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1 Motivation und Themenstellung

Als 1871 der Schweizer Friedrich Miescher als erster die Isolation von Desoxyribonuklein-
sdure (DNA) aus menschlichen Zellen beschrieb, konnte noch niemand die Tragweite dieser
bedeutenden Entdeckung abschitzen. Erst wenige Jahre zuvor waren von Gregor Mendel die
auf Empirie beruhenden Vererbungsregeln gefunden worden, der molekulare Tréger der Erb-
information blieb lange Zeit unbekannt. Bis in die 1950er Jahre wurden Proteine fiir die Tra-
ger der Erbinformation gehalten. Erst 1944 gelang es Oswald Avery!! zweifelsfrei
nachzuweisen, dass die DNA die genetische Information enthélt. Mit der Aufklérung der dop-
pelhelikalen Struktur durch James Watson und Francis Crick 1953!%! setzte sich die Entwick-
lung der modernen Molekularbiologie in Gang, die als eine der Schliisseltechnologien unseres
Jahrhunderts angesehen werden kann. Diese Entwicklung gipfelte 2001 in der Aufklarung des
menschlichen Genoms™. Vor allem die Medizin erhofft sich dadurch revolutionire Fort-
schritte in der Behandlung und Diagnostik verschiedenster systemischer Erkrankungen. Mitt-

lerweile gehort es zum Standardrepertoire wissenschaftlicher Forschung, DNA gezielt zu

[4-7] [8

synthetisieren I und gentechnisch verinderte Organismen zu produzie-

o1

, ZU sequenzieren

ren

Doch nicht nur die Biologie und die Medizin wurden durch die Erkenntnisse der Molekular-
biologie grundlegend verdndert. Das Arbeiten mit genetischem Material in biologischen La-
bors erforderte die Entwicklung verschiedenster Nachweisverfahren und bioanalytischer Me-
thoden. Mittlerweile hat sich daraus sogar ein eigener Zweig entwickelt, der sich mit den
technischen Anwendungen u. a. von Nukleinsduren beschéftigt. Die sog. Nanobiotechnolo-
gie"” beschrinkt sich nicht mehr auf die Bioanalytik und die Medizin, sondern geht bis in
den Bereich der Entwicklung von elektronischen Bauteilen aus Makromolekiilen. Die DNA
stellt dabei ein sehr wichtiges Material dar. Ein Grund dafiir liegt in ihrer Féhigkeit Ladungen

zu transportieren.

Die Diskussion um die Mdglichkeit des Ladungstransportes in DNA begann bereits wenige
Jahre nach der Aufklirung der DNA-Struktur!''!. Das Interesse an Ladungstransferprozessen
in DNA wuchs mit der Erkenntnis, dass oxidative Schadigungen unseres Erbgutes eine zen-

trale Rolle bei Mutagenese, Apoptose und Krebsentstehung spielen''>"*. Mittlerweile kennt
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man einige grundlegende Prinzipien, die fiir den Transport von Ladungen durch DNA gelten.

Ein Teil dieser Erkenntisse ldsst sich heute bereits in der Analytik nutzen.

Ein Aspekt blieb bei den bislang durchgefiihrten Studien allerdings weitgehend unbeachtet.
Die Kenntnisse iiber den Einfluss DNA-bindender Proteine auf die Ladungstransfereigen-
schaften in der Doppelhelix sind liickenhaft, obwohl der Ladungs- und Energietransfer zwi-
schen Peptiden und DNA groB3e biologische Relevanz besitzt. Bislang erfolgte noch keine

systematische Untersuchung der zugundeliegenden Prozesse.

Diese Arbeit beschiftigt sich mit Ladungstransferprozessen in DNA und zwischen Oligo-

nukleotiden und Peptiden. Durch die Entwicklung und Anwendung einfacher Modellsysteme

sollen Grundlagen fiir Anwendungen in der Bioanalytik und der Nanotechnologie geschaffen

und Erkenntnisse liber fundamentale Prinzipien des Ladungstransfers zwischen DNA und

Proteinen geliefert werden. Die dargestellten Ergebnisse gliedern sich dabei in drei Themen-

gebiete:

= FEin Schwerpunkt liegt in der Untersuchung von Struktureinfliissen auf die Fluoreszenz-
und Ladungstransfereigenschaften von modifizierten DNA-Duplexen. Zu diesem Zweck
werden DNA-Sequenzen synthetisiert, die mit photochemisch anregbaren Gruppen modi-
fizierte Nukleotide tragen. Diese Stringe werden mithilfe spektroskopischer Methoden
charakterisiert. Aufbauend auf bereits veroffentlichten Resultatenliefern diese Ergebnisse
einen weiteren wichtigen Beitrag zum grundlegenden Verstdndnis von Ladungstransfer-
prozessen in DNA in den von unserer Arbeitsgruppe untersuchten Donor-Akzeptor-
Systemen[15 =2

= Das am intensivsten bearbeitete Themengebiet stellt die Untersuchung des Ladungstrans-
fers zwischen Peptiden und modifizierten DNA-Duplexen dar. Dafiir werden verschiedene
fluoreszente Ladungsdonoren in Oligonukleotide integriert und mit Akzeptor-modifizier-
ten Peptiden versetzt. Diese nicht kovalenten DNA-Peptid-Systeme werden spektrosko-
pisch und chemisch untersucht. Die Charakterisierung kovalenter DNA-Peptid-Konjugate
beschlieit diesen Themenbereich. Diese Untersuchungen erbringen grundlegende Kennt-
nisse Uber die fundamentalen Prozesse, die an einem Ladungstransfer zwischen Peptiden
und Oligonukleotiden beteiligt sind.

