.
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Abbildung 60 Intensititsdnderung der Emission von [Ru(bpy)2(dppz)]?* (links) und

Pyren (rechts) im Verlauf der Titration zu Mono-AT und Mono-AT-Py.

(cona= 2,50 uM, cry= 0-25,0uM, 10 mM NaP-Puffer, 250 mM NaCl, pH=7, Aexc= 347 nm)

Im Vergleich zum unmodifizierten Mono-AT zeigt sich bei Mono-AT-Py ein deutlicher Anstieg
der Phosphoreszenz von [Ru(bpy):(dppz)]** bei gleichzeitiger Abnahme der Pyrenfluoreszenz.
Die Differenz beider Systeme ergibt sich aus dem Energietransfer von Pyren auf
[Ru(bpy):(dppz)]**, was eine potenzielle Anwendung als Lichtsammelsystem im UV-A Bereich
unterstreicht. Dabei zeigt sich nach Anlagerung von zehn Aquivalenten [Ru(bpy):(dppz)]** ein
Emissionsplateau im Fall des pyrenmodifizierten Oligonukleotids Mono-AT-Py. Das Plateau
spricht fir eine vollstindige Besetzung des Oligonukleotids, wodurch (berschissiges
[Ru(bpy)2(dppz)]** aufgrund des direkten Kontakts zum wéssrigen Medium nicht zur Erhéhung
der Signalintensitat beitragt. Stattdessen ist eine geringfiigige Abnahme bei weiterer Zugabe des
Rutheniumkomplexes zu beobachten, was vermutlich auf eine Wechselwirkung mit assemblier-
ten [Ru(bpy)2(dppz)]** und eine daraus resultierende strahlungsfreie Relaxation zuriickzufiihren
ist. Eine vollstindige L&schung der Pyrenfluoreszenz wird bei 20 Aquivalenten
[Ru(bpy)2(dppz)]** erreicht, was zum einen an dem beschriebenen FRET und zum anderen auf

eine verringerte Anregung des Pyrens zurlickzufiihren ist. Aufgrund des tiberlappenden Absorp-
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tionsbereichs kann dabei der signifikante Uberschuss an [Ru(bpy):(dppz)]** die spektrale Anre-

gung des Chromophors innerhalb des Oligonukleotids Mono-AT-Py verhindern.

Im Anschluss wurden die korrespondierende Doppelstrangsysteme (ds) untersucht. Dazu wurde
Mono-AT bzw. Mono-AT-Py mit einem komplementiren Gegenstrang (1.00 Aq.) versetzt und
durch Erhitzen auf 90 °C fiir 10 min hybridisiert. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurden
die Titrationen mit [Ru(bpy)2(dppz)]** durchgefiihrt. Die entsprechenden spektroskopischen Da-

ten von Mono-AT-ds sind in Abbildung 61 zu sehen.
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Abbildung 61 UV/Vis-Absorptions- (links) und Emissionsspektren (rechts) der Titrationsexperi-
mente mit Mono-AT-ds

(cona= 2,50 uM, cry= 0-25,0uM, 10 mM NaP;-Puffer, 250 mM NaCl, pH=7, Aexc= 347 nm).
Aufgrund der Interkalation des Rutheniumkomplexes in die Duplexstruktur von Mono-AT-ds
zeigt sich hier eine leichte Abschwachung der Absorption bei A= 357 nm und A= 444 nm im Ver-
gleich zum Einzelstrang Mono-AT in Abbildung 57. Die erh6hte Abschirmung des dppz-Liganden
aufgrund der Interkalation in den Doppelstrang flihrt zu einer Zunahme der Phosphoreszenz wie

in Abbildung 62 zu sehen./”
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Abbildung 62 Vergleich der Phosphoreszenzintensititen (Aex.= 347 nm) von [Ru(bpy)2(dppz)]**
im Einzel- und Doppelstrang von Mono-AT (links) und die dazugehdrigen CD-Absorptionsspek-
tren (rechts).

Durchgefiihrte CD-Messungen zeigen den Einfluss der Interkalation auf die Sekundarstruktur
des Oligonukleotids. In Abbildung 62 ist vor der Zugabe von [Ru(bpy).(dppz)]** ein negatives
Signal bei A= 248 nm und ein positives Signal bei A= 280 nm zu sehen. Dieses Absorptionsmuster
ist charakteristisch fiir eine B-Konformation des DNA-Duplexes.!?*”! Durch Interkalation des Kom-
plexes [Ru(bpy)2(dppz)]** wird eine Entwindung der DNA erzwungen, was zu einer Konforma-
tionsanderung und zum Fehlen der charakteristischen COTTON-Signale im CD-Spektrum von
Mono-AT-ds 20 Aq. Ru fiihrt.[® 2382401 Dje neue negative Bande bei A= 303 nm kann vermutlich
auf die bevorzugte Interkalation eines Enantiomers zuriickgefiihrt werden. Eine analoge Ande-
rung der optischen Eigenschaften von [Ru(bpy).(dppz)]** ist ebenfalls bei dem pyrenmodifizier-

ten Duplex Mono-AT-Py-ds in Abbildung 63 festzustellen.
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Abbildung 63 UV/Vis-Absorptions- (links) und Emissionsspektren (rechts) der Titrationsexperi-
mente mit Mono-AT-Py-ds

(cona= 2,50 uM, cry= 0-25,0uM, 10 mM NaP;-Puffer, 250 mM NaCl, pH=7, Aexc= 347 nm)

Das Absorptionsspektrum zeigt die zwei lokalen Maxima des [Ru(bpy).(dppz)]** bei A= 357 nm
und A= 444 nm. Die Chromophorabsorption von Mono-AT-Py-ds ist im Vergleich deutlich schwa-
cher und zeigt nicht die typische Feinstruktur, sondern eine breite Bande zwischen
A=330-375 nm. Ein Vergleich zum Einzelstrang Mono-AT-Py in Abbildung 64 zeigt auch hier eine
intensivere Phosphoreszenz bei A=620nm aufgrund der erhohten Abschirmung des

dppz-Liganden vom umliegenden wissrigen Medium. 23
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Abbildung 64 Vergleich der Phosphoreszenzintensititen (Aex.= 347 nm) von [Ru(bpy):(dppz)]*
im Einzel- und Doppelstrang von Mono-AT-Py (links) und die CD-Spektren (rechts).

Dariiber hinaus ist auch hier eine Anderung der Konformation bei den pyrenmodifizierten Oli-
gonukleotiden durch die Interkalation des Rutheniumkomplexes zu beobachten. Ein Einfluss der
Hybridisierung zeigt sich auch bei der Fluoreszenzintensitat von Pyren im Einzel- und Doppel-

strang. Vor der Zugabe von [Ru(bpy)2(dppz)]** zeigt sich im Einzelstrang (Abbildung 58, rechts)
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eine hohere Intensitat als beim Duplex in Abbildung 63. Diese Beobachtung resultiert aus der
reduzierten Absorption bei Aexe= 347 nm im hybridisierten Zustand (A= 0,038) gegeniiber dem
Einzelstrang (A= 0,044). Ursache hierfir ist die Einbettung des Pyrens in den Nukleobasenstapel.
Die geringere Differenz zwischen den Intensitdten der Pyrenfeinstruktur bei A=383 nm und
A= 400 nm spricht ebenfalls fiir eine Einbettung in den Doppelstrang.?*¥ In Ubereinstimmung
mit den Einzelstrangexperimenten in Abbildung 58 zeigt sich auch im Duplex ein Energietransfer
zwischen Pyren und dem interkalierten Rutheniumkomplex. Dies wird an den unterschiedlichen

Kurvenverlaufen von Mono-AT und Mono-AT-Py in Abbildung 65 ersichtlich.
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Abbildung 65 Intensititsdnderung der Emission von [Ru(bpy)2(dppz)]** (links) und

Pyren (rechts) im Verlauf der Titration zu Mono-AT-ds und Mono-AT-Py-ds.

(cona= 2,50 uM, cgy= 0-25,0uM, 10 mM NaP;-Puffer, 250 mM NaCl, pH=7, Aexc= 347 nm)

Bei Mono-AT-Py-ds bildet sich nach circa 16 Aquivalenten [Ru(bpy):(dppz)]?** ein Intensitétspla-
teau der Phosphoreszenz aus. Im Vergleich zum Einzelstrang, bei dem ein Uberschuss von 20 Aq.
[Ru(bpy):(dppz)]** fiir eine vollstindige Léschung der Pyrenemission bei A=383 nm und
A= 400 nm notwendig war, zeigt sich hier bereits nach zehn Aquivalenten [Ru(bpy):(dppz)]*
kein verbleibendes Signal des Pyrens. Diese Beobachtung lasst sich primar durch einen effekti-
veren Energietransfer im Doppelstrang erklaren. Durch die Hybridisierung werden Pyren und
[Ru(bpy):(dppz)]** innerhalb des Basenstapels besser zueinander ausgerichtet, was einen posi-
tiven Einfluss auf den FRET hat. Im Einzelstrang hingegen liegt eine deutlich flexiblere Struktur
vor, was einen deutlichen Uberschuss von 20 Aquivalenten erfordert. Dariiber hinaus muss die
von Beginn an niedrigere Fluoreszenzintensitat des Pyrens im Doppelstrang beriicksichtigt wer-
den, was ebenfalls fiir einen geringeren Uberschuss an [Ru(bpy).(dppz)]** zum Erreichen der

vollstandigen Loschung spricht. Ein weiterer Hinweis fiir den Energietransfer liefern die Anre-
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gungsspektren bei Aem= 620 nm der Oligonukleotide Mono-AT-ds und Mono-AT-Py-ds. So zeigt
sich bei dem pyrenmodifizierten Oligonukleotid Mono-AT-Py-ds eine Bande bei A= 350 nm im

Vergleich zum Referenzstrang Mono-AT, wie in Abbildung 66 zu sehen.

1.04
Mono-AT-ds

Mono-AT-Py-ds

0.8 4

0.6

0.4 -

0.2 4

0.0

T T T T T "
300 350 400 450 500 550 600
A/ nm

Abbildung 66 Vergleich der normierten Anregungsspektren der Oligonukleotide Mono-AT-ds
und Mono-AT-Py.
(cona= 2,50 uM, cry=5,0uM, 10 mM NaP;-Puffer, 250 mM NaCl, pH=7, Aem= 620 nm)

89



Zusammenfassung und Ausblick

4. Zusammenfassung und Ausblick

Zuerst wurde der Aufbau einer supramolekularen Chromophor-DNA-Architektur, basierend auf
der Assemblierung eines clickfahigen 5-Ethinylpyren-2‘-desoxyuridins, an strukturgebende

Template untersucht.

Zu Beginn wurde eine Syntheseroute fiir das angestrebte clickfahigen Derivat 5 erfolgreich ent-
wickelt. Durch die Absattigung der Hydroxylfunktionen mit TBDMS-Schutzgruppen konnten pra-
parative Schwierigkeiten wahrend der SONOGASHIRA-Kreuzkupplung geldst werden. Im Vergleich
zur bisherigen Methode von WAGENKNECHT et al. konnte so eine signifikant gesteigerte Ausbeute
sowie eine vereinfachte Aufreinigung erreicht werden. Die folgenden Syntheseschritte zur Ein-
flihrung der Clickmodifikationen an der 3‘- und 5-Position zeigten quantitative Ausbeuten. Das
clickfahige 5-Pyren-2‘-desoxyuridinderivat 5 wurde Uber sechs Synthesestufen in einer Gesamt-
ausbeute von 36% erhalten. Weiterfihrende Experimente zeigten eine sequenzspezifische As-
semblierung an das komplementdre Aj-Templat im Vergleich zum nicht komplementéaren
Tao-Templat. Bei Fehlen eines Templats oder einem kirzeren Ao wurde ein Ausfallen der click-
fahigen Konjugate aus der wassrigen Losung beobachtet. Ein direkter Vergleich der Messreihen
zeigte dabei eine erhebliche Abweichung, was auf eine schlechte Reproduzierbarkeit der As-
semblierung schlielRen lasst. Dies stellt einen elementaren Nachteil fir den Zugang zu definier-
ten supramolekularen Architekturen dar. Als Ursache ist die Einfiihrung der Clickmodifikationen
und der damit verbundene Verlust des amphiphilen Charakters der Konjugate anzufiihren. Aus
diesem Grund konnte in vorangegangenen Assemblierungen mit dem unmodifizierten dU-Py 1
eine deutlich bessere Reproduzierbarkeit erzielt werden.!® %8491 Der beschriebene Verlust der
Amphiphilie und die damit deutlich herabgesetzte Loslichkeit des clickfahigen Konjugats 5 in
wassriger Losung stellte ebenfalls ein zentrales Problem bei der Isolierung der gebildeten As-
semblate dar. Im Gegensatz zu friiheren Ergebnissen von WAGENKNECHT et al. konnten die lGber-
schissigen Monomere nicht durch Zentrifugation abgetrennt werden. Im Folgenden wurde die
Ausnutzung eines Templateffekts im Rahmen einer kinetischen CuUAAC angestrebt, um dennoch
einen Zugang zu definierten supramolekularen Architekturen zu erhalten. Eine massenspektro-
skopische Analyse mittels ESI-MS und MALDI-MS konnte keine angestrebten Produkte bezie-

hungsweise das eingesetzte Monomer 5 nachweisen, wobei als primarer Grund die unzu-
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reichende lonisierbarkeit der Analyten angefiihrt werden kann. Daher muss die hier
beschriebene Methodik zum Aufbau definierter supramolekularer Architekturen ausgehend von

Verbindung 5 nach den aktuellen Erkenntnissen als nicht erfolgreich einstuft werden.

Ein Aufbau supramolekularer DNA-Chromophorarchitekturen ausgehend von clickfahigen Oligo-

nukleotiden, wie in Abbildung 67, ist deutlich vielversprechender.
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Abbildung 67 Schematische Darstellung der clickfahigen Oligonukleotide mit modifizierten Ter-
mini (oben) und der Aufbau einer supramolekularen DNA-Chromophorarchitektur durch eine
sequenzspezifische Assemblierung und Konjugation mittels CUAAC (unten).