= Die Entwicklung neuer molekularer Fluoreszenzsonden bildet das dritte Arbeitsgebiet.

Mithilfe der Kombination mehrerer Chromophore in Oligonukleotiden sollen Systeme mit
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neuen spektroskopischen Eigenschaften erhalten werden, die sich als Struktursonden im

Bereich der Bioanalytik und der Nanobiotechnologie einsetzen lassen.

Die Darstellung der im Folgenden verwendeten modifizierten Oligonukleotide orientiert sich

an Synthesemethoden, die in der Arbeitsgruppe Wagenknecht im Verlauf der letzten Jahre

[27, 28, 30-32 23, 33, 34]

entwickelt wurden. Die Synthese Pyren- ' und Pyrenethinyl-modifizierter!

Nukleotide, sowie der Phenothiazin!'”-tragenden Nukleoside erfolgt durch Palladium-kataly-

sierte Kupplungsreaktionen in Losung oder an der festen Phase im Verlauf der DNA-Festpha-

[24, 25, 29]

sensynthese. Die Integration des Ethidiumnukleosidanalogons wurde ebenfalls in die-

ser Arbeitsgruppe entwickelt. Fiir die Darstellung der modifizierten Peptide wurde auf Me-

thoden der konventionellen Peptidfestphasensynthese nach der Fmoc-Strategie> "]

zuriickge-
griffen. Die Synthese der Peptid-DNA-Konjugate erfolgte unter dem Aspekt der Entwicklung

eines Festphasenprotokolls fiir die kovalente Ankniipfung von Peptiden an Oligonukleotide.
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2 Hintergrund

2.1 Spektroskopische Methoden

Spektroskopische Methoden stellen eine einfache und effiziente Art dar, die elektronischen
Eigenschaften eines Systems zu iiberpriifen. Im Rahmen dieser Arbeit sind sie das wichtigste
Verfahren zur Untersuchung des Ladungstransferverhaltens der Oligonukleotidsysteme. Da-
bei spielen die UV-Vis- und die Fluoreszenzspektroskopie die wichtigste Rolle. Die CD-
Spektroskopie dient zur schnellen und globalen Strukturbestimmung v. a. in den DNA-Peptid-
Systemen. Eine echte Strukturaufkldrung ist allerdings nur mittels NMR-Spektroskopie oder
Rontgenkristallographie moglich.

2.1.1 UV-Vis- und Fluoreszenzspektroskopie

2.1.1.1 Molekulare Grundlagen

Wird ein Molekiil in einen hoher gelegenen elektronischen Zustand angeregt, so kann es
durch Aussendung von Licht in den Grundzustand relaxieren. Dieser Vorgang wird als Lumi-
neszenz bezeichnet. Die elektronische Anregung kann dabei durch die Absorption von Licht
geschehen. Der Elektroneniibergang folgt dabei dem Franck-Condon-Prinzip des vertikalen
Ubergangs.*™

Besonders wichtig flir die UV-Vis-Spektroskopie sind n—n*, n—n* und intramolekulare
Ladungstransferiibergéinge aromatischer Molekiile, da sich diese elektronischen Uberginge
zum Teil im sichtbaren Bereich des Spektrums und im nahen UV (200-800 nm) anregen las-

sen[39].

Wihrend die Absorption mit 10" s sehr schnell ist, verlaufen die Prozesse, die zur Relaxation
in den Grundzustand fiihren, deutlich langsamer. Dabei zihlt die Lumineszenz zu den lang-
samsten Vorgingen elektronisch angeregter Zustinde (10" bis mehrere Sekunden), wihrend

die thermische Relaxation durch den Abbau vibronischer Energie, internal conversion (IC)
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und intersystem-crossing (ISC, ST) zwischen Singulett- und Triplett-Zustdnden sehr viel
schneller verlaufen (10'%-10"? s). Das fiihrt dazu, dass normalerweise Lumineszenz von
elektronisch angeregten Molekiilen ausgeht, die sich im thermischen Gleichgewicht
befinden®”). Ein Jablonski-Diagramm zeigt die typischen Prozesse, die bei Absorption und

Emission ablaufen® *,

(= L A

S

o o= N W

VR

O == N W

Abbildung 2-1: Perrin-Jablonski-Diagramm der wichtigsten Elementarschritte mit ihren typischen Raten.
A = elektromagnetische Absorption, F = Fluoreszenz, P = Phosphoreszenz; S = elektronischer Singulett-
Zustand, T = Triplett-Zustand, V = Schwingungsniveau; VR = Schwingungsrelaxation, ST = intersystem-
crossing (Singulatt-Triplett-Ubergang), IC = internal conversion (entnommen aus Sharma und Shulman).

Es gibt zwei Arten von Lumineszenz. Als Phosphoreszenz bezeichnet man den strahlenden
Ubergang vom Triplettzustand in den Singulett-Grundzustand des Molekiils. Dieser Prozess
ist sehr langsam, da er Spin-verboten ist und ST erfordert (10™*- 10® s). Bei der Fluoreszenz
handelt es sich um den strahlenden Relaxationsweg aus einem angeregten Zustand in den

Grundzustand gleicher Multiplizitdt. Dieser Vorgang ist sehr schnell und verlduft tiber IC-

Prozesse (10'12 s)[38’ 39,

Die Fluoreszenz ist von einer Vielzahl an Faktoren abhingig. Dazu zdhlen neben Losungs-
mitteleffekten, der Temperatur und dem pH-Wert auch Konzentrationseffekte und die Anwe-
senheit wechselwirkender Fremdmolekiile. Die Beeinflussung der Fluoreszenzeigenschaften

kann sowohl im Grundzustand des Molekiils als auch im angeregten Zustand stattfinden. Da-
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bei ist zu beachten, dass sich die physikochemischen Eigenschaften eines Molekiils im

Grundzustand von denen im angeregten Zustand oft sehr deutlich unterscheiden™®.

2.1.1.2 Wichtige Begriffe

Zwei Grundprinzipien der Fluoreszenz, die sich sehr einfach aus der Betrachtung des

41 ynd

Jablonski-Termschemas ableiten lassen, sind die empirischen Regeln von Kasha
Stokes*?. Die Regel von Kasha besagt, dass dic Emission aus dem niedrigsten
Schwingungszustand des niedrigsten angeregten Zustands erfolgt. Dabei wird pro aufgenom-
menem Lichtquant auch eines abgegeben. Die Regel von Stokes besagt, dass das emittierte
Licht immer energiedrmer als das absorbierte Licht ist, d. h. die Fluoreszenz erscheint gegen

die Absorption immer rotverschoben.

Zwei wichtige Charakteristika der Fluoreszenz eines Molekiils sind die Quantenausbeute O
und die Fluoreszenzlebensdauer t°** *!. Die Quantenausbeute ist definiert als der Anteil der
Fluoreszenzintensitit an der Summe aller strahlenden und strahlungslosen Relaxationspro-
zesse des angeregten Chromophors. Experimentell wird sie bestimmt durch die Messung der
eingestrahlten und der emittierten Lichtintensitét.

k I

— Fluoreszenz — emittiert (Gleichung 2 1 )
z k Relaxation I eingestrahlt

(DF

Die Lebensdauer ist der reziproke Wert der Ratenkonstanten der Fluoreszenzemission und
reprasentiert die mittlere Lebensdauer eines Molekiils im angeregten Zustand.
T= o (Gleichung 2.2)
Fluoreszenz

Bei hoher Konzentration an Fluorophor kommt es zu Aggregationseffekten, die die Konstanz
der Quantenausbeute storen. Von einem Exciplex spricht man, wenn ein Molekiil im ange-
regten Zustand mit einem anderen Molekiil im Grundzustand in Wechselwirkung tritt. Sind
bei dieser Interaktion beide Molekiile von derselben Sorte, so spricht man von einem Excimer.
Ein Excimer zeichnet sich durch sehr starke Orbitalwechselwirkungen und Coulombinterakti-
onen aus und kann als einfacher charge-transfer-Komplex betrachtet werden. In einem Ex-

ciplex teilen sich ein Donor- und ein Akzeptormolekiil Anregungsenergie und Ladung. Da-
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durch entstehen Intermediate, die sich in ihren elektronischen Eigenschaften grundlegend von

den isolierten Molekiilen unterscheiden™.

2.1.1.3 Fluoreszenzloschung

Einem photoangeregten Molekiil stehen neben der Lumineszenz und dem internen strah-
lungslosen Energietransfer (IC, ST) noch weitere Relaxationswege zur Verfiigung. So kann
die Anregungsenergie z. B. zu einer chemischen Reaktion fithren oder auf Nachbarmolekiile
iibertragen werden. Jeder Vorgang, der zu einem Riickgang in der Fluoreszenzintensitit fiihrt,
wird als Losch- oder Quenchprozess bezeichnet. Im Rahmen dieses Projektes spielten vor
allem Energie- und Ladungstransfervorginge als Fluoreszenzldschprozesse eine zentrale
Rolle. Diese konnen sowohl intermolekular als auch intramolekular zwischen verschiedenen