Durch Verwendung komplementarer Sequenzen zwischen den clickfahigen Oligonukleotiden
und dem strukturgebenden Templat ist eine sequenzspezifische Assemblierung moglich. Die
Verwendung von Oligonukleotiden basierend auf den zwei orthogonalen Bausteinen
2-Amino-2'-desoxyadenosin (dAp) und 2‘-Desoxyuridin (dU) ermoglicht die sequenzspezifische

Positionierung am komplementiren Templatabschnitt.®® Dem angenommene Zusammenbruch
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der Assemblierung wahrend der CuAAC-Reaktion wird durch die Verwendung langerer Oligo-
nukleotide mit erhéhter Stabilitdt entgegengewirkt. Damit bleibt die essenzielle Strukturinfor-
mation bis zur Konjugation erhalten und der Zugang zu definierten supramolekularen Strukturen
wird ermoglicht. Dabei folgt man den Erkenntnissen von BROWN et al. zum Aufbau eines funkti-
onsfiahigen Gens aus sequenzspezifisch assemblierten Oligonukleotiden.!*?% 1% Dariiber hinaus
bietet dieses Projekt weitere Losungsansatze fir die ermittelten Schwachstellen. Durch das ge-
ladene Phosphatriickgrat, welches nur an den Konjugationstellen zwischen den Oligonukleo-
tiden mit einem ungeladenen Triazolrlickgrat substituiert wird, ist eine Gelelektrophorese als
effiziente Aufreinigungsmethode moglich. Dariber hinaus wird ein massenspektroskopischer
Nachweis aufgrund einer deutlich verbesserten lonisierbarkeit erleichtert. Die notwendigen
clickfahigen Oligonukleotide werden Uber eine konservative Festphasensynthese unter Verwen-
dung von chromophormodifizierten Bausteinen hergestellt. Nach einer Vorschrift von
BROWN et al. wird dabei die notwendige Clickfunktion am 3~ bzw. 5-Terminus der Oligonukleo-
tide angebracht.™®Ein modularer Aufbau nach CARELL et al. durch postsynthetische Modifika-
tion von clickfahigen Bausteinen mit einer Auswahl an Aziden ist ebenfalls denkbar, wodurch
das Modifikationsspektrum deutlich erweitert wird.[*>3 Eine Variation der eingebauten Chromo-
phore und ihrer sequenziellen Abfolge ermoglicht eine spektrale Vielfiltigkeit in Anlehnung an
die von Kool et al. entworfenen Oligodesoxyfluoroside (ODF).[*4% 41 Dje beschriebene Variabili-
tat dieser Architekturen ermdglicht ein genaues Abstimmen der optischen Eigenschaften, was

die Grundvoraussetzung fiir eine potenzielle Anwendung als Lichtsammelsystem darstellt.

Als Konsequenz der Problematik des supramolekularen Aufbaus funktionaler Architekturen,
wurde im weiteren Verlauf ein postsynthetischer Ansatz verfolgt. Die clickfahigen
Oligonukleotide wurden unter Einsatz dreier Phosphoramidite erhalten: dem ungeschiitzten
5-Ethinyl-2‘-desoxyuridin (EdU-PA) sowie den zwei silylgeschiitzten Derivaten TMS-EdU-PA und
TIPS-EdU-PA. Eine schrittweise Modifizierung der generierten Bausteine X (EdU), Y (TMS-EdU)
und Z (TIPS-EdU) mit den arylischen Aziden von Pyren 11, BODIPY 16 bzw. Porphyrin 18 erfolgte

anhand einer publizierten Vorschrift von CARELL et al..!*>3]
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Die kovalente Modifizierung mit dem ersten Chromophor erfolgte auf der Festphase durch eine
Clickreaktion zwischen dem EdU-Baustein X und dem entsprechenden Azid 11 bzw. 18. Eine Aus-
nahme stellt dabei die einfache Modifizierung der Oligonukleotide mit BODIPY 16 unter Verwen-
dung von Y nach ammoniakalischer Abspaltung von der Festphase dar. Beim Aufbau der Dichro-
mophorsysteme zeigte sich eine eingeschrankte Anwendbarkeit der Synthesevorschrift von
CARELL et al. auf die Verwendung der kiirzeren Ethinyllinker.!*>3 Aufgrund der unzureichenden
Schutzgruppenstabilitdt des TMS-Bausteins Y verhielt sich dieser wahrend der ersten Clickreak-
tion an X nicht inert. Dabei wurde eine unerwiinschte Doppelmodifikation an X und Y beobach-
tet. Durch Verwendung des TIPS-geschiitzten Bausteins Z konnte die geforderte Orthogonalitat
wieder hergestellt werden, wodurch jedoch der geplante Zugang zu dreifachmodifizierten
DNA-Chromophorsytemen verwehrt wurde. Aus diesem Grund wurden weitere experimentel-
len Erkenntnisse fiir einen alternativen Zugang Uber eine Clickstrategie vice versa erarbeitet,
wobei 5-Azid-2‘-desoxyuridin (AdU) in situ aus einem IdU-Vorlaufer generiert und mit einem

Ethinylfarbstoff umgesetzt wurde. 9% 241

Die spektroskopische Analyse der einfachmodifizierten Oligonukleotide Mono-Py, Mono-Bo
und Mono-Po zeigte die entsprechenden UV/Vis-Absorptions- und Emissionsbanden der einge-
setzten Chromophore. Bei den porphyrinmodifizierten Oligonukleotiden wurde eine vollstan-
dige Loschung der Fluoreszenz aufgrund der Insertion von Kupfer wahrend der CuAAC beobach-
tet. Die spektroskopischen Daten der Oligonukleotide Di-PyBo, Di-PyPo und Di-BoPo lassen auf
zwei zueinander konkurrierenden Transfermechanismen zwischen den Chromophoren schlie-
Ren. Neben einem FRET erscheint auch ein photoinduzierter Elektronentransfer (PET) in allen
Fallen moglich. Letzterer kommt dabei nur bei kurzen Abstanden zwischen den Chromophoren
zum Tragen, wohingegen der reine Energietransfer auch liber lange Distanzen effizient bleibt.
Eine thermodynamische Durchfiihrbarkeit des postulierten Ladungstransfers wurde in allen
Dichromophorsystemen mittels einer REHM-WELLER-Abschatzung bestatigt. Bei den Oligonukleo-
tiden Di-PyBo und Di-PyPo kommt es nach Anregung des Pyrens zu einem reduktiven Elektro-
nentransfer auf BODIPY (AGper= -0,85 eV) bzw. Porphyrin (AGper= -0,99 eV). Im Gegensatz dazu
kommt es bei den Oligonukleotiden Di-BoPo nach Anregung des BODIPYs zu einem oxidativen
Lochtransfer (AGper= -0,29 eV), wobei ein Elektron vom Porphyrin auf das BODIPY lbertragen
wird. Je nach Partner fungiert BODIPY somit entweder als Elektronendonor oder -akzeptor. Ein
eindeutiger spektroskopischer Beweis fir die ladungsgetrennten Zustande zwischen den Chro-

mophoren muss beispielsweise durch transiente Absorptionsspektroskopie erbracht werden.
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Im letzten Teil dieses Projekts wurde eine Anwendung der DNA-Chromophorarchitekturen als
potenzielle Lichtsammelsysteme im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe RAU un-
tersucht. Als Modellsysteme wurden die Oligonukleotide Mono-AT-Py und Mono-AT in Kombi-
nation mit dem Rutheniumkomplex [Ru(bpy):(dppz)]** gewahlt, da deren spektroskopische Ei-
genschaften fir einen effizienten Energietransfer ideal aufeinander abgestimmt sind. Aufgrund
einer hohen Phosphoreszenzintensitat von [Ru(bpy)z(dppz)]** in Kombination mit Mono-AT-Py
im Vergleich zu Mono-AT konnten Riickschliisse auf mogliche Energiebeitrage des Chromophors
gemacht werden. Diese Hypothese wurde durch Vergleich der Anregungsspektren ebenfalls be-
statigt. Ein positiver Einfluss mehrerer Pyrene und ihrer Anordnung innerhalb der Sequenz sollte
im Rahmen weiterer Experimente untersucht werden. Der beobachtete Energietransfer eréffnet
weitere  Forschungsthematiken hinsichtlich  einer potenziellen Anwendung von
[Ru(bpy):(dppz)]** mit Mono-Py in der Photokatalyse. Die Ergdnzung mit einem platinhaltigen
Reaktionszentrum kénnte den Weg zur photokatalytischen Generierung von Wasserstoff (Hz)
ebnen.1?2> 242 Dariiber hinaus ist die Kombination mit einem Nickelkatalysator zur photokataly-
tischen Reduktion von Kohlenstoffdioxid in Wasser denkbar.?*3! Hier bietet Porphyrin den Vor-
teil, dass notwendige Metalle in den Makrozyklus insertiert werden kénnen, woraus sich ein
breites Anwendungsspektrum ergibt.[2*-2%¢ So zeigten Sakal et al.?*” 2*81 die Anwendung von
Cobaltporphyrinen in der oxidativen Hydrolyse, wahrend WANG et al.?**! und Masaoka et al.?>%
die erfolgreiche Nutzung von Kupferporphyrinen in der photokatalytischen Reduktion von Koh-
lenstoffdioxid demonstrierten. Auch jenseits der Katalyse ist eine Anwendung der chromophor-
modifizierten Oligonukleotide beispielweise im Aufbau organischer Solarzellen®> 2! oder in der

zelluldren Bildgebung denkbar.?”!
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5. Experimentalteil

5.1 Materialien, Methoden und Geridte

Reagenzien und Losungsmittel

Fir die experimentelle Arbeit im Rahmen dieser Dissertation wurden Chemikalien von den Fir-

men:

ABCR, Acros Organics, Alfa Aesar, BLDPharm, Carbolution, Carl Roth, Fisher Scientific, Fluka,
Merck, Sigma-Aldrich, Tokyo-Chemical-Industry, Thiemen, VWR

bezogen und ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. Dabei wurde mindestens die Qualitatsstufe
»zur Synthese” verwendet. Zur Synthese verwendete trockene Losungsmittel entsprachen der
Qualitatsstufe ,,pro analysis“ und wurden lber Molekularsieb sowie Inertgasatmosphare gela-
gert. Fur die Aufreinigung der dargestellten Verbindungen wurden Losungsmittel in technischer
Qualitat verwendet. Bei praparativen Aufreinigungen mittels RP-HPLC wurden ausschlieRlich
hochreine organische Losungsmittel mit der Qualitatsstufe ,,HPLC-Grade” und hochreines Was-

ser eingesetzt, welches mit einer MERCK Millipore Q8 Anlage aufbereitet wurde.
Reaktionsfiihrung

Oxidations- und hydrolyseempfindliche Reaktionen wurden unter Inertgasatmosphare
(Argon 5.0, 99.999% Reinheit) gemaR der SCHLENK-Technik durchgefiihrt. Die dazu verwendeten
Reaktionsapparaturen wurden mehrmals unter Hochvakuum (1:103 mbar) gesetzt, mit einem
HeiRluftféhn (500°C) erhitzt und nach Abkihlen auf Raumtemperatur mit Inertgas geflutet. Zur
Erzeugung eines stabilen Vakuums wurde eine Drehschieberpumpe der Firma Edwards verwen-
det. Bei Bedarf wurden die verwendeten Losungsmittel mittels der Freeze-Pump-Thaw Methode
entgast. Fir chemische Reaktionen, die eine Durchfiihrung unter Kihlung erforderten, wurden

folgende Kaltemischungen verwendet:

Wasser/Eis (0°C), Eis/NaCl (-20°C), Isopropanol/Trockeneis (-78°C).
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Diinnschichtchromatographie (DC)

Zur Kontrolle des Reaktionsfortschritts wurden Dinnschichtchromatographien durchgefihrt.
Dabei wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumplatten der Firma Merck verwendet (Kiesel-
gel 60 F254; 0,25 mm Schichtdicke). Die Detektion erfolgte mittels UV-Lampen mit einer Emissi-
onswellenlange von A= 254 nm sowie A= 366 nm. Falls keine Eigenfluoreszenz der Verbindungen
zur Auswertung herangezogen werden konnte, wurde entweder mit Kaliumpermanganatlésung
(1.50 g KMnOQs, 10.0 g K,CO3, 1.85 mL 10%ige NaOH, 200 ml ddH,0) oder schwefelsaurem Me-
thanol (3% H,S0.) angefarbt.

Flash-Sdulenchromatographie (FC)

Fir die Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie wurde als stationare Phase Silica der Firma
Sigma Aldrich (PorengroRe 60 A, PartikelgroRe 4060 pum) verwendet. Dieses wurde in dem je-
weiligen Laufmittel aufgeschlammt und unter Uberdruck gepackt. Das Rohprodukt wurde ent-
weder in wenig Laufmittel gelost (wet load) oder auf Kieselgel adsorbiert (dry load) aufgetragen.

Der notwendige Uberdruck wurde mithilfe einer Handpumpe erzeugt.
Lyophilisierung

Zu lyophilisierende chemische Verbindungen wurden in Benzol (HPLC-Grade) gelost, in flis-
sigem Stickstoff eingefroren und anschlieRend am Hochvakuum (1-10°3 mbar) getrocknet. Zur
Lyophilisierung von modifizierten Oligonukleotiden wurde eine Alpha-RVC-Vakuumzentrifuge
der Firma Christ verwendet. Die Proben wurden dafir in Eppendorf GefaRe Gberfihrt und unter

reduziertem Druck (1-10! mbar) getrocknet.
Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Die H-, 13C-, 3'P-NMR-Spektren wurden an einem Bruker Avance 400 FT-NMR-Spektrometer
oder ein Bruker Avance 500 FT-NMR-Spektrometer aufgenommen. Sofern nicht anders ange-
geben wurden alle Kernspinresonanzspektren bei einer Temperatur von 298 K aufgenommen
und sind im Anhang zu finden. Die zu analysierenden Substanzen wurden in ca. 0,5 mL deute-

riertem Losungsmittel der Firma Eurisotop gelost.
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Folgende deuterierte Losungsmittel wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

CDCls-d; IH-NMR: 6= 7,26 ppm; C-NMR: 8= 77,16 ppm
DMSO-ds !H-NMR: &= 2,50 ppm; 3C-NMR: 6= 39,52 ppm
THF-ds IH-NMR: 6= 3,58 ppm; *C-NMR: 8= 67,57 ppm
MeOD-d, !H-NMR: &= 3,31 ppm; 3C-NMR: 6= 49,00 ppm

Die chemische Verschiebung & wurde in parts per million (ppm) angegeben, dabei diente als in-
terne Referenz das jeweilige Losungsmittelrestsignal. Sémtliche Kopplungskonstanten J wurden
als Betrag in Hertz (Hz) angegeben. Zur Beschreibung der Signalmultiplizitdt wurden die gangi-

gen Abkilrzungen verwendet, welche im Abkirzungsverzeichnis aufgelistet sind.
Assemblierungsexperimente von dU-Py-click 5 an DNA-Template

Die Assemblierungsansatze wurden wie folgt hergestellt:

1. Eswurde ein definiertes Volumen demineralisiertes Wasser vorgelegt.
Vh20= 1000-Vrempiat-Vdu-py-click 9 KL

2. Es wurde ein definiertes Volumen der Templatlésung zugegeben, um eine Konzentra-
tion von 2,5 bzw. 3,75uM zu erreichen.
Va10= 10,25 pL/15,38 pL Vazo= 10,52 pL/15,78 pL V120= 10,97 pL/16,46 pL

3. Eswurde ein definiertes Volumen einer 10mM dU-Py-click 9 (DMSO) zugegeben. Die zu-
gegebene Stoffmenge entspricht dem 1,5-fachen der vorhandenen Bindungsstellen
Va10= 3,75 pL/5,63 UL Vazomao/er= 7,50 pl/11,25 L

4. Eswurde fiir 5s homogenisiert und anschlieRend fiir 10 min in einem Heizblock bei 90 °C
temperiert. AnschlieRend wurden die Proben im Heizblock langsam auf Raumtempera-
tur abgekihlt.