Molekiilteilen verlaufen.
Energietransfer

_l_ﬁ__. E— _l_ | + LUMO
Elektronen- Dipol- l
+7 -

austausch Dipol T
4 4 4 wowo
D A

D + A —— + A* «—— D* +

Ladungstransfer
P
+ R — + — + LUMO
Elektronen- Loch-
transfer transfer

— - —— e —H—ﬁ—T— HOMO

D+ A — D + A «—— D + A*

Abbildung 2-2: Schematische Ubersicht iiber bimolekulare Energie- und Ladungstransfer-Prozesse. Der
Energietransfer kann entweder durch Elektronenaustausch (Dextertransfer) oder durch Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen (Forstertransfer) erfolgen. Beim Ladungstransfer gibt der angeregte Zustand entweder ein
Elektron ab (Elektronentransfer) oder nimmt eines auf (Lochtransfer). Dabei bildet sich eine

Ladungstrennung aus. D ist der Elektronendonor, A der Elektronenakzeptor.
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Fluoreszenz kann sowohl im Grundzustand als auch im angeregten Zustand durch die Wech-
selwirkung mit einem Nachbarteilchen geloscht werden. Man unterscheidet zwischen dynami-
scher und statischer Fluoreszenzloschung™®. Beim dynamischen Prozess wird die Energie
durch einen StoBprozess zwischen Quenchermolekiil und Fluorophor iibertragen, beim stati-
schen Vorgang findet der Austausch der Anregungsenergiec im Quencher-Fluorophor-Kom-
plex statt. Dieser Komplex kann entweder durch Grundzustandswechselwirkungen entstehen,
oder durch Ausbildung einer Hiille von Quenchermolekiilen um den angeregten Zustand des

Fluorophors gebildet werden.

Der dynamische Quenchprozess hingt von der Wahrscheinlichkeit eines bimolekularen Stof3-
ereignisses und damit von der Konzentration der beteiligten Komponenten ab. Die Loschung
kann dabei nur wihrend der Lebenszeit des angeregten Zustands erfolgen, so dass die Rate

der Emission in Konkurrenz zur Geschwindigkeit der Quenchreaktion tritt.

k

M* - M + hv (Gleichung 2.3)
ks
Q+M* > M + QF (Gleichung 2.4)

M : Fluorophor, Q : Quencher

Die Fluoreszenzquantenausbeute ®r berechnet sich gemall den Gleichungen 2.3 und 2.4 zu:

~ k,[M *] .
e = c [M *]+ . [M *] [Q] (Gleichung 2.5)
bzw.
1 K, .
s 1+ k_l[Q] (Gleichung 2.6)

F

Durch Umformen der Quantenausbeuten in einen Ausdruck der relativen beobachteten Fluo-
reszenzintensititen erhédlt man die Stern-Volmer-Gleichung, die das Loschverhalten eines

Quenchermolekiils charakterisiert:

F .
FO =1+kz,[Q]=1+kg [Q] (Gleichung 2.7)
mit Fy: beobachtete Fluoreszenzintensitdt ohne Quencher
F: beobachtete Fluoreszenzintensitit mit Quencher
kgy : Stern-Volmer-Konstante
k: bimolekulare Losch-Konstante

To ! Fluoreszenzlebenszeit
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Mithilfe der Stern-Volmer-Konstante lisst sich der Einfluss der Diffusion auf die Fluoreszenz
abschitzen. Bei einem rein dynamischen Quenchprozess ergibt die Stern-Volmer-Auftragung

eine Gerade.

Bei rein statischer Fluoreszenzldschung ist das Verhéltnis Fo/F eine Exponentialfunktion, die
vom Volumen V der Hiille an Quenchermolekiilen um den Fluorophor und der Konzentration

[Q] an Quencher abhéngt.

% _ gl (Gleichung 2.8)

Bei niedrigem [Q] ist die Gleichung annédhernd linear und gleicht der Stern-Volmer-Geraden.

Jeder Quenchprozess flihrt zu reaktiven Intermediaten. Wird bei einem Energietransfer das
Quenchermolekiil in einen energetisch hoheren Zustand angeregt, so relaxiert es wie ein durch
direkte Einstrahlung angeregtes Molekiil. Der Energietransfer von einem Molekiil auf ein
anderes kann iiber Elektronenaustausch oder Dipol-Dipol-Wechselwirkungen erfolgen (vgl.
Abbildung 2-2). Fiir den Elektronenaustausch ist eine Uberlappung der Orbitale von angereg-
tem Donor und Akzeptor notwendig. Dementsprechend ist die Reichweite dieses Prozesses
sehr gering. Die Dipol-Dipol-Wechselwirkung hingegen ist ein rdumlich vermittelter Prozess,
der keinen direkten Kontakt der beteiligten Spezies erfordert.

Ein photoinduzierter Ladungstransferprozess fiihrt zu einer Ladungstrennung, indem ein an-

geregter Zustand ein Elektron an einen Grundzustand abgibt bzw. von diesem aufnimmt.

Im Gegensatz zu den genannten strahlungslosen Ubertragungsprozessen zwischen Molekiilen,
gibt es den Fluoreszenzresonanz-Energietransfer (FRET). Hier macht man sich die Uberlap-
pung von Emissions- und Absorptionsspektren zweier Molekiile zunutze. Dabei absorbiert der
FRET-Akzeptor die Emission des FRET-Donors und gelangt so in den angeregten Zustand.
Der Transfer nach Forster*”) ist abhingig von der Orientierung der Ubergangsdipolmomente

von Donor und Akzeptor und vom Abstand der FRET-Partner. Fiir die Transferrate kt gilt:
R -6
k; = L(—Oj (Gleichung 2.9)

mit 1, : Fluoreszenzlebenszeit des Donor in Abwesenheit des Akzeptors

r: Abstand zwischen Donor und Akzeptor

Ry : Abstand mit 50 % Energietransfereffizienz (Forster-Radius)



2 Hintergrund 10

Damit erlauben FRET-Paare die Bestimmung des Abstands im Bereich zwischen 10 und 90 A
(je nach Forster-Radius des verwendeten Systems). Diese Methode wird benutzt, um Makro-
molekiile zu charakterisieren oder die Bindung grof8er Molekiile an andere Strukturen zu un-

tersuchen!**,

2.1.1.4 Experimentelle Methoden

Absorptionsspektroskopie

Die Messung eines Absorptionsspektrums erfolgt nach einer indirekten Methode. Hier wird
nicht direkt die Absorption (auch optische Dichte genannt, OD) gemessen, sondern der Anteil
an verbleibendem Licht (Transmission) ermittelt. Die Absorption A einer Spezies ist nach
Lambert-Beer:

A =¢ecd (Gleichung 2.10)

mit ¢ : molarer Extinktionskoeffizient

¢ : Konzentration

d : Schichtdicke der durchstrahlten Probe

Die Extinktion € und somit auch die Absorption sind von der Wellenlédnge abhéngige GroBen.
Das Lambert-Beersche-Gesetz gilt iiber einen groen Konzentrationsbereich. Deshalb stellt
die UV-Vis-Spektroskopie eine wichtige Methode u. a. zur Ermittlung der Konzentration von
Peptiden und Nukleinsduren dar. Da sich die Spektren im Allgemeinen additiv verhalten,
kann die Absorption einer gelosten Spezies durch die Subtraktion des Losungsmittelspek-

trums vom Spektrum der Losung ermittelt werden.

Fluoreszenzspektroskopie

Die Messung der Fluoreszenz ist eine direkte Methode, da das emittierte Licht der Probe un-
mittelbar detektiert wird. Die Empfindlichkeit dieser Methode ist sehr hoch. Die Fluoreszenz
kann im zeitlichen Mittel (steady state) und zeitaufgelost beobachtet werden. Da die Fluores-
zenz eines bestimmten Zustandes selektiv angeregt werden kann, ist sie eine sehr spezifische

Methode mit hohem Informationsgehalt. In der Regel werden die absoluten Fluores-
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zenzintensitiatswerte durch den Wert der Absorption bei der Anregungswellenlédnge korrigiert,
um Konzentrationseffekte auszugleichen. Dies ist bei nur kleinen Variabilititen der Konzen-
trationen zulédssig. Als Anregungswellenlinge dient im Allgemeinen der Wert des

Absorptionsmaximums der gesuchten Spezies.

Die Messung von Anregungsspektren stellt eine Ergédnzung der Informationen aus einem Ab-
sorptionsspektrum dar. Dabei wird die Fluoreszenzintensitdt in Abhingigkeit von der Anre-
gungswellenldnge gemessen. Dadurch wird das Anregungsprofil eines bestimmten fluores-
zenten Zustandes sichtbar. Das ist v. a. interessant, wenn diese Anregungsbanden bei einer
Wellenldnge liegen, in der mehr als nur der gewiinschte Chromophor absorbieren. Dort
kommt es im Absorptionsspektrum zu Uberlagerungen, die keine genaue Zuordnung erlau-

ben.

Die Messung der Fluoreszenzloschung eines Systems geschieht durch sukzessive Zugabe
eines Quenchers und den Vergleich der jeweiligen korrigierten Emissionsspektren miteinan-

der.

Zeitaufgeliste Transientenabsorptionsspektroskopic’ 4

Diese Methode, die auch als Pump-Probe-Spektroskopie bezeichnet wird, ist weit weniger
empfindlich als die Fluoreszenzspektroskopie. Allerdings erlaubt sie die Beobachtung sowohl
der Anregungs- als auch der Relaxationsprozesse des Farbstoffs. Es wird die Absorption auf-

tretender Intermediate abgefragt.

Der Chromophor wird {iber einen kurzen Laserpuls mit der entsprechenden Wellenldnge an-

geregt (pump). Ein zweiter, unabhéingiger Laserpuls beliebiger Wellenldnge (probe) wird in

kurzen Zeitabstinden durch die Probe geschickt und kann von entstehenden intermedidren

Zusténden absorbiert werden.