5. Die praparierten Proben wurden in Klivetten tberfihrt und spektroskopisch vermessen.
Die Isolationsversuche wurden durch Zentrifugation der Proben bei 16000 g durchgefiihrt. An-

schlieBend wurde die Uberstehende Losung vorsichtig abgenommen und spektroskopisch ver-

messen.
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Ligation der Assemblierungsansatze mittels CUAAC

Von der Assemblierungslésung wurden 300uL entnommen und mit frisch hergestellten
CuAAC-Losungen versetzt. Durch mehrmaliges Invertieren wurde die Probe schonend homoge-
nisiert. Die Losungen wurden aus wassrigen Stammldsungen der Einzelkomponenten gemald

Tabelle 6 hergestellt:

Tabelle 6 eingesetzte Losungen zur Ligation der Assemblierungsansatze.

Reagenz Einwaage Volumen Konzentration Reaktionsvolumen
[mg] [uL] [mM] [uL]
THPTA? 21,7 500 100,0 37,5
Natriumascorbat® 39,6 500 400,0 13,4
CuSO4*5H,0° 24,9 1000 100,0 5,36
NaEDTAP 149,0 1000 400,0 13,4
2ddH,0 PEtOH

Die Negativkontrollen wurden mit demineralisiertem Wasser versetzt. Nach zuvor festgelegten
Zeitpunkten wurde durch Zugabe von NaEDTA-L6sung die CuAAC gestoppt und die Proben zur
Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde in 100puL demineralisiertem Wasser aufgenom-
men, um eine massenspektroskopische Analyse mittels ESI-MS und MALDI durchzufiihren. Um
den negativen Einfluss von Salzen auszuschlieBen wurde ein Teil der wassrigen Losung mit Ethyl-

acetat extrahiert und eine Analyse der organischen Phase durchgefiihrt.
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DNA-Festphasensynthese

Zur Synthese der zu untersuchenden Oligonukleotide wurde ein DNA/RNA-Synthesizer H6 der

Firma K&A Laborgerdite GbR verwendet.

Die Phosphoramidite der natirlichen Nukleotide (dA, dT, dC, dG) wurden in trockenem Aceto-
nitril gel6st, sodass eine Endkonzentration von 0,067 mol/L vorlag. Das kommerzielle Phospho-
ramidit von EdU bzw. 9 und 10 wurde in trockenem Acetonitril geldst, sodass eine Endkonzent-

ration von 0,1 mol/L vorlag. Als stationdre Phase wurde controlled pore glass (CPG) verwendet.

Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte im Modus DMTr-On unter Verwendung der Protokolle
in Tabelle 7-Tabelle 9.

Dabei wurden folgende Abkilirzungen verwendet:
AMD Phosphoramidit

coL CPG-Saule

CP_A/B Capping Reagenz A/B

GAS-Argon

M_W  Losungsmittelabfall

MeCN  Acetonitril

OXl Oxidationslésung flir Phosphoramidite
TCA Trichloressigsaure
TET Tetrazolaktivator flir Phosphoramidite

TRM Tritylmonitor

WTH Wartezeit
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Tabelle 7 Standardkupplungsprotokoll fiir die Oligonukleotidsynthese.

Zeit[0.1s] ReagenzA ReagenzB Zielort S.Col.PTr. Totzeit Branch

Entschiitzung
1 4 TCA coL
2 30 TCA TRM ON
3 ON
q 15
5 20 TCA TRM ON
6 ON
7 15
8 20 TCA TRM ON
9 ON
10 15
11 20 TCA TRM ON
12 ON
13 15
14 20 TCA TRM ON
15 ON
16 15
17 30 GAS TRM
18 10 MeCN M_W
19 20 MeCN coL ON
20 ON
21 4
22 30 GAS coL
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23 2
24 20
25
1 15
2
3 10
4 10
5
6 35
7 20
1 2
2
3 2
1 20
2
3 10
4
5
6
7 30
8 2
9 16

MeCN

MeCN

GAS

MeCN

MeCN

GAS

GAS

GAS

GAS

OXI

MeCN

WTH

WTH

GAS

MeCN

MeCN

M_W

CcoL

Kupplun

CcoL

coL

coL

Cappin

coL

coL

Oxidation

coL

CcoL

CcoL

ON

ON

ON

ON

ON

ON

ON

50

150

150
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10

11

12

13

14

15

16

20

30

15

40

GAS

MeCN

MeCN

ON

coL

M_W

coL ON
ON
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Tabelle 8 Branch fiir die Kupplung der Phosphoramidite.

Zeit[0.1s] ReagenzA ReagenzB Zielort S.Col.PTr. Totzeit Branch

Branch-Kupplung
1 4 TET coL ON
2 8 AMD TET coL
3 ON
4 24
5 8 AMD TET coL ON
6 ON
7 24
8 10 MeCN M_W
9 10 GAS M_W

Tabelle 9 Branch fir das Capping der Phosphoramidite.

Zeit[0.1s] ReagenzA ReagenzB Zielort S.Col.PTr. Totzeit Branch

Branch-Capping
1 20 CP_A CP_B coL ON
2 ON
3 15
4 3 CP_A CP_B coL ON
5 ON
6 15
7 20 GAS coL
8 2 MeCN M_W
9 12 MeCN coL ON
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10 ON
11 10 GAS M_W 2
12 30 GAS coL

Schrittweiser Aufbau von DNA-Chromophor Architekturen mittels CUAAC

CuAAC auf der Festphase

Nach der Festphasensynthese wurde das CPG im Vakuum fiir 30 min getrocknet und anschlie-
Rend in ein ReaktionsgefaR (Eppendorf) Uberfiihrt. Zur Modifikation des freien EdU-Bausteins X
mittels CUAAC wurden die Click-Lésungen und das entsprechende Chromophorazid in Tabelle 10
zugegeben. Eine Modifikation mit BODIPY-Azid 16 erfolgte in Losung unter Verwendung des

TIPS-geschiitzen Bausteins Z.

Tabelle 10 eingesetzte Losungen zur Modifikation des Baustein X mittels CuAAC.

Reagenz Einwaage Volumen Konzentration Reaktionsvolumen
[mg] [mL] [mM] [mL]
CuBr® 14,35 1000 100 200
TBTA?® 26,50 500 100 400
Natriumascorbat® 99,00 500 1 50
Pyrenazid 11° 2,44 100 100 100
Porphyrinazid 18° 6,55 100 100 100

3(DMSO/tBuUOH 3:1) *(ddH,0) ¢(DMSO)

Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 40 °C erwdrmt und anschlieBend auf einem Horizontalschittler
fir 8h bei Raumtemperatur homogenisiert. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die Uberste-
hende Lésung durch Zentrifugation fir 2 min (13 000 u/min) abgetrennt und das CPG-Pellet
durch Zugabe von Losungsmittel mehrmals gewaschen. Dabei wurden folgende Losungsmittel

verwendet: 3x 1 mL DCM, 3x 1 mL DMSO, 3x 1 mL ddH,0, 3x 1 mL EtOH.

Folgte keine weitere Modifikation wurden zur Entfernung von Kupfer weitere Waschschritte

durchgefuihrt: 3x 300uL Na-EDTA (0,1M) / 500uL NaOAc (0,3M), 3x 1 mL ddH>0, 3x 1 mL EtOH.

Das gereinigte CPG wurde unter reduziertem Druck getrocknet und in ein ReaktionsgefaR mit

Safe-Lock-Deckel (Eppendorf) Uberfiihrt.
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AdU Generierung In situ und CuAAC auf der Festphase

Das modifizierte Oligonukleotid wurde auf dem CPG belassen und im Vakuum fir 30 min ge-
trocknet. Es wurde 1 mL einer frisch hergestellten Natriumazid-Losung (200mM, DMSO) zuge-
geben und fiir eine Stunde bei 55 °C unter Ausschluss von Licht inkubiert. Nach Ablauf der Zeit
wurde das CPG je viermal mit 1 mL DMSO und MeCN gewaschen. Das CPG wurde nicht getrock-

net und sofort mit den frisch hergestellten Lésungen in Tabelle 11 versetzt.

Tabelle 11 eingesetzte Losungen zur Modifikation des in-situ generierten (AdU) Bausteins.

Reagenz Einwaage Volumen Konzentration Reaktionsvolumen
[mg] [ui] [mM] [uL]
[(CH3CN)4Cu]PF¢&® 10,60 200 142 200
TBTA® 5,75 400 27 400
Natriumascorbat® 9,90 50 1000 50
Ethinylpyren II° 3,40 300 50 300

3(DMSO/tBuOH 3:1) °(ddH,0) <(DMSO)

Abspaltung von der CPG-Phase und Entschiitzung

Die Abspaltung von der CPG-Festphase und die Entschiitzung des Oligonukleotids erfolgte durch
Zugabe von 1 mL wassriger Ammoniaklésung (w= 25%) und anschlieRender Inkubation bei 55°C
flr mindestens 12 h. AnschlieBend wurde auf Raumtemperatur abgekihlt und der ammoniakali-
sche Anteil mithilfe eines Alpha 2-4 LSCbasic Vakuumkonzentrators der Firma Christ (30 min,
34°C, 100 mbar) entfernt. Die verbleibende Lésung wurde in ein weiteres ReaktionsgefaR liber-

flihrt und das CPG dreimal mit je 200 uL Wasser gewaschen.
Voraufreinigung mittels Affinitatschromatografie

Nach der Abspaltung lag das Oligonukleotid in ca. 1 mL wassriger Losung vor. Diese wurde mit

1 mL Natriumchlorid-Lésung (100 mg/mL) versetzt.

Zur Voraufreinigung wurden DMTr-Affinitatssdulen Glen-Pak™ DNA Purification Cartidges bei
einer Tropfrate von 1-2 Tropfen/s verwendet. Die stationdre Phase wurde zuerst mit 0,5 mL Ace-
tonitril und anschlieRend mit 1 mL Triethylammoniumacetat-Puffer dquilibriert. Danach wurde
die Probe aufgetragen. Das auf der Sdule gebundene Oligonukleotid wurde zweimal mit 1 mL

wassriger Salzwaschlésung (100 mg/mL, 5% MeCN) gewaschen, um unvollstidndig synthetisierte
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Oligonukleotidstrdange zu entfernen. Durch darauffolgende Auftragung von zweimal 1 mL Tri-
fluoressigsdure-Losung (2 %) und zweimal 1 mL demineralisiertem Wasser, wurde die DMTr-
Schutzgruppe ausgewaschen. Zuletzt wurde das aufgereinigte Oligonukleotid mit 1,5 mL Elu-
tionslésung (0.5 % NH4OH in MeCN / Wasser 1:1) von der Siule gespiilt und die Lésung bis zur

Trockene am Vakuumkonzentrator eingeengt.

Folgte keine weitere Modifikation am Oligonukleotid, wurde anschlieRend eine Aufreinigung

mittels RP-HPLC durchgefihrt.

Abspaltung der TIPS-Schutzgruppe

Der Rickstand wurde in 1 mL eines Losungsmittelgemisches aus trockenem MeCN und DMF
(4:1) aufgenommen. Es wurden 2 Tropfen TBAF-Losung (1.0M in THF) zugegeben und die Losung
bei 40°C fur 2h im Ultraschallbad homogenisiert. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde durch
Zugabe von 10 pL MeOTMS liberschiissiges Fluorid gebunden. Die Proben wurden an einem Va-
kuumkonzentrator fast zur Trockene eingedampft und der verbleibende Riickstand in 1 mL de-
mineralisiertem Wasser aufgenommen. AnschlieBend wurden die Proben mit fliissigem Stick-

stoff eingefroren und am Vakuumkonzentrator lyophilisiert.

CuAAC in Losung

Der erhaltene Riickstand nach der TIPS-Entschiitzung wurde in 25uL demineralisiertem Wasser

aufgenommen und mit frisch hergestellten Losungen in Tabelle 12 versetzt.

Tabelle 12 eingesetzte Losungen zur Modifikation des entschiitzten Bausteins Z mittels CUAAC.

Reagenz Einwaage Volumen Konzentration Reaktionsvolumen
[mg] [mL] [mM] (mL]
CuBr? 14,35 1000 100 200
TBTA?® 26,50 500 100 400
Natriumascorbat® 99,00 500 1 50
Pyrenazid 11° 2,44 100 100 100
BODIPY-Azid 16° 3,66 100 100 100
Porphyrinazid 18° 6,55 100 100 100

3(DMSO/tBuOH 3:1) °(ddH,0) ¢(DMSO)
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Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 40 °C temperiert und anschlieBend auf einem Horizontalschiitt-
ler fiir 8h bei Raumtemperatur homogenisiert. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die Lésung
mit 100uL Natrium-EDTA-L6sung (0,1 M) sowie 500uL NaOAc-Losung (0,3 M) versetzt und an-
schlieBend auf ein geringes Volumen eingeengt. Der Riickstand wurde mit Ethanol auf 1 mL auf-
gefillt und Uber Nacht bei -28 °C gelagert. Der gebildete Feststoff wurde fir 2 min bei
13000 u/min abzentrifugiert und zweimal mit kalter Ethanollésung (w= 70%) gewaschen. Der
Rickstand wurde im Vakuum getrocknet und anschlieRend mit 300uL demineralisiertem Wasser
im Ultraschallbad suspendiert. Die unloslichen Bestandteile wurden abzentrifugiert und die

Uberstehende Losung mittels RP-HPLC aufgereinigt.
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Zur Aufreinigung der modifizierten Oligonukleotidstrange wurde eine Trennung liber semipra-
parative RP-HPLC durchgefiihrt. Die Trennung erfolgte an einer Dionex Ultimate3000 mit Auto-
sampler, Pumpenmodul, Saulenofen, Multidiodenarray (DAD) und RS-Fluoreszenzdetek-
tor (FLD) der Firma Thermo Fisher Scientific. Zur Bedienung wurde die Software Chromeleon 7
von Thermo Fisher Scientific genutzt. Zur semipraparativen Trennung wurde eine VDSphere
OptiBio PUR 300 C18 SE-Sdule (250x10 mm, 5 um) der Firma VDS OPTILAB mit einer Flussrate
von 2.5-3.5 mL/min bei einer Temperatur von 60°C verwendet. Dabei diente ein Gradient aus
0-40% Acetonitril Gber 40 min mit anschlieBendem Plateau bei 40% fiir 15 min in 50 mM Am-
moniumacetatpuffer (pH=6.5) als mobile Phase. Das modifizierte Oligonukleotid wurde in
300 uL demineralisiertem Wasser aufgenommen und injiziert. Bei einer Wellenldnge von
A= 260 nm und der charakteristischen Absorptionswellenlange des jeweiligen Chromophors
konnte das modifizierte Oligonukleotid detektiert und fraktionsweise gesammelt werden. Fir
eine analytische Trennung wurde eine VDSphere OptiBio PUR 300 C18-SE Séule (250x4.6 mm,

5 um) mit einer Flussrate von 1.15 mL/min verwendet.
Fliissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS)

Die chromatographische Auftrennung erfolgte an einer Dionex Ultimate3000 der
Firma Thermo Fisher Scientific. Die Trennungen wurden mit Chromatographiesdulen der
Firma VDS OPTILAB entsprechend den im vorherigen Absatz angegebenen Gradienten fir die
jeweilige Probe durchgefiihrt. Das Trennsystem wurde mit einem Q Exactive Plus Massenspekt-

rometer der Firma Thermo Fisher Scientific mit Elektronensprayionisation (ESI) gekoppelt.
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Hochauflosende-Elektronensprayionisation Massenspektrometrie