= Liegt der Probe-Puls im Bereich der Grundzustandsabsorption, 148t sich analog der
zeitaufgelosten Fluoreszenzspektroskopie die Rate des Ladungsriicktransfers (kgcr)
bestimmen. Aus den erhaltenen zeitabhingigen Spektren kann die Lebenszeit des ange-

regten Zustands ermittelt werden.
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= Liegt er innerhalb der Fluoreszenbande, kommt es zu stimulierter Emission des angereg-
ten Zustands, und es 14Bt sich die Entvilkerungsrate dieses Zustands ermitteln.
= Liegt der  Abfragepuls auBlerhalb  der  Fluoreszenzbande, kann  die

Besetzungswahrscheinlichkeit jedes beliebigen intermedidren Zustands ermittelt werden.

A hVT probe A
D* . D* N
E A . ket E A ket
. . hv e
\\\ DA N probe DA
hv . oder hv . oder
(kexc) /’ . (}Mexc) ’,’ .
pump o DA pump o DA
-~ ket < kper
D x D o

Abbildung 2-3: Mit der zeitaufgelosten Pump-Probe-Laserspektroskopie ist es moglich, jedes beliebige

Intermediat abzufragen und Geschwindigkeiten unterschiedlicher Transferschritte zu ermitteln.

Durch den Einsatz eines WeiBllichtkontinuums fiir den Abfragepuls konnten bei den zeitauf-
gelosten Messungen im Rahmen dieses Projekts gleichzeitig alle Wellenldngen abgefragt

werden.

2.1.2 Energie- und Ladungstransfer in DNA

Die Diskussion um die Moglichkeit des Ladungstransportes in DNA begann bereits wenige
Jahre nach der Aufkldarung der DNA-Struktur. 1962 wurde von Eley et al.™ erstmals der La-
dungstransfer durch die eindimensionale Anordnung der iiber n-n-Wechselwirkungen inter-
agierenden Nukleobasen in B-DNA vorgeschlagen. Das Interesse an Ladungstransferprozes-
sen in DNA wuchs mit der Erkenntnis, dass oxidative Schidigungen unseres Erbgutes eine

1214 gpielen.

zentrale Rolle bei Mutagenese, Apoptose und Krebsentstehung
Es wurde eine Vielzahl von Techniken verwendet, um Ladungstransportprozesse in der DNA
zu untersuchen'®!, aber erst die Entwicklung der automatisierten Festphasensynthese Mitte
der 1980er Jahre*” erméglichte die umfangreiche und systematische Untersuchungen an
definierten Basensequenzen. Zu Beginn dieser Studien reichte die Bandbreite experimenteller

und theoretischer Arbeiten von der Vorstellung der DNA als ,,molekularer Draht“!*” bis hin
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zur DNA als Isolator'™®!. Mittlerweile wird die Vorstellung vom Ladungstransport durch DNA
allgemein akzeptiert und die Diskussion dariiber hat sich auf den Mechanismus und in jling-
ster Zeit auch auf die biologische Bedeutung und die technische Anwendbarkeit verlagert.

Heute ist man sich weitgehend dariiber einig, dass der Transport von Ladungen in der DNA
innerhalb von Femtosekunden erfolgen und noch in groBer Entfernung vom urspriinglichen
Entstehungsort der Ladung zu Folgereaktionen fiihren kann. Viele Experimente haben zudem
gezeigt, dass der Ladungstransport sehr empfindlich auf die n-n-Wechselwirkung der Nukleo-

basen und die Stérung der DNA-Struktur reagiert!**”""),

2.1.2.1 Biologische Relevanz des Ladungstransfers in DNA

Viele Schdaden am Erbgut entstehen durch das Auftreten radikalischer Ladung in der DNA.
Diese Radikale konnen durch verschiedene Faktoren erzeugt werden, so z. B. durch Bestrah-
lung (Rontgen, UV), Sauerstoff- oder organische Radikale und Alkylierungsreagentien''”.
Der Organismus kann sich gegen auftretende Verdanderungen in seinem Erbmaterial auf ver-
schiedene Arten wehren. An mehreren Kontrollstellen im Zellzyklus wird die Intaktheit des
Genoms iiberpriift. Bei Verdnderungen wie Basenfehlpaarungen, Pyrimidin-Dimeren, Strang-
briichen, chemisch verdnderten Basen u. a. kann iiber verschiedene Reparaturmechanismen
der Schaden behoben bzw. bei irreparablen Schiadigungen die Apoptose herbeigefiihrt
werden. Verlduft die Kontrolle oder die Reparatur fehlerhaft, kann es zu permanenten
Mutationen kommen, die beispielsweise in Somazellen zu Krebs oder in Keimzellen zu ver-
erbbaren Krankheiten fithren konnen.

Ein wichtiges Intermediat bei radikalischen DNA-Schidigungen ist das G""-Radikalkation!’®.
Uber Reaktion mit anderen Molekiilen seiner Umgebung (z. B. O,, H,0) konnen sich ver-
schiedene Oxidationsprodukte des Guanins bilden” *!. Diese Verbindungen kénnen ver-
antwortlich fliir mutative Verdnderungen sein. Als Beispiel sei hier das 8-Oxoguanosin (8-
0x0-dG) genannt!'*!. Liegt es in der anti-Konformation vor, so paart es wie das Guanosin mit
Cytidin. Kommt es allerdings zu einer Konformationsédnderung in die syn-Form, wird ein
Hoogsteen-Basenpaar mit Adenosin gebildet. Wihrend der Replikation wird das urpriingliche
GC-Paar durch ein AT-Paar ausgetauscht, eine Mutation hat sich manifestiert (s. Abbildung
2-4). Mechanistische Details, wie es zu diesem Fehler bei der Replikation kommt, wurden

von Carell et al.®" aufgeklirt.
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H2N N
W\/\ Watson-Crick Basenpaar
o’ .-N No
H, T dRibose 8-0x0-dG [ dC
N -H
N .0
0= fi Reparaturi
P
N N~ NH;3
dRibose/ Keine Mutation
anti anti dG = dc
) h Replik
H2oN N nach Replikation:
2 X dRibose P
dRi - \ Hoogsteen Basenpaar
ibose o’ N N
\N"( NS 8-ox0-dG [™] dA
N X N—H Reparaturl
\
HZNJ\N o G~ T Mutation
|
H  syn anti

dT [ dA

Abbildung 2-4: Schematische Darstellung einer durch G-Oxidation ausgeldsten Mutation von dG-dC nach
dA-dT. Der oxidative DNA-Schaden wird erst nach der Replikation repariert.

Die meisten Studien zum Ladungstransfer wurden bisher mit nackter DNA in Pufferldsungen
durchgefiihrt. Experimente mit DNA-bindenden Proteinen zeigen jedoch, daB3 sich die La-

dungstransfereffizienz durch die Bildung von DNA-Protein-Komplexen positiv wie negativ

beeinflussen 1aB3t5*%4.

Insertion von:

Gln (wt)
Herausdrehen der Base r\/ Trp (Q237W Mutante)

A GG XA C XX C GG XXX X X-G G
O T NN U N U I NN 1 o N M M N R
i Em X=X X=X XA G=C=G=CAX X=X~ X—X~C=Connn
ﬂ M.Hhal Bindungsregion ﬂ
GOX GOX
1.0 ohne M.Hhal 0.31
1.0 mit M.Hhal (wt) 0.16
1.0 mit M.Hhal (Q237W) 0.29

Abbildung 2-5: Vergleich der Ladungstransfereffizienzen in DNA ohne Zugabe von Hhal, unter dem Einfluss

von Wildtyp Hhal und der Q237W-Mutante. Die Anzahl der Oxidationsereignisse in 5'-Richtung (Werte

normiert gegen Anzahl der G*™-Ereignisse in 3'-Richtung) korreliert mit der Ladungstransfereffizienz (G =
Oxidationsprodukte von dG).

So sorgt die Cytosin-Methyltransferase Hhal beim Andocken an die DNA fiir eine deutliche

Verringerung der Leitfdhigkeit des Polynukleotidstrangs'** *!. Dieses Protein erkennt die Se-
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quenz 5’-GCGC-3’. Wihrend der Methylierung wird ein Protein-DNA-Komplex gebildet, in
dem das zu methylierende Cytosin aus der DNA-Helix herausgedreht wird. Die entstehende
Liicke im Basenstapel schlie3t eine Glutamin-Seitenkette des Proteins. Durch die Stérung im
Basenstapel wird der oxidative Lochtransport behindert. Untersucht man den oxidativen
Lochtransport mit einer Mutante, die statt dieses Glutamins ein Tryptophan besitzt und dieses
im Protein-DNA-Komplex in den Basenstapel schiebt, so findet wieder Ladungstransport statt
(s. Abbildung 2-5). Die Indolseitenkette kann also beim Ladungstransport eine Liicke im
DNA-Basenstapel schlieBen.

Der DNA-Proteinkomplex aus BamHI und der Ziel-DNA zeigt eine komplette Unterbindung
des Lochtransportes.*” Dafiir wurde die Guaninoxidation als Folge eines oxidativen
Lochtransports untersucht. Vor allem der direkte Kontakt der positiv geladenen Guanidinium-
Gruppe einer Argininseitenkette des Proteins mit dem Guanin der Erkennungssequenz der
DNA fiihrte zur Ausbildung eines komplexen Netzwerkes aus Wasserstoffbriickenbindungen

und elektrostatischen Wechselwirkungen, die den Ladungstransport vollstdndig unterdriickten

und die Effizienz der Guaninoxidation dadurch deutlich verminderten (s. Abbildung 2-6).
Asp Arg Glu

GOX GOX
1.0 ohne BamHiI 4.5
1.0 mit BamHlI 0 0.5

Abbildung 2-6: Vergleich der Ladungstransfereffizienzen in DNA ohne und mit BamHI. Die Anzahl der
Oxidationsereignisse in 5'-Richtung (Werte normiert gegen Anzahl der G**-Ereignisse in 3'-Richtung)

korreliert mit der Ladungstransfereffizienz (G** = Oxidationsprodukte von dG).
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Das TATA-Box-Binding Protein (TBP)"*®! bewirkt eine Minderung der Ladungstransfereffi-
zienz, indem es den Doppelstrang zweimal um 90° knickt und so die n-Wechselwirkungen
der Basen stort.