Massenspektrometrische Messungen wurden von der analytischen Abteilung des Instituts fur
organische Chemie (I0C) und des Instituts fir physikalische Chemie (IPC) des Karlsruher Instituts
fir Technologie (KIT) durchgefihrt. Die hochauflosenden Massenspektren wurde mit einem
Q Exactive Plus Massenspektrometer von Thermo Fisher Scientific unter Verwendung der Elekt-
rosprayionisation (ESI) aufgenommen. Die Charakterisierung der Signale erfolgte anhand des

Masse-zu-Ladungsverhéltnisses (m/z), wobei der Molekilionenpeak mit [M] abgekiirzt wurde.
Matrix assistierte Laser Desorption lonisierung (MALDI)

Zur Uberpriifung der Reinheit der gesammelten Fraktionen wurde das Lésungsmittel unter re-
duziertem Druck evaporiert und der Riickstand in 50 pL hochreinem Wasser aufgenommen. An-
schliefend wurden die Proben mittels Matrix assistierter Laser Desorption lonisierung mit Flug-
zeitbestimmung-Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) analysiert. Die Messungen erfolgten
dabei an einem Axima Confidence Massenspektrometer der Firma Shimadzu mit verschiedenen

Matrizen. Folgende Matrizen wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

3-Hydroxypicolinsaure (ges. Loésung in MeCN/ddH,0 1:1)/ Ammoniumhydrogencitrat (0.44 M in
ddH,0) 9:1

UV/VIS Spektroskopie

UV/VIS-Absorptionsspektren der modifizierten Oligonukleotide sowie deren Schmelzpunkte
wurden an einem Cary3500 Spektralphotometer der Firma Agilent Technologies aufgenommen.
Die Oligonukleotide wurden in 10mm Quartzglaskivetten von Starna mit einem Volumen von
1 mL bei 25°C vermessen. Zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten € der Chromophore
wurden Stammloésungen angesetzt und daraus mindestens fiinf Standardlésungen ver-
schiedener Konzentration hergestellt. Die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten beruht auf

der Linearitat des LAMBERT-BEERSCHEN Gesetz im Extinktionsbereich zwischen 0-1,5.
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Fluoreszenzspektroskopie

Die Bestimmung der Fluoreszenz wurde an einem Fluoromax Plus mit Peltierelement der Firma
Horiba Jobin Yvon durchgefiihrt. Vor jeder Messung wurden das Lampenspektrum und die De-
tektorempfindlichkeit Gberprift. Falls notwendig wurde das Gerét justiert, um reproduzierbare
Messbedingungen zu gewdhrleisten. Zur Datenverarbeitung wurde die Software Fluorescence

V3.5 genutzt. Falls nicht explizit angegeben wurden folgende Messparameter eingestellt:
Integrationszeit 100 ms, Schrittweite 1.0 nm, Inkrementzeit 200 ms

Die Anregungswellenldange sowie die Spaltbreiten wurden spezifisch angepasst.
Fluoreszenzquantenausbeuten

Die Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeute @¢ erfolgte anhand der gemessenen
UV/Vis-Absorptions- und Emissionsspektren. Dazu wurden Referenzverbindungen bei identi-

schen Parametern vermessen. Die Fluoreszenzquantenausbeute wurde mittels Gleichung 6 und

Gleichung 7 bestimmt.1252

Pp=Pp-— T Gl.6
fe=1-—10"95x GlL.7
Als Referenz wurden Rhodamin G6 (in EtOH) und Cumarin 102 (in MeCN) verwendet.
CD-Spektroskopie

Die Bestimmung der chiralen Eigenschaften synthetisierter Oligonukleotide wurde an einem
Jasco J-810 Spektropolarimeter mit einem Peltier-Element PTC-423S und einem AC 200 Ther-
mostat der Firma Thermo Scientific durchgefiihrt. Dazu wurde die Software Spectra Manager

verwendet. Falls nicht explizit angegeben, wurden folgende Messparameter eingestellt:

Scangeschwindigkeit: 100 nm/min, Akkumulation: 4, Integration: 4 s, Bandbreite: 1 nm
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Konzentrationsbestimmung der modifizierten Oligonukleotide

Zur Bestimmung der Konzentration wurde die Absorption bei A= 260nm mit einem Cary3500
Spektralphotometer der Firma Agilent Technologies gemessen. Es wurden Referenzwerte fest-
gelegt, die sich aus dem jeweiligen Extinktionskoeffizienten des Oligonukleotids gemalR

Gleichung 8 ergeben.
€r60= (A epa+T e+ G-eg+C-ec)-09+F-¢p Gl 8

Die Extinktionskoeffizienten &,4, der natiirlichen Nukleotide und der entsprechenden Chromo-

phorazide F sind in Tabelle 13 aufgelistet.

Tabelle 13 Extinktionskoeffizienten der verwendeten Nukleotide bzw. der Chromophorazide.

Nukleotid/Modifikation  Extinktionskoeffizient
[L:-molt-ecm™]

15400
8800
7300

11700
9900

Pyrenazid 11 13100
BODIPY-Azid 16 13700
Porphyrinazid 18 21400

coOoo-H»

Gelpermeationschromatorgraphie

Das GPC-System wurde durch den Arbeitskreis MEIER am Institut flr organische Chemie (I0C)

des Karlsruher Instituts flr Technologie (KIT) zur Verfligung gestellt.

Es wurde ein PSS SECcurity2 GPC-System auf Basis einer Agilent Infinity 1260 Il verwendet. Das
System ist mit einem Brechungsindexdetektor SECcurity? RI, einem S3ulenofen (Bio)SECcurity?,
mit Fach TCC6500, einem Standard SECcurity>Autosampler und einer isokratischen Pumpe
SECcurity? ausgestattet. Als mobile Phase wurde THF (1 ml/min) bei 40 °C verwendet. Die Ana-
lyse wurde mit folgendem Saulensystem durchgefiihrt: Zwei Saulen PSS SDV analytical

(3 um, 300 x 8,0 mm?, 1000 A) mit einer PSS SDV analytical Vorsaule (3 um, 50 x 8,0 mm?).
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5.2 Synthesevorschriften

5-(2-Ethinylpyren)-2'-desoxyuridin 1

OH

C27H20N205
452,1372 g/mol

In einem Schlenkkolben wurden 600 mg Verbindung 3 (1,00 Ag.; 0,88 mmol) in trockenem THF
gel6st und im Eisbad auf 0°C abgekihlt. Nach 15 min wurden 0,70 mL Triethylamintrihydrofluo-
rid (6,00 Aq.; 5,29 mmol) zugegeben und das Reaktionsgemisch iiber Nacht geriihrt. Nach er-
folgreicher Reaktionskontrolle wurde ein Spatel Silika zugegeben und fir 10 min gerthrt. Das
Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck evaporiert und das erhaltene Rohprodukt mittels

Saulenchromatografie (Silika, CH:EE 1:0-0:1) aufgereinigt. Zuletzt wurde aus Benzol lyophilisiert.

Es wurde ein hellgelber, kristalliner Feststoff in einer Ausbeute von 96% (383 mg; 0,85 mmol)

erhalten.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 11.82 (s, 1H), 8.65 (d, 1H), 8.61 (m, 1H), 8.27 (m, 8H),
6.20 (t, 3Jyu= 6.4 Hz, 1H),5.29 (m, 1H), 4.33 (m, 1H), 3.87 (q, ¥Jux= 3.4 Hz, 2H), 3.70 (m, 2H),
2.25 (m, 2H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6= 162.10, 149.97, 144.32, 131.41, 131.27, 131.01, 129.47,
129.22, 128.76, 127.72, 127.25, 126.40, 125.44, 124.14, 123.87, 117.45, 98.91, 91.63, 89.00,
85.49, 70.33, 61.31.

HR-MS (ESI): 452,1364 [M]
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5-lod-3’,5’-Bis-(tert-butyl-di-methylsilyl)-2’-desoxyuridin 2

I\’\)kNH
TBDMSO A

OTBDMS

2
C21 H39|N2058i2
582,6265 g/mol

Die Verbindung wurde nach einer publizierten Vorschrift von KOBAYASHI et al. synthetisiert.™*>”!

In einem Schlenkkolben wurden 1,50 g 5-lod-2'-desoxyuridin (1,00 Aq.; 4,24 mmol), 1,44 g
Imidazol (5,00 Aqg.; 21,2 mmol) und 2,28 g TBDMSCI (3,50 Aq., 14,8 mmol) in trockenem DMF
gelost. Das Reaktionsgemisch wurde (ber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Nach erfolgrei-
cher Reaktionskontrolle wurde mit gesattigter NaHCOs-Losung geldscht. Die wassrige Phase
wurde mehrmals mit Diethylether extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit Wasser
und gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Es wurde Gber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel unter reduziertem Druck evaporiert. Das erhaltene Rohprodukt wurde mittels
Saulenchromatografie (Silika, CH:EE 4:1) aufgereinigt. Zuletzt wurde das Produkt aus Benzol lyo-

philisiert.

Es wurde ein farbloser, pulvriger Feststoff in einer Ausbeute von 95% (225 mg; 0,26 mmol) er-

halten.

H-NMR (400 MHz, CDCl3-d;): 6= 9.03 (s, 1H), 8.07 (s, 1H), 6.26 (dd, *J1;4=8.0 Hz, ¥J,4=5.6 Hz 1H)
, 4.41-4.34 (m,1H), 4.00 - 3.94 (m, 1H), 3.81 (ddd, 3Jyx=11.5, Jy=2.4 Hz, 1H),

2.30 (ddd, 3Jin=13.1, Jyy=2.3 Hz, 1H), 2.03-1.92 (m, 1H), 0.93 (s, 9H), 0.88 (s, 9H),

0.14 (d, Jwn= 4.4 Hz, 6H), 0.06 (d, 3y 4=3.4 Hz, 6H).

13C.NMR (101 MHz, CDCls-d1): 8= 160.15, 150.02, 144.57, 88.58, 85.96, 72.71, 68.50, 63.20,
42.15, 26.30, 25.87, 18.65, 18.14, -4.52, -4.71, -4.97, -5.12.

HR-MS (ESI): 581,1359 [M-H]

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur liberein.
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5-(2-Ethinylpyren)-3’,5’-Bis-(tertbutyldimethylsilyl)-2’-desoxyuridin 3

OTBDMS

3
C39H48N205Si;
680,3102 g/mol

In einem Schlenkkolben wurden 1,95g Verbindung2 (1,00 Aq.; 3,35 mmol), 833 mg
1-Ethinylpyren (1,10 Ag.; 3,68 mmol), 387 mg Tetrakistriphenylphosphinpalladium (0,10 Aq.;

0,35 mmol) und 319 mg Kupfer-(l)-iodid (0,5 Aq.; 1,67 mmol) in trockenem DMF geldst.
AnschlieRend wurde 1,59 mL trockenes Triethylamin (2,50 Aqg.; 8,37 mmol) zugegeben und das
Reaktionsgemisch dreimal mittels der Freeze-Pump-Thaw-Methode entgast. Es wurde (iber
Nacht bei 60°C gertihrt. Nach erfolgreicher Reaktionskontrolle wurde das Losungsmittel unter
reduziertem Druck evaporiert. Das erhaltene Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatogra-

fie (Silika, CH:EE 1:0-2:1) aufgereinigt und zuletzt aus Benzol lyophilisiert.

Es wurde ein hellgelber, kristalliner Feststoff in einer Ausbeute von 48% (1,09 g; 1,61 mmol) er-

halten.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 11.89 (s, 1H), 8.66 (d, 1H), 8.23 (m, 9H),
6.19 (t, 3Jyu= 6.6 Hz, 1H), 4.42 (dt, 3y 1= 6.3 Hz, 3y 4=3.3 Hz, 1H), 3.87 (m, 2H), 3.76 (m, 1H),
2.26 (m, 2H), 0.87 (d, 18H), 0.16-0.09 (m, 12H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6= 170.90, 153.69, 151.92, 137.18, 132.04, 131.50, 131.40,
130.90, 129.79, 129.40, 128.80, 128.69, 127.28, 126.38, 125.99, 125.66, 125.38, 124.10,
122.80, 122.59, 120.83, 107.05, 106.42, 88.63, 87.65, 73.82, 62.78, 25.68, 25.49, 17.76, 17.71,
-4.82,-4.87,-5.98, -6.09.

HR-MS (ESI): 679,3016 [M-H]
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5-(2-Ethinylpyren)-5’Azid-2'-desoxyuridin 4

OH

C27H19N504
477,1437 g/mol

In einem Schlenkkolben wurden 383 mg Verbindung 1 (1,00 Aq.; 0,85 mmol) in trockenem Pyri-
din geldst und im Eisbad auf 0°C abgekiihlt. Es wurden 66 pL Mesylchlorid (1,00 Aqg.; 0,85 mmol)
zugegeben und das Reaktionsgemisch Giber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach erfolgrei-
cher Reaktionskontrolle wurde mit Ethylacetat verdiinnt und mit gesattigter NaHCOs-Losung
sowie demineralisiertem Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde lber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel unter reduziertem Druck evaporiert. Der Riickstand wurde
mit 110 mg Natriumazid (2.00 Aq., 1,70 mmol) in trockenem DMF suspendiert und bei 50°C iiber
Nacht gerihrt. Nach erfolgreicher Reaktionskontrolle wurde das Losungsmittel im Vakuum eva-

poriert und das Intermediat ohne weitere Aufreinigung umgesetzt.

Es wurde ein hellgelber, kristalliner Feststoff in einer Ausbeute von 84% (340 mg; 0,71 mmol)

erhalten.

HR-MS (ESI): 477,1425 [M]
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5-(2-Ethinylpyren)-5’Azid-3‘-Propargyl-2'-desoxyuridin 5

(O

5
C30H21N504
515,1594 g/mol

In einem Schlenkkolben wurden 340 mg Verbindung 4 (1,00 Ag.; 0,71 mmol) und 30 mg Natri-
umhydrid (1,00 Aqg.; 0,71 mmol) in trockenem THF geldst. AnschlieBend wurde auf 0°C abge-
kiihlt und fir 10 min unter Kiihlung geriihrt. Es wurde fiir weitere 20 min im Ultraschall homo-
genisiert und 80uL Propargylbromid (1,00 Aqg.; 0,71 mmol) zugetropft. Nach 8h wurde mit
Ethylacetat verdiinnt. Die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen und das Rohprodukt

aus Benzol lyophilisiert.

Es wurde ein hellgelber, kristalliner Feststoff in einer quantitativen Ausbeute

(367 mg; 0,71 mmol) erhalten.

H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 11.91 (s, 1H), 8.67 (d, ¥uu= 9.1 Hz,1H), 8.25 (m, 8H),
7.60 (m, 1H), 6.19 (m, 1H), 4.26 (m, 1H), 4.13 (m, 1H), 3.73 (m, 1H), 3.52 (t, 3= 9.0 Hz, 1H),
2.36 (m, 1H), 1.23 (m, 4H).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-dg): 8= 133.09, 132.07, 131.53, 131.45, 130.85, 130.80, 130.53,
128.83, 128.73, 128.36, 127.26, 126.81, 125.96, 124.99, 123.67, 123.39, 116.88, 98.98, 85.46,
82.43, 80.09, 78.55, 77.62, 56.37, 41.59.

HR-MS (ESI): 514,1520 [M-H] HR-MS (FAB): 515,1590 [M]
Weitere Informationen sind in der elektronische Datenbank Chemotion Repository zu finden:

https://dx.doi.org/10.14272/reaction/SA-FUHFF-UHFFFADPSC-XBSSBIALMA-UHFFFADPSC-
NUHFF-NJLTU-NUHFF-Z2ZZ
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5-lod-5'-dimethoxytrityl-2’-desoxyuridin 6

(0]
|

| NH
DMTrO NAO
(6]

OH
6
C30H29IN2O7
656,1019 g/mol

Die Verbindung wurde nach einer internen Vorschrift von WAGENKNECHT et al. synthetisiert.

In einem Schlenkkolben wurden 1,50 g 5-lod-2'-desoxyuridin (1,00 Aq.; 4,24 mmol) in trocke-
nem Pyridin gelost und auf -10°C abgekiihlt. AnschlieRend wurden 1,44g DMTrCl
(1,00 Aq.; 4,24 mmol) portionsweise {iber 30 min zugegeben. Das Kiltebad wurde nach 4h
entfernt und die Reaktion mit Methanol geldscht. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem
Druck evaporiert und das erhaltene Rohprodukt mittels Saulenchromatografie
(Silika, DCM:MeOH 100:0-96:4+ 0,1% NEts) aufgereinigt. Zuletzt wurde das Produkt aus Benzol

lyophilisiert.

Es wurde ein farbloser, pulvriger Feststoff in einer Ausbeute von 65% (1,82 g; 2,77 mmol) erhal-

ten.

H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 11.48 (s, 1H), 8.01 (s, 1H), 7.32 (m, 9H), 6.90 (m, 4H),
6.10 (t, 3Jy14=6.8 Hz, 1H), 5.31 (s, 1H), 4.23 (d, *Jyu= 6.0 Hz, 1H), 3.90 (m,1H), 3.74 (s, 6H),
3.17 (m, 2H), 2.21 (m, 2H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): 8= 160.51, 158.10, 150.03, 149.61, 144.75, 144.25, 135.46,
135.38, 113.29, 85.80, 84.87, 70.49, 69.82, 63.71, 45.62, 39.86.

HR-MS (ESI): 655,0934 [M-H]

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tberein.
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5-(Trimethylsilylethinyl)-5'-dimethoxytrityl-2’-desoxyuridin 7
T™MS (0]

X

| NH
DMTrO NAO
(6]

OH
7

626,2448 g/mol

Die Verbindung wurde nach einer publizierten Vorschrift von RODRIGUEZ et al. synthetisiert.2>*!

In einem Schlenkkolben wurden 2,00g Verbindung 10 (1,00 Aq.; 3,05 mmol), 145 mg
Kupfer-(1)-iodid (0,25 Ag.; 0,76 mmol) und 352 mg Tetrakis(triphenylphosphin)palladium
(0,10 Ag.; 0,30 mmol) in trockenem THF gelést. AnschlieRend wurden 0,6 mL Ethinyltrimethyl-
silan (1,40 Aq.; 4,27 mmol) und 6,4 mL Triethylamin (15,00 Aq.; 45,70 mmol) zugegeben und
das Reaktionsgemisch flir 20 min mit Argon durchspiilt. Es wurde lGber Nacht bei 50°C geriihrt
und nach erfolgreicher Reaktionskontrolle das Lésungsmittel unter reduziertem Druck evapo-
riert. Das Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatografie (Silika, DCM:MeOH 100:0-98:2) auf-

gereinigt.

Es wurde ein farbloser, schaumiger Feststoff in einer Ausbeute von 86% (1,65 g; 2,63 mmol) er-

halten.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 11.69 (s, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.33 (m, 9H), 6.90 (m, 4H),
6.10 (t, 3Jyu= 6.7 Hz, 1H), 5.30 (d, 3 n= 4.4 Hz, 1H), 4.22 (m, 1H), 3.92 (m, 1H), 3.73 (s, 6H),
3.16 (m, 2H), 2.21 (m, 2H), 0.01 (s, 9H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6= 161.40, 158.04, 149.24, 144.66, 143.58, 135.57, 135.39,
129.68, 129.60, 128.31, 127.89, 127.63, 126.63, 113.23, 98.61, 97.16, 85.96, 85.80, 85.10,
70.43, 63.60, 55.00, 45.77, 8.67, -0.31.

HR-MS (ESI): 627,2361 [M+H], 625,2203 [M-H]

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tberein.
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5-(Triisopropylsilylethinyl)-5’-dimethoxytrityl-2’-desoxyuridin 8

TIPS (e}
X
| NH
DMTrO /&
N O
(@]
OH
8

C41 H50N207Si
710,3387 g/mol

Die Verbindung wurde nach einer publizierten Vorschrift von SEELA et al. synthetisiert.[?>4

In einem Schlenkkolben wurden 2,00g Verbindung 10 (1,00 Aq.; 3,05 mmol), 145 mg
Kupfer-(I)-iodid (0,25 Ag.; 0,76 mmol) und 352 mg Tetrakis(triphenylphosphin)palladium
(0,10 Ag.; 0,30 mmol) in trockenem THF gel6ést. Es wurden 1,10 mL Ethinyltriisopropyl-
silan (1,40 Aq.; 4,27 mmol) und 6,40 mL Triethylamin (15,00 Aq.; 45,70 mmol) zugegeben und
das Reaktionsgemisch flir 20 min mit Argon durchspiilt. Es wurde lGber Nacht bei 50°C geriihrt
und nach erfolgreicher Reaktionskontrolle das Loésungsmittel unter reduziertem Druck evapo-
riert. Das Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatografie (Silika, DCM:MeOH 100:0-98:2) auf-

gereinigt.

Es wurde ein farbloser, schaumiger Feststoff in einer Ausbeute von 74% (1,61 g; 2,27 mmol) er-

halten.

H-NMR (400 MHz, DMSO-de): 6= 11.66 (s, 1H), 7.84 (s, 1H), 7.30 (m, 9H), 6.86 (m, 4H),
6.08 (t, 3= 6.7 Hz, 1H), 5.29 (d, 3Jyu= 4.5 Hz, 1H), 4.16 (m, 1H), 3.90 (m, 1H), 3.72 (s, 6H),
3.16 (m, 2H), 2.21 (m, 2H), 0.09 (s, 21H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6= 161.41, 158.06, 158.02, 149.25, 144.64, 143.20, 135.63,
135.40, 129.64, 129.51, 127.81, 127.61, 126.59, 113.14, 98.90, 98.83, 93.76, 85.81, 85.67,
85.35, 70.45, 63.67, 54.95, 18.35, 10.66.

HR-MS (ESI): 710,3392 [M]

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tGberein.
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5-(Trimethylsilylethinyl)-5’-dimethoxytrityl-2’-desoxyuridinphoshorami-
dit9

DMTrO | N/g

P
N/P\O/\/CN

9
C44H55N408P8i
826,3527 g/mol

Die Verbindung wurde nach einer publizierten Vorschrift von HERRMANN et al. synthetisiert.!?>!

In einem Schlenkkolben wurden 100 mg Verbindung 11 (1,00 Aq.; 0,16 mmol) in trockenem
DCM geldst und mit 100 pL DIPEA (3,60 Aq.; 0,57 mmol) versetzt. AnschlieRend wurden 43 pL
2-Cyanoethyl-N,N-Diisopropylchlorphosphoramidit (1,20 Aq.; 0,19 mmol) zugegeben und das
Reaktionsgemisch fiir 4 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach erfolgreicher Reaktionskontrolle
wurde mit gesattigter NaHCOs-Losung geldscht. Anschlieffend wurde die wassrige Phase mehr-
mals mit DCM extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit demineralisiertem Wasser
gewaschen und anschlieRend (iber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter
reduziertem Druck evaporiert und das erhaltene Rohprodukt mittels Saulenchromatogra-

fie (Silika, DCM:Aceton 9:1) aufgereinigt. Zuletzt wurde das Produkt aus Benzol lyophilisiert.

Es wurde ein farbloser, schaumiger Feststoff in einer Ausbeute von 73% (93 mg; 0,12 mmol) er-

halten.
31p.NMR (162 MHz, THF-dg): 6= 148.50(d)
HR-MS (ESI): 826,2251 [M]

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tGberein.
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5-(Triisopropylsilylethinyl)-5’-dimethoxytrityl-2’-desoxyuridinphosphora-
midit 10

P
NPo N

10
CSOH67N408PSi
910,4466 g/mol

Die Verbindung wurde nach einer publizierten Vorschrift von SEELA et al. synthetisiert.[?>4

In einem Schlenkkolben wurden 100 mg Verbindung 12 (1,00 Aqg.; 0,14 mmol) in trockenem
DCM geldst und mit 88 uL DIPEA (3,60 Ag.; 0,51 mmol) versetzt. AnschlieRend wurden 39 pL
2-Cyanoethyl-N,N-Diisopropylchlorphosphoramidit (1,20 Aqg.; 0,17 mmol) zugegeben und das
Reaktionsgemisch fiir 4 h bei Raumtemperatur gertihrt. Nach erfolgreicher Reaktionskontrolle
wurde mit gesattigter NaHCOs-Losung geldscht. Anschlieffend wurde die wassrige Phase mehr-
mals mit DCM extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit demineralisiertem Wasser
gewaschen und anschlieBend (ber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter
reduziertem Druck evaporiert und das erhaltene Rohprodukt mittels Saulenchromatogra-

fie (Silika, DCM:Aceton 9:1) aufgereinigt. Zuletzt wurde das Produkt aus Benzol lyophilisiert.

Es wurde ein farbloser, schaumiger Feststoff in einer Ausbeute von 90% (115 mg; 0,13 mmol)

erhalten.
31p_.NMR (162 MHz, THF-ds): 6= 149.14, 148.59.
HR-MS (ESI): 910,4410 [M]

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tGberein.
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1-Azidopyren 11

N3

1
C1eHoN3
243,0796 g/mol

Die Verbindung wurde nach einer publizierten Vorschrift von ORITA et al. synthetisiert.[?>®!

In einem Rundkolben wurde 1,00 g 1-Aminopyren (1,00 Aq.; 4,60 mmol) in 5N Salzsdure suspen-
diert und im Eisbad auf 0°C abgekihlt. AnschlieRend wurden 397 mg Natrium-
nitrit (1,25 Aq.; 5,75 mmol) gelést in 1 mL demineralisiertem Wasser langsam zugetropft. Nach
30 min wurden 748 mg Natriumazid (2,50 Aq.; 11,5 mmol) geldst in 3 mL demineralisiertem
Wasser langsam zugetropft und nach vollstédndiger Zugabe das Kiihlbad entfernt. Es wurde flr
weitere 30 min bei Raumtemperatur gerihrt. Nach erfolgreicher Reaktionskontrolle wurde die
Reaktion mit Ethylacetat verdiinnt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit Ethylacetat extrahiert
und die vereinte organische Phase liber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde un-

ter reduziertem Druck evaporiert.

Es wurde ein hellbrauner, pulvriger Feststoff in einer Ausbeute von 96% (1,08 g; 4,44 mmol) er-

halten.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-de): 6= 8.34 (d, *Jy»,=8.3 Hz, 1H), 8.29 (dd, 2H),
8.20 (d, °Jun=1.8 Hz, 2H), 8.14 (d, *Jyn= 5.6 Hz, 2H), 8.08 (t, *Jux= 7.6 Hz, 1H),
8.08 (d, *Jw#=8.3 Hz, 1H).

13C.NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6= 132.70, 131.02, 130.70, 127.85, 127.72, 127.17, 126.82,
126.68, 126.03, 125.46, 125.20, 124.61, 123.62, 121.47, 120.98, 116.34.

HR-MS (ESI): 243,05623 [M]

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tGberein.
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3-Nitroperylen 12

12
C2oH11NO,
297,3130 g/mol

Die Verbindung wurde nach einer publizierten Vorschrift von KOBAYASHI et al. synthetisiert.[?>”!

In einem Rundkolben wurde 1,00 g Perylen (1,00 Aq.; 3,96 mmol) in Dioxan gelést und auf 80°C
erhitzt. Es wurden 2,00 mL konzentrierte Salpetersiure (12,00 Ag.; 47,5 mmol) zugetropft und
fir 30 min gertihrt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde auf Eis gegossen und der gebildete
Feststoff abfiltriert. Es wurde mehrmals mit heiBem Wasser gewaschen und im Vakuum getrock-
net. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck evaporiert und das erhaltene Rohpro-

dukt mittels Sdulenchromatografie (Silika, Hexan:DCM 100:0-96:4 +10% Benzol) aufgereinigt.
Es wurde ein roter, pulvriger Feststoff in einer Ausbeute von 48% (0,56 g; 1,88 mmol) erhalten.

1H-NMR (400 MHz, CDCl3-d1): &= 8.46 (d, 3Jy 4= 8.6 Hz, 1H), 8.28-8.15 (m, 4H),
8.08 (d, Jyu= 8.4 Hz, 1H), 7.81 (d, 3Ji = 8.1 Hz 1H), 7.75 (d, 3 4= 8.1 Hz, 1H),
7.66 (t, 3Jyu= 8.1 Hz, 1H), 7.53 (m, 2H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6= 137.69, 134.40, 131.74, 130.47, 130.24, 129.68, 129.60,
129.40, 129.01, 128.02, 127.17, 126.87, 125.23, 123.09, 122.81, 122.06, 121.43, 118.42.

HR-MS (ESI): 298,0862 [M+H]; 297,082 [M]

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur liberein.
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3-Aminoperylen 13

13
CaoHq3N
267,1048 g/mol

Die Verbindung wurde nach einer publizierten Vorschrift von HUO et al. synthetisiert.!*’8!

In einem Rundkolben wurden 266 mg Verbindung 16 (1,00 Aq.; 0,89 mmol), 16 mg
Eisen(Ill)chlorid (0,10 Aq.; 0,09 mmol) und 27 mg Aktivkohle (2,50 Aq.; 2,24 mmol) in einem
gleichteiligen Gemisch aus Toluol und Ethanol suspendiert. Es wurden 1,4 mL Hydra-
zin-Monohydrat Lésung (20,0 Ag.; 17,9 mmol) zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 4h bei
80°C geriihrt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde Uber Celite filtriert. Das Losungsmittel wurde

unter reduziertem Druck evaporiert.

Es wurde ein orangener, pulvriger Feststoff in einer Ausbeute von 88% (210 mg; 0,79 mmol) er-

halten.

H-NMR (400 MHz, DMSO-de): 6= 8.27 (q, 3Jux= 7.5 Hz, 1H), 8.20 (d, 3Jyu= 7.5 Hz, 1H),
8.08 (d, 3Ji 4= 8.3 Hz, 1H), 7.98 (dd, 2H), 7.64 (d, 3y = 8.1 Hz, 1H), 7.51 (d, 3Jyu= 8.1 Hz, 1H),
7.47-7.35 (m, 3H), 6.75 (d, 3Jin= 8.3 Hz, 1H), 6.12 (s, 2H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-d¢): 6= 145.55, 134.68, 132.33, 131.38, 130.52, 128.97, 127.78,
127.12,126.96, 126.60, 124.61, 124.47, 122.84, 122.78, 122.70, 121.00, 119.43, 118.01,
117.11, 108.85.

HR-MS (ESI): 267,1043 [M], 268,1077 [M+H].

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tGberein.
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4-Azidobenzoesdure 15

0

”OKQ
N

15
C7H5N30;
163,0382 g/mol

3

Die Verbindung wurde nach einer publizierten Vorschrift von TOYOTA et al. synthetisiert.[2°®]

In einem Rundkolben wurden 3,00 g 4-Aminobenzoesiure (1,00 Aq.; 21,4 mmol) in 5N Salzsiure
suspendiert und im Eisbad auf 0°C abgekihlt. AnschlieBend wurden 2,22 g Natrium-
nitrit (1,50 Aqg.; 32,2 mmol) in demineralisiertem Wasser langsam zugetropft. Nach 30 min wur-
den 4,18 g Natriumazid (3,00 Aq.; 64,4 mmol) in demineralisiertem Wasser langsam zugetropft.
Nach vollstandiger Zugabe wurde das Kiihlbad entfernt und fiir weitere 30 min bei Raumtempe-
ratur gerlihrt. Nach erfolgreicher Reaktionskontrolle wurde die Reaktion mit Ethylacetat ver-
diinnt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit Ethylacetat extrahiert und die vereinte organische
Phase mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Gber Natriumsulfat getrocknet und

das Losungsmittel unter reduziertem Druck evaporiert.

Es wurde ein farbloser, pulvriger Feststoff in einer Ausbeute von 93% (3;26 g, 20,0 mmol) erhal-

ten.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6= 12.96 (s, 1H), 7.96 (d, 2H), 7.22 (d, 2H).
13C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6= 166.58, 143.96, 131.23, 127.32, 119.17.
HR-MS (ESI): 162,0299 [M-H]

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.
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8-(4-Azidophenyl)-1,3,5,7-tetramethyl-4,4-Difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-

indacen 16

16
C19H18BF2N5
366,1702 g/mol

Die Verbindung wurde nach einer publizierten Vorschrift von DINOLFO et al. synthetisiert.*&3!

In einem Schlenkkolben wurden 100 mg Verbindung 19 (1,00 Aqg.; 6,00 mmol) in trockenem
DCM suspendiert und 900 pL Oxalylchlorid (1,70 Ag.; 10,3 mmol) sowie 0,1 mL trockenes Pyri-
din (0,25 Aqg.; 0,25 mmol) zugegeben. Es wurde fiir 3 Tage geriihrt. Das Losungsmittel wurde un-
ter reduziertem Druck evaporiert und der Riickstand in trockenem DCM gel6st. Es wurden
1,28 mL 2,4-Dimethylpyrrol (2,00 Aq.; 12,1 mmol) zugetropft und tiber Nacht geriihrt. Anschlie-
Rend wurden 5,3 mL trockenes Triethylamin (6,25 Aq.; 37,8 mmol) zugegeben. Nach 30 min
wurden 6,0 mL Bortrifluoriddiethyletherat (8,05 Aq.; 48,7 mmol) zugegeben und fiir 4 h ge-
rihrt. Es wurde mit gesattigter NaHCOs-Losung geldscht und mit DCM extrahiert. Die organische
Phase wurde tiber Natriumsulfat getrocknet und unter reduziertem Druck evaporiert. Das Roh-
produkt wurde lber Sdulenchromatografie (Silika, CH:DCM 100:0-70:30) aufgereinigt und an-

schlieRend aus n-Hexan umkristallisiert.

Es wurde ein orangener, pulvriger Feststoff in einer Ausbeute von 21% (207 mg; 0,57 mmol) er-

halten.

H-NMR (400 MHz, DMSO-de): 6= 7.33 (d, 3Ji4= 8.6 Hz, 2H), 7.22 (d, 3Ji1= 8.3 Hz, 2H),
6.05 (s, 2H), 2.61 (s, 6H), 1.48 (s, 6H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6= 155.89, 143.06, 141.19, 140.71, 131.65, 129.80, 121.50,
119.89, 14.76, 14.72.

HR-MS (ESI): 366,1696 [M]

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur liberein.
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5-(4-Azidophenyl)-10,15,20-triphenylporphyrin 18

QA

0= O

N3

18
CaqHagN7
655,2484 g/mol

Die Verbindung wurde nach einer publizierten Vorschrift von GIORDANI et al. synthetisiert.!?>"

In einem Rundkolben wurden 145 mg 5-(4-aminophenyl)-10,15,20-triphenyl-porphyrin 19
(1,00 Ag.; 0,23 mmol) in THF geldst und mit 5N Salzsdure verdiinnt. Die Lésung wurde im Eisbad
auf 0°C gekiihlt und nach 15 min mit 19 mg Natriumnitrit (1,20 Aq.; 0,28 mmol) versetzt. Es
wurde fir weitere 30 min unter Kiihlung gerihrt. AnschlieBend wurden 54 mg Natrium-
azid (3,60 Aq.; 0,83 mmol), gelést in 3 mL demineralisiertem Wasser, zugetropft und fiir 1 h ge-
rihrt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde das Eisbad entfernt und fiir eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt. Es wurde mehrmals mit DCM extrahiert und die organische Phase

Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck evaporiert.

Es wurde ein violetter, pulvriger Feststoff in einer Ausbeute von 95% (145 mg; 0,22 mmol) er-

halten.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 8.84 (q, Jux= 4.8 Hz, 8H), 8.26-8.17 (m, 8H),
7.79-7.71 (m, 10H), 7.47-7.40 (m, 1H), -2.77 (s, 2H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6= 142.15, 135.73, 134.57, 127.77, 126.71, 120.27, 117.46.
HR-MS (ESI): 656,2566 [M+H]

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur liberein.
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5-lod-5'-dimethoxytrityl-2’-desoxyuridinphosphoramidit 19

(0]

| NH
DMTrO N/&O
e
P
-P< N
N O/\/C
19

C39H46IN4OgP
856,2098 g/mol

Die Verbindung wurde nach einer publizierten Vorschrift von MOGGRIDGE et al. synthetisiert.!2¢%!

In einem Schlenkkolben wurden 100 mg Verbindung 10 (1,00 Aqg.; 0,14 mmol) in trockenem
DCM geldst und mit 88 uL DIPEA (3,60 Aqg.; 0,51 mmol) versetzt. AnschlieBend wurden 39 pL
2-Cyanoethyl-N,N-Diisopropylchlorphosphoramidit (1,20 Aq.; 0,17 mmol) zugegeben und das
Reaktionsgemisch fiir 4 h bei Raumtemperatur gertihrt. Nach erfolgreicher Reaktionskontrolle
wurde mit gesattigter NaHCOs-Losung geldscht. Anschlieffend wurde die wassrige Phase mehr-
mals mit DCM extrahiert. Die vereinte organische Phase wurde mit demineralisiertem Wasser
gewaschen und anschlieBend (ber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter
reduziertem Druck evaporiert und das erhaltene Rohprodukt mittels Saulenchromatogra-

fie (Silika, DCM:Aceton 9:1) aufgereinigt. Zuletzt wurde das Produkt aus Benzol lyophilisiert.

Es wurde ein farbloser, schaumiger Feststoff in einer Ausbeute von 85% (111 mg; 0,13 mmol)

erhalten.
31p_NMR (162 MHz, THF-ds): 6= 149.14, 148.59.
HR-MS (ESI): 855,2019 [M-H], 856,2051 [M], 857,2081 [M+H]

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tGberein.
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6. Verzeichnisse

129



Abkirzungsverzeichnis

6.1 Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin

AdU 5-Azid-2‘-desoxyuridin

A Angstrém

ar. Aromatisch

AT Adenin-Thymin Basenpaar

a.u. Willkirliche Einheit (arbitrary unit)

Bo BODIPY

C Cytosin/ Cytidin

°C Celsius

CH Cyclohexan

CPG Pordses Glas (controlled pore glass)

CuAAC Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition
Cu Kupfer

d Dublett

DC Diinnschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DMTr Dimethoxytrityl

DNA Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid)
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5-(2-Ethinylpyren)-2'-desoxyuridin 1

OH

C27H20N205
452,1372 g/mol

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tberein.

-}\L =5y | | H= W A

1.07 0.90 0.98 7.97 1.00 2.12 1.08 1.06 2.09 1.99

T T T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Abbildung 68 *H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 1:
5=11.82 (s, 1H), 8.65 (d, 1H), 8.61 (m, 1H), 8.27 (m, 8H), 6.20 (t, 3 4= 6.4 Hz, 1H),5.29 (m, 1H),
4.33 (m, 1H), 3.87 (q, ¥y 4= 3.4 Hz, 2H), 3.70 (m, 2H), 2.25 (m, 2H).
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o .

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

5/ ppm

Abbildung 69 3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): von Verbindung 1:
6=162.10, 149.97, 144.32,131.41, 131.27, 131.01, 129.47, 129.22, 128.76, 127.72, 127.25,
126.40, 125.44, 124.14, 123.87,117.45, 98.91, 91.63, 89.00, 85.49, 70.33, 61.31.

AS_dU-Py-AS19a #1-20 RT. 0.020.37 AV: 20 NL: 3.13E5
T: FTMS + p ESI Ful ms [100.0000-700.0000]
452.13635
C2rH20sN2

100 -0.31967 mmu

95
90-
85
80-

75

3

Relative Abundance

8 B 5 &K 8 75 8 ]

45313074
C27H21 OsN2
475988 mmu

451.30265

45526112
s 45031863 1452 30605 145292372 453.43039 45414315
45062936 (L], 25151148 i 45270072 | i 45380419 | | | 45438888 45506804 ||| 45560043 45592067
AT b= ——ee
4500 4505 4510 4515 452.0 4525 4530 4535 4540 4345 4550 4555 4560
mz

Abbildung 70 HR-MS (ESI) von Verbindung 1: 452,1364 [M]

157



Anhang

5-lod-3’,5’-Bis-(tertbutyldimethylsilyl)-2’-desoxyuridin 2

I\’\)kNH
TBDMSO /&

OTBDMS

2
582,6265 g/mol

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.

JL ' ) 1 i 1A L—-Jl;

s -
1.10 0.99 1.00 1.03 1.01 2.05 1.01 1.03 9.11 875  5.94 6.12

T T T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Abbildung 71 *H-NMR (400 MHz, CDCl3-d;) von Verbindung 2:

8=9.03 (s, 1H), 8.07 (s, 1H), 6.26 (dd, 3Jy,4=8.00 Hz, *J;;4=5.6 Hz 1H), 4.41-4.34 (m,1H),
4.00-3.94 (m, 1H), 3.81 (ddd, 3/ 4=11.5, °Jy4=2.4 Hz, 1H), 2.30 (ddd, 3/ 4=13.1, °Jy4=2.3 Hz, 1H)
2.03-1.92 (m, 1H), 0.93 (s, 9H), 0.88 (s, 9H), 0.14 (d, 3Ju= 4.4 Hz, 6H), 0.06 (d, 3Jy4=3.4 Hz, 6H).
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’ . A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

5/ ppm

Abbildung 72 3C-NMR (101 MHz, CDCls-d;) von Verbindung 2:
6=160.15, 150.02, 144.57, 88.58, 85.96, 72.71, 68.50, 63.20, 42.15, 26.30, 25.87, 18.65, 18.14,
-4.52,-4.71,-4.97,-5.12.

AS-U-AS16neg #1-20 RT 002036 AV 20 NL 186E8
T. FTMS - p ESI Full ms [100.0000-1500.0000]
581.13586
Cz1H3sOsN2ISiz
001281 mmu

Relative Abundance

25 617 11232

57300384
Ca1Hag OsN21Siz 619.100%
528.08296 21 flzo OsN21Siz 19K
N N 54308408 2059888 mmu
5 C21H3103NISIz ¢, Ho; 05 N2 IS 5 621.10562
521045mmu 341601 mmu 56385213 | 50713041 e1216177 |||, 63117208 64413101 66118280
e b b e i L s e R b e e L A s L) B R B R s L A o L A A L A L e M A e A B M et A Al A ) M A it
52 530 540 5 5 0 640 650 660

580 590 600 610 620 630

Abbildung 73 HR-MS (ESI) von Verbindung 2: 581,13586 [M-H]
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5-(2-Ethinylpyren)-3’,5’-Bis-(tertbutyldimethylsilyl)-2’-desoxyuridin 3

OTBDMS

3
C39H48N205Si;
680,3102 g/mol

- LML | L \ -

| | | | | — N | — |
1.02 0.99 9.16 1.00 1.07 211 1.05 1.96 8.95 9.13 11.95

T T T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Abbildung 74 *H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢) von Verbindung 3:

5=11.89 (s, 1H), 8.66 (d, 1H), 8.23 (m, 9H), 6.19 (t, 3/ 4= 6.6 Hz, 1H),

4.42 (dt, 3y n= 6.3 Hz, 5Jy1=3.3 Hz, 1H), 3.87 (m, 2H), 3.76 (m, 1H), 2.26 (m, 2H),
0.87 (d, 18H), 0.16-0.09 (m, 12H).
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WMMMMMMWWMWM

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

5/ ppm

Abbildung 75 *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 3:

6=170.90, 153.69, 151.92, 137.18, 132.04, 131.50, 131.40, 130.90, 129.79, 129.40, 128.80,
128.69, 127.28, 126.38, 125.99, 125.66, 125.38, 124.10, 122.80, 122.59, 120.83, 107.05,
106.42, 88.63, 87.65, 73.82, 62.78, 25.68, 25.49, 17.76,17.71, -4.82, -4.87, -5.98, -6.09.

AS-QU-Py-AS17neg #1-20 RT-0.020.36 AV: 20 NL: 8.90E6
T. FTMS - p ESI Full ms [100.0000-1500.0000]
67930155
CasH47Os Nz Siz

100 -0.25471 mmu

Relative Abundance
8 8B & & 8 7 8 7

25 715.27793

10 717.27488
632.06248
66343185
5 CagHOsN,Siz CasHar O Na Sia 552/3’3059 60529801 719.28077
2062549 mmu 64951266 12495763 mmu ‘ ‘ | 70557464 T1132718] ||| / 72530843 750.38711
L ke g At b M Ll s R ) L M A ) L A AR A L s L A At LMl i M At e A A T
620 630 640 650 660 670 680 600 700 710 720 730 740 750
miz

73430255 742 2‘9'355
1
s i

Abbildung 76 HR-MS (ESI) von Verbindung 3: 679,30155 [M-H].
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5-(2-Ethinylpyren)-5’Azid-2'-desoxyuridin 4

OH
4
C27H19N504
477,1437 g/mol

AS_dU-Py-AS23.2 #1-20 RT: 0.02-0.37 AV:20 NL:2.57E4
T: FTMS + p ESIFull ms [400.0000-600.0000]

miz

477.14252
C27H1904Ns
100 -0.63076 mmu
95
90
85
80
753
709
65
60
55
503
457 477.26598
E| C27H1904Ns
E 477.01004
405
E Cor 15 04 N 122.82543 mmu
E -133.11842 mmu
477.08677
C27H19 04 Ns
477.21180
159 -56.38284 mmu || o 1% To%N
E 68.64146 mmu || 472 o0,
476.86982
I "J\zm.ssus 477.46600
VRSRAS A e e e s e Ao e e s e e i i s el et e e T
4765 4766 4767 4768 4769 4770 4771 4772 4773 4774 4775 4776 4777 4778 4780

Abbildung 77 HR-MS (ESI) von Verbindung 4: 477,1425 [M].
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5-(2-Ethinylpyren)-5’Azid-3‘-Propargyl-2'-desoxyuridin 5

(O

5
C30H21N504
515,1594 g/mol

‘ L N T

T — I —'S

2
1.28 1.00 8.07 0.98 0.96 1.39 0.70 1.16 0.82 074  3.48 0.73

Abbildung 78 *H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 5:

5=11.91 (s, 1H), 8.67 (d, 3Jy 4= 9.1 Hz,1H), 8.25 (m, 8H), 7.60 (m, 1H),

6.19 (t, ¥Jyu= 8.2 Hz, Yuu= 6.3 Hz, 1H), 4.26 (d, SJyu= 2.1 Hz, 1H), 4.13 (m, 1H),

3.73 (dd, ¥,4=9.0 Hz, 3J,4=5.3 Hz, 1H), 3.52 (dt, ¥Jys= 9.0 Hz, SJiyu= 2.5 Hz, 1H), 2.36 (m, 1H),
1.23 (s, 3H), 1.17 (m, 1H).
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WWWWMMMWMWWWWWW

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60
5/ ppm

Abbildung 79 3C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 5:
6=133.09, 132.07, 131.53, 131.45, 130.85, 130.80, 130.53, 128.83, 128.73, 128.36, 127.26,

126.81, 125.96, 124.99, 123.67, 123.39, 116.88, 98.98, 85.46, 82.43, 80.09, 78.55, 77.62, 56.37,
41.59.

|Y.\DATENL. \du-py-as24_esi-neg_Recal 1211724 143421 File recalibrated by RecalOffine
Gu-py-as24_esineq Recal 3113 RT 030152 AV 1 NL 16365
T. FTMS - p ESI Full ms [150.00-2000.00]
3807139
=
100 calibrant [1,]
%03
03
LT
L
2 503
£ 403 l
&
304
Bt 2520840 anaree 14100
204 220016 D) e 642 10293108
= . 0
104 ‘ ‘ { l ‘ REE I l T gy T ek 045.6806 =1 1niza0g 11612201
FWRRUOTS WO WP (W il [ = l. ik i i = . L = i i . i
150 200 250 300 380 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 200 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1200
iz
experiment s experiment
sanm
\ |
simulation simulation
imulatio —_—
CagH;iNsO4)p-H]-
e, ‘ (Cacttls0ul;-H]
AR TR TR T E AT M g
[ e o e | ) e R e | |

Abbildung 80 HR-MS (ESI) von Verbindung 5: 514,1520 [M-H].
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4M11/2024  37:03 PM File recalibrated by Ch 5.

du-py-as24-c3 #4149 RT. 5.56-6.17 AV: 9 NL: 1.52E4
T: + cEl Full ms [ 84.48-850.48]
515.1590
CapHgzi O4Ns=515.1588

100 0.2282 mmu

90

80

70

60

50

Relative Abundance

40
30

20

515.06 515.08 515.10 515.12 515.14 515.16 515.18 515.20 515,22 515.24

Abbildung 81 HR-MS (FAB) von Verbindung 5: 515,1590 [M].
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Anhang

5-lod-5'-dimethoxytrityl-2’-desoxyuridin 6

(0]
I | NH
DMTrO NAO
(6]
OH
6

C30H20IN207
656,1019 g/mol

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.

| | | | | | — — ! | |
1.26 1.00 939 3.99 1.04 0.99 0.93 1.06 5.97 2.04 2.00

T T T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Abbildung 82 *H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 6:
6=11.48 (s, 1H), 8.01 (s, 1H), 7.32 (m, 9H), 6.90 (m, 4H), 6.10 (t, 3Jy#=6.8 Hz, 1H), 5.31 (s, 1H),
4.23 (d, 3Jyn= 6.0 Hz, 1H), 3.90 (m,1H), 3.74 (s, 6H), 3.17 (m, 2H), 2.21 (m, 2H).
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T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120

T T T T T T T T T T
110 100

5/ ppm

Abbildung 83 *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 6:

6=160.51, 158.10, 150.03, 149.61, 144.75, 144.25, 135.46, 135.38, 113.29, 85.80, 84.87, 70.49,

69.82, 63.71, 45.62, 39.86.

AS-QU-ASS neg #1-20 RT:- 002036 AV: 20 NL® 584E7
T: FTMS - p ESI Full ms [103 0000-1000.0000]

Relative Abundance
T B B 8 &# 58 &K 8 5 8 & 3 3 8 8 8 8§ 8
o Db e e Ton T bl Tl T B T b Tl o Doy

=]

64006356 64318877
C2aHzs O7 N2l CagHag O7NI
63656742 -653355mmu_ 82 EE%OE mmu

I

64951324 651 45639

o

65509340
CapH2s O7 N21
-0.16773 mmu

657.09993
Cap Hao O7 N2l
-8.28606 mmu

656.10183 66343226 56713079 671.08708 67604683
™ .

68047037
T

T T T T T T T
648 650 652

UL B s e
636 38 640 642 644 646

654

LA L

T T T
664 666 668

L L e e T T T T
656 658 660 662 670 672 67 676
mz

T
678

T
680

Abbildung 84 HR-MS (ESI) von Verbindun

g 6: 655,09340 [M-H]
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Anhang

5-(Trimethylsilylethinyl)-5'-dimethoxytrityl-2’-desoxyuridin 7

DMTrO | /g

OH
7
626,2448 g/mol

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.

1.06 1.07 1.09 6.00 1.77 218 9.13

1.18 1.05 8.79 3.99 1.11
‘ ‘ ‘ ‘ ‘

T T T T T
4 3 2 1 0
5/ ppm

Abbildung 85 *H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 7:
8=11.69 (s, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.33 (m, 9H), 6.90 (m, 4H), 6.10 (t, *Jyu= 6.7 Hz, 1H),

5.30 (d, 3Jyu= 4.4 Hz, 1H), 4.22 (m, 1H), 3.92 (m, 1H), 3.73 (s, 6H), 3.16 (m, 2H), 2.21 (m, 2H),
0.01 (s, 9H).
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T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
5/ ppm

Abbildung 86 *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 7:
6=161.40, 158.04, 149.24, 144.66, 143.58, 135.57, 135.39, 129.68, 129.60, 128.31, 127.89,
127.63, 126.63, 113.23, 98.61, 97.16, 85.96, 85.80, 85.10, 70.43, 63.60, 55.00, 45.77, 8.67, 0.31

AS-QU-ELTMS #1-20 RT: 002036 AV 20 NL 297ES
T: FTMS + p ESI Ful ms [100 0000-1000 0000]

627 23607
CasHas O7N2Si
1004 -16.03627 mmu

95

628 23934

Relative Abundance
3
1

20 62522032
E Cas Har O7 N3 Si
257 1613189 mmu

63320470

63026795
61825863 62924256
CasHz0 07 N2SI

76.94843 mmu 62134483

] CasHas O7 N2 Si

E | 61641411 [ M 139 47285 mmu 624.05869
e o kL Ly L B R M s g LA S M b L L e R L L R Ll A R s LA A s ) M A L A L

T T
616 618 620 622 624 626 628 630 632 634 636 638 840

63429821

63531026
63229208 1 63738424 639.40081
Tty

63127143

Abbildung 87 HR-MS (ESI) von Verbindung 7: 627,2361 [M+H], 625,2203 [M-H].
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5-(Triisopropylsilylethinyl)-5’-dimethoxytrityl-2’-desoxyuridin 8

TIPS (0]
A

DMTrO
o}

OH
8

C41 H50N207Si
710,3387 g/mol

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tGberein.

Abbildung 88 *H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢) von Verbindung 8:
8=11.66 (s, 1H), 7.84 (s, 1H), 7.30 (m, 9H), 6.86 (m, 4H), 6.08 (t, ¥ 1= 6.7 Hz, 1H),

5.29 (d, 3uu= 4.5 Hz, 1H), 4.16 (m, 1H), 3.90 (m, 1H), 3.72 (s, 6H), 3.16 (m, 2H), 2.21 (m, 2H),
0.09 (s, 21H).
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). |, s ‘ [ § [ '

T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
5/ ppm

Abbildung 89 *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 8:
6=161.41, 158.06, 158.02, 149.25, 144.64, 143.20, 135.63, 135.40, 129.64, 129.51, 127.81,127
.61, 126.59, 113.14, 98.90, 98.83, 93.76, 85.81, 85.67, 85.35, 70.45, 63.67, 54.95, 18.35, 10.66.

[AS_dU-ELTIPS-AS37.1#120 RT: 0.02-0.35 AV: 20 NL: 6.51E5
T: FTMS + p ESI Full ms [600.0000-1000.0000]
711.34629
Ca1Hs107 N2 Si
1004 0.28378 mmu
955
905
853
E 710.33919
807 C41Hs0 07 N2 Si
753 1.00527 mmu
703
653
603
555
503 70851251
453 71235044

C41Has Og N2 Na Si
56.53401 mmu

253 70431700
3 CatHag O7 NaSi
1 302186 mmu

709.51617

155 705.32037 715.28124

B - 70727708 !

3 Ca1Hso O7 Na Si CaoHas O7 Np NaSi 71335327 CuoHas O7 N2 Na Si
103 -1.43186 mmu “35.21764 mmu Ca1Hag 05 N2 Na Si 0.24466 mmu
E ' 71051920 5153458 mmu

707.50253
ﬂ 70476542 | 70852800 | i . L il . AL, fasess

I s g LA R e AL L g sy

T
704 705 706 707 708 709 710 711 712 713 714 715 716

‘ 715.52438
y

4,

Abbildung 90 HR-MS (ESI) von Verbindung 8: 710.3392 [M].
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5-(Trimethylsilylethinyl)-5’-dimethoxytrityl-2’-desoxyuridinphoshorami-
dit9

P
NPo N

9
826,3527 g/mol

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein

; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ; ; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
152 150 148 146 144 142 140 138 136 134 132 130 128 126 124 122 120
5/ ppm

Abbildung 91 3'P-NMR (162 MHz, THF-ds) von Verbindung 9: 6= 148.50(d)
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BAS-dU-ELTMSPA-AS36_MeQH neg #1020 RT 018036 AV: 11 NL 299E6
T: FTMS - p ESI Full ms [700.0000-1000.0000]

100 -118.001

95

90

Relative Abundance
o
2
I

=]
T

82333107
5208 N4 PSi
241336 mmu

821.20007
CasHso O NaP S Ca.
-112.03355 mmu

o

82421847
CasHs3 Og N P SI

61 mmu

82522191

54 0g N4 P Si

CasHe
-122.39666 mmu

82506349

82622506
44 HssOgN 4P Si
127.07361 mmu

82722862
44Hs50gN4P Si
A3133TIAMMU gog 17702 83027715

82569653 82027083
LA A LA AN LA A A A L LR

83128118
5
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miz

T
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Abbildung 92 HR-MS (ESI) von Verbindung 9: 826,2251 [M].
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5-(Triisopropylsilylethinyl)-5’-dimethoxytrityl-2’-desoxyuridinphosphora-
midit 10

DMTrO N 0

P
NP~ N

10
CsoHg7N4OgPSI
910,4466 g/mol

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur iberein

i i . U y AN o i 0 BN L

T T T T T T T T
140 120 100 80 60 40 20 0
5/ ppm

Abbildung 93 3'P-NMR (162 MHz, THF-ds) von Verbindung 10: 6= 149.14, 148.59.
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[AS_DK03 neg #1-20 RT: 0.020.36 AV:20 NL: 1.97E6
T: FTMS - p ESIFull ms [100.0000-1500.0000]
900.43786
Cs0Hes Oa N4 P Si
-0.34224 mmu

o

60
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]
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CsoHes Og N4 P Si
-9.65072 mmu

906.28477
Cs0Hes O N4 P Si
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908.34615
Cs0Hes Os Na P Si
-84.22857 mmu

913.58137

91244793
|

914.58473
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e il i el ittt ittt et st Ml e b )
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903 904

Abbildung 94 HR-MS (ESI) von Verbindung 10: 910.4410 [M].
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1-Azidopyren 11

N3

11
C1eHoN3
243,0796 g/mol

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tberein.

Y Ss—
1.00 2.17 1.83 1.52 0.98 1.01

T T T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Abbildung 95 *H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 11:
6=8.34 (d, *Jy#=8.3 Hz, 1H), 8.29 (dd, 2H), 8.20 (d, °J4=1.8 Hz, 2H), 8.14 (d, /4= 5.6 Hz, 2H),
8.08 (t, 3JH,H: 7.6 Hz, 1H), 8.08 (d, 3./}-/,/-/:8.3 Hz, 1H).
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HWMM
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Abbildung 96 *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 11:
6=132.70, 131.02, 130.70, 127.85, 127.72, 127.17, 126.82, 126.68, 126.03, 125.46, 125.20,
124.61, 123.62,121.47,120.98, 116.34.

AS-PyAS-30neg.1#1-20 RT. 0.020.36 AV:20 NL: 1.16E5
T. FTMS - p ESI Full ms [100 0000-500.0000]
241.00006
CiwH7Nz
26 61199 mmu

100-
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90-

85-

5 08

=

Relative Abundance
8 B & & 8 7 83 ]

N
b

20-

15 24013106
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10 76.34002 mmu

5
N 240 47964
f ey

24086453
1

24121605

24209337
CieHeg N2
22.09718 mmu

24305623
CigHgaNg
-22 86997 mmu

241.32577 2‘”5@1?4 M.] 24242151 24278989 |, |
et e eyt
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[CLRCLES
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Abbildung 97 HR-MS (ESI) von Verbindung 11: 241,0901 [M-2H], 243,0562, 244,0766 [M+H].
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Anhang

3-Nitroperylen 12

12
C2oH11NO;
297,3130 g/mol

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tberein.

\L“—/IL/&

422 4.00 4.21

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Abbildung 98 *H-NMR (400 MHz, CDCls-d;) von Verbindung 12:
6= 8.46 (d, 3Jyu= 8.6 Hz, 1H), 8.28-8.15 (m, 4H), 8.08(d, /i, 1= 8.4 Hz, 1H),
7.81 (d, 3Jy = 8.1 Hz 1H), 7.75 (d, 3Ji 1= 8.1 Hz, 1H), 7.66 (t, ¥Ji 4= 8.1 Hz, 1H), 7.53 (m, 2H).
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LHM‘ J .

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
5/ ppm

Abbildung 99 *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 12:
6=137.69, 134.40, 131.74, 130.47, 130.24, 129.68, 129.60, 129.40, 129.01, 128.02, 127.17,
126.87, 125.23,123.09, 122.81, 122.06, 121.43, 118.42.

(AS_Pe-AS47#1-20 RT 0.02036 AV: 20 NL:1.60E6
T FTMS + p ESI Full ms [100 0000-350.0000]
29808622
CzH120zN

100 -0.03594 mmu

=

Relative Abundance
3
1

200 26803
30313787

159 20708204
E CaoH110zN 31006193
b 206 2:;15456 | 20000
o 2sezsers 2027950 - 300.03216 20230487
E 29420612 - 304.14075

aries 0512 20526273 390057T5 woased | | 305.08332 30822170
I L e B e e o R MBI R e
287 288 289 200 201 202 203 204 205 205 207 208 209 00 301 302 303 304 305 306 307 308 309 310

miz

309.20511
I

Abbildung 100 HR-MS (ESI) von Verbindung 12: 298,0862 [M+H]; 297,082 [M].
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3-Aminoperylen 13

13
CaoH13N
267,1048 g/mol

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tberein.

—— 2 N—
1.00 0.98 0.99 2.06 1.01 1.00 3.16 1.00 2.

L A
|
16

T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5
5/ ppm

T T T T T
4 3 2 1 0

Abbildung 101 *H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 13:
8=8.27 (q, 3Juu= 7.5 Hz, 1H), 8.20 (d, 3Jnu= 7.5 Hz, 1H), 8.08 (d, 3Ji1= 8.3 Hz, 1H), 7.98 (dd, 2H),

7.64 (d, 3= 8.1 Hz, 1H), 7.51 (d, 3Jyu= 8.1 Hz, 1H), 7.47-7.35 (m, 3H), 6.75 (d, /4= 8.3 Hz,
1H), 6.12 (s, 2H).
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

5/ ppm

Abbildung 102 3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 13:
6=145.55, 134.68, 132.33, 131.38, 130.52, 128.97, 127.78, 127.12, 126.96, 126.60, 124.61,
124.47,122.84,122.78,122.70,121.00, 119.43, 118.01, 117.11, 108.85.

AS_ Pe-AS49.1#1-20 RT: 002038 AV:20 NL 3157EE
T: FTMS 4p ESIFul ms [100.0000-500.0000]
26710429

Q04221 meny

Abbildung 103 HR-MS (ESI) von Verbindung 13: 267,1043, 268,1077 [M+H].

181



Anhang

4-Azidobenzoesdure 15

)

“‘*@
N

15
C7H5N30;
163,0382 g/mol

3

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tGberein.

Abbildung 104 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 15:
8=12.96 (s, 1H), 7.96 (d, 2H), 7.22 (d, 2H).
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

5/ ppm

Abbildung 105 3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 15:
6=166.58, 143.96, 131.23, 127.32, 119.17.

[AS-AZBo-AS38neg #1-20 RT: 0020.35 AV: 20 NL 373E7
T FTMS - p ESI Full ms [100.0000-300.0000]

162.02985

C7Hs 02Nz

004880 mmu

Relative Abundance
B R 8 8 58 5 8 5 8 7% 8 3 8 % 8 & 8
I

oo Db T e e Dol el Tl o e BT T

o

163.03316
C7Hs02 N3
161.69387 4.46333mmu 16403422

158.04491 158.98651 16003946 16103471 C7HgO2 N3

C70:2N3 CzHOz2Na C7H202N3 CrHz02Ns 162 36675 11.22837 mmu 166.04993
4641117 mmu  -19.81447 mmu 2531210 mmu 12.73300 mmu 16283814 165.02058
D VLA S b e s s h b e LA B e s B e L o AL s s ey e e e M
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miz

=]

o

167 02142 16802923

o

Abbildung 106 HR-MS (ESI) von Verbindung 15: 162,0299 [M-H].
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8-(4-azidophenyl)-1,3,5,7-tetramethyl-BODIPY 16

16
C19H18BF2N5
366,1702 g/mol

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur liberein.

1.90 2.03 2.00 6.40 6.45

Abbildung 107 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 16:
6=7.33 (d, 3Jun= 8.6 Hz, 2H), 7.22 (d, 3Jy 1= 8.3 Hz, 2H), 6.05 (s, 2H), 2.61 (s, 6H), 1.48 (s, 6H).
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‘ ”1 ll Ai .

T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50

5/ ppm

Abbildung 108 3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 16:

6=155.89, 143.06, 141.19, 140.71, 131.65, 129.80, 121.50, 119.89, 14.76, 14.72.

AS_Bo-AS40#1 RT-002 AV: 1 NL 866E6
T: FTMS + p ESI Ful ms [100 0000-500 0000]
36616959
CioHiaNsBF2
40.02289 mmu

Relative Abundance
B 8 8 &8 & 8 & 8 &% 3 3 8 8% 8 & 8
I
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Abbildung 109 HR-MS (ESI) von Verbindung 16: 366,1696 [M]
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Anhang

5-(4-azidophenyl)-10,15,20-triphenylporphyrin 18

QLA

o = Q

N3

18
Ca4H2oN7
655,2484 g/mol

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tberein.

7.66  8.00 9.90 1.47

T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

Abbildung 110 *H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 18:

5= 8.84 (q, 3Ji:= 4.8 Hz, 8H), 8.26-8.17 (m, 8H), 7.79-7.71 (m, 10H), 7.47-7.40 (m, 1H), -2.77

(s, 2H).
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. mlhl[ N

T T
200 190

T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

5/ ppm ’
Abbildung 111 3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds) von Verbindung 18:
6=142.15, 135.73, 134.57,127.77, 126.71, 120.27, 117 .46.

Abbildung 112 HR-MS (ESI) von Verbindung 18: 656,25665 [M+H].
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5-lod-5'-dimethoxytrityl-2’-desoxyuridinphosphoramidit 19
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19
C39H46|N408P
856,2098 g/mol

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tGberein.

—
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T T T
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Abbildung 113 3'P-NMR (162 MHz, THF-ds) von Verbindung 19: = 149.14, 148.59.
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‘Compound 3 (dU-Pa)#120 RT. 0.02039 AV 20 NL 474ES
T FTMS -p ESI Ful ms [100.0000-1000.0000]
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Abbildung 114 HR-MS (ESI) von Verbindung 19: 855,2019 [M-H], 856,2051, 857,2081 [M+H].
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7.2 sonstige Analytik
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Abbildung 115 CD-Spektren der Mono- und Di-modifizierten Oligonukleotide (2,50 uM, 10 mM

NaP;-Puffer, 250 mM NacCl, pH=7).
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Abbildung 116 Analytische HPLC-Liaufe der modifizierten Oligonukleotide (Aabs= 260 nm).
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Abbildung 117 Analytische HPLC-Laufe der modifizierten Oligonukleotide (Aabs= 260 nm).
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Abbildung 118 Analytische HPLC-Liaufe der modifizierten Oligonukleotide (Aabs= 260 nm).
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Abbildung 119 HR-MS (ESI) von Mono-AT-Py (berechnet Cig5H197N50093P14: 4799.86 g-mol™?);
gefunden: 4800.86 g-mol™ aus [M-7H]”7, 4800.86 g:mol* aus [M-6H]*®, 4800.86 g-mol™ aus [M-
5H]>, 4800.86 g-mol™ aus [M-4H]*.
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Abbildung 120 HR-MS (ESI) von Mono-2AT-Py (berechnet CaosH246Ns20117P1g: 6033.05 g-mol?);
gefunden: 6035.07 g-mol™ aus [M-8H]®, 6036.07 g:-mol™ aus [M-7H]”, 6036.07 g-mol™ aus [M-
6H]®, 6035.07 g'mol™ aus [M-5H]>.
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Abbildung 121 HR-MS (ESI) von Mono-3AT-Py (berechnet CassHa97N780141P22: 7268.27 g-mol?);
gefunden: 7270.28 g-mol™ aus [M-10H]°, 7270.28 g-mol™ aus [M-9H]?, 7270.28 g-mol’
1 qus [M-8H]?, 7270.28 g-mol™* aus [M-7H]”.
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Abbildung 122 HR-MS (ESI) von Mono-AT-Bo (berechnet CigsH205BF2Ns2093P14: 4920.93 g-mol
1); gefunden: 4921.94 g-mol™* aus [M-7H]”.
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Abbildung 123 HR-MS (ESI) von Mono-2AT-Bo
(berechnet CygH255BF2Nes0117P1s: 6155.18 g-mol?); gefunden: 6157.16 g-mol™* aus [M-10H]2°,
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Abbildung 124 HR-MS (ESI) von Mono-3AT-Bo
(berechnet CpgH305sBF2Ngo0141P22: 7389.34 g-mol™?); gefunden: 7392.36 g-mol™ aus [M-10H]2°,
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3_ESI Neg #4-104 RT 012.285 AV 101 NL' 179E6 E
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Abblldung 125 HR-MS (ESl) von Mono-AT-Po (bEFECh. C193H215CUN54093P142 5272.94 g-mol’l);
gefunden: 5274.94 g-mol™ aus [M-9H]®, 5274.97 g-mol™ aus [M-8H]®, 5274.95 g-mol* aus [M-
7H]7, 5274.94 g-mol™ aus [M-6H]®.
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Abbildung 126 HR-MS (ESI) von Mono-2AT-Po (berech. Cz33H26sCuNggO117P18: 6507.15 g-mol™t);
gefunden: 6510.15 g-mol™* aus [M-8H] %, 6510.15 g-mol™* aus [M-7H]”, 6509.15 g-mol* aus [M-
6H]®, 6509.15 g-mol™ aus [M-5H] >, 6509.14 g-mol™ aus [M-4H] ™.
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Abbildung 127 HR-MS (ESI) von Mono-3AT-Po (berech. C;73H315CuNg;0141P22: 7743.37 g'molt);
gefunden: 7744.37 g-mol™* aus [M-10H]*°, 7744.36 g-mol™* aus [M-9H]®, 7744.36 g-mol
Yaus [M-8H]®, 7744.36 g-mol™* aus [M-7H]”, 7744.37 g-mol™* aus [M-6H]®.
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Abbildung 128 HR-MS (ESI) von Di-AT-PyBo (berechnet CigsH212BF2Ns5093P14: 5173.99 g-mol™?);
gefunden: 5176.02 g-mol™ aus [M-9H]®, 5176.01 g-mol* aus [M-8H]®, 5176.01 g-mol* aus [M-
7H]7, 5176.01 g:'mol™* aus [M-6H]®, 5176.01 g-mol™* aus [M-5H]>.
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Abbildung 129 HR-MS (ESI) von Di-AT-PyPo (berechnet C;10H223CuNs7093P14: 5527.01 g-mol?);
gefunden: 5528.01 g-mol™ aus [M-10H]°, 5528.01 g-mol™ aus [M-9H]?, 5528.01 g-mol’
1 qus [M-8H]?, 5528.01 g-mol™ aus [M-7H]”, 5528.01 g-mol™* aus [M-6H]®.
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Abbildung 130 HR-MS (ESI) von Di-AT-BoPo (berech. Ca13H230BF2NssOe3P14Cu: 5647.08 g-mol);
gefunden: 5650.10 g-mol™* aus [M-10H]*°, 5650.10 g-mol™* aus [M-9H]®, 5650.10 g-mol*
aus [M-8H]®, 5650.10 g-mol™* aus [M-7H]”7, 5650.10 g-mol™ aus [M-6H]®.
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Abbildung 131 HR-MS (ESI) von Di-2AT-PyBo (berech. CysH26:BF2N690117P1s: 6408.20 g-mol?);
gefunden: 6411.22 g-mol™ aus [M-10H]°, 6411.22 g-mol™* aus [M-9H]?, 6411.22 g-mol?
aus [M-8H]®, 6411,21 g-mol™* aus [M-7H].
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Abblldung 132 HR-MS (ES|) von Di-ZAT-PyPo (berech. C240H271CUN710117P131 6759.20 g-mol‘l);
gefunden: 6763.23 g-mol™ aus [M-11H]™*?, 6763.23 g-mol™* aus [M-10H]°, 6762.22 g-mol*

aus [M-9H]?®, 6763.21 g-mol™ aus [M-8H] 2.
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Abbildung 133 HR-MS (ESI) von Di-2AT-BoPo
(berechnet Cys3H2g0BF2N730117P1sCu: 6881.28 g:mol?); gef.: 6884.30 g-mol™? aus [M-11H] ",
6884.30 g:mol™ aus [M-10H]2°, 6884.30 g:-mol™ aus [M-9H]?®.
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Abbildung 134 HR-MS (ESI) von Di-3AT-PyBo (berech. CassH315BF2Ng30141P22: 7645.43 g-mol?);
gef.: 7645.43 g-mol™* aus [M-12H]*?, 7645.43 g-mol* aus [M-11H] ', 7645.43 g-mol™ aus [M-
10H]?°, 645,43 g-mol™ aus [M-9H]?°.
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Abbildung 135 HR-MS (ESI) von Di-3AT-PyPo (berech.

gefunden: 7996.43 g-mol™* aus [M-10H]°,
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Abbildung 136 HR-MS (ESI) von Di-3AT-BoPo (ber. C293H333BCuF2Ng70141P2,: 8118.51 g-mol™?);

gefunden: 8119.51.43 g-mol™* aus [M-10H]™°.
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DNA1_1#1-83 RT. 002229 AV. B3 NL 324€5
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Abbildung 137 HR-MS (ESI) von in situ Mono-AT-Po (berechnet flir C193H215CUN54093P14:
5272.938 g-mol?); gefunden: 5274.94 g-mol™* aus [M-9H]?, 5274.94 g-mol™ [M-8H] 8,
5274.94 g-mol™ [M-7H]”, 5274.94 g-mol™* [M-6H]®).
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Abbildung 138 HR-MS (ESI) von in situ Mono-AT-Py (berechnet fir CigsH197Ns0O93P14: 4799.855
g-mol?); gefunden: 4800.86 g-mol™ [M-8H]®, 4800.86 g-:mol™* [M-7H]7, 4800.86 g-mol™* [M-6H]

¢, 4800.86 g-mol™ [M-5H]®).
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DNA3_1#1-136 RT: 0.00-398 AV 136 NL 546E5
T FTMS - p ES! Full ms [400.00-4000.00]
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Abbildung 139 HR-MS (ESI) von in situ Di-AT-PyPo (berechnet fiir C210H222CUNs7093P14:
5526,002 g-mol?); gefunden: 5528.01 g-mol™? [M-9H] %, 5528.01 g-mol™ [M-8H] 8,
5528.01 g:-mol™* [M-7H]”, 5528.01 g-mol™* [M-6H]®).
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Abbildung 140 UV/Vis-Absorptions- und Fluoreszenzspektren von Cumarin 102 (oben) und
Rhodamin G6 (unten) zur Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeuten Q.
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Abbildung 141 Bestimmung der Extinktionskoeffizienten von Pyrenazid 11, BODIPY-Azid 16
und Porphyrinazid 18 bei A= 260 nm.
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Abbildung 142 Fluoreszenzspektren der Insertionsversuche von Kupfer in Porphyrinazid 18.
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Abbildung 143 Schmelzpunktbestimmung von Mono-AT-ds (oben) und Mono-AT-Py (unten).
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