Andere Proteine wie das Restriktionsenzym R. Pvull oder der Transkriptionsfaktor ANTP
bewirken keine Konformationsdnderung der DNA. Sie binden in der groen Furche und erho-
hen die Effizienz des Ladungstransports, indem sie die Struktur des Polymeren an den Bin-
dungsstellen versteifen®. So wird die konformationelle Beweglichkeit der DNA einge-

schriankt und der oxidative Ladungstransport erleichtert.

e R
(I O T R I T Y R R L X N N A O M T S A A N
P C=C=X=X =Xt A=TA=TA-A-ATX—X~X-X=X=X-C=Coww
ﬂ TBP binding region ﬂ
GOX GOX
1.0 ohne TBP 0.069
1.0 mit TBP 0.036

PG G X XXX OT Co G ATCI XXX XX GG
[ T S S U U0 M U £ - of N N T I A M S S A
| | H H H HE H H | H Y H ' ' L] |
AMC=C—X—=X=X=X7C-A-G-C—T-G; XX~ X=X-X-C-Cv
ﬂ R.Pvull Bindungsregion ﬂ
GOX GOX
1.0 ohne R.Pvull 0.45
1.0 mit R.Pvull 1.0
PA2G-Gm X=X =X=XTG-A=T—T—A=C=C-GIX-X=X—X-X-G-Gn
D N N
|I : 1 \ 1 o 1 i i [l | 1 K O 1 O L] [}
A C—C—X—X=X=X{CoTZAZA-T-G-G-Ci X~ XX X=X=C-Cow»
ﬂ ANTP Bindungsregion ﬂ
GOX GOX
1.0 ohne ANTP 0.19
1.0 mit ANTP 0.35

Abbildung 2-7: Vergleich der Ladungstransfereffizienzen in DNA ohne und mit TBP, R. Pvull und ANTP.
Die Anzahl der Oxidationsereignisse in 5'-Richtung (Werte normiert gegen Anzahl der G**-Ereignisse in 3'-

Richtung) korreliert mit der Ladungstransfereffizienz (G*™* = Oxidationsprodukte von dG).
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2.1.2.2 Fluoreszenzmarkierung von Nukleinsduren

Native Nukleinsduren enthalten mit den natiirlichen Nukleobasen Adenin, Guanin, Cytosin
und Thymin bzw. Uracil (dA, dG, dC, dT bzw. dU) nur extrem schwache intrinsische Fluo-
rophore!™. Die Fluoreszenz der Basen klingt typischerweise innerhalb weniger Pikosekunden
ab und liefert nur wenig strukturelle Information, da das Fluoreszenzsignal normalerweise den

% Diese kurze Lebenszeit der

Mittelwert aller Nukleobasen einer Sequenz darstell
Nukleobasen im angeregten Zustand bildet einen zusitzlichen Schutz der Nukleinsduren vor
photochemischen Schidigungen.”™ Im Gegensatz dazu besitzen Proteine mit den aromati-
schen Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin deutlich effizientere intrinsische

Fluorophore.

Durch das Fehlen natiirlicher Fluorophore in DNA bietet sich die Fluoreszenzmarkierung von
Oligonukleotiden mit artifiziellen Fluoreszenzsonden an. Deren Emission kann so ohne sto-
rende Hintergrundfluoreszenz detektiert werden. Eine geeignete extrinsische Fluoreszenz-
sonde besitzt eine hohe Quantenausbeute und reagiert sensibel auf ihre mikroskopische Um-
gebung. Wihrend der Photoanregung sollte sie nicht zu schnell ausbleichen und die beobach-
tete Struktur bzw. den beobachteten Prozess nicht storen. Die Fluoreszenzmarkierung von
Nukleinsduren findet eine Reihe von Anwendungen in der Bioanalytik. Durch diese Technik
wird teilweise der Einsatz von Radioisotopen-markierten Proben tiberfliissig. StandardméBig

93,94

wird die Fluoreszenzmarkierung zum Beispiel bei der DNA-Sequenzierung”™ **, der Fluores-

zenz-in situ-Hybridisierung (FISH)">®® und der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)"® '%

eingesetzt. Auch die Detektion von Punktmutationen (SNP = single nucleotide polymorphism)

erfolgt hiufig mittels Fluoreszenzmarkierung. Dabei existiert eine Reihe von Systemen.!'?'%*!

Verdnderungen in den Fluoreszenzeigenschaften (Intensitit, Lebenszeit, Anisotropie) des
Fluorophors in freiem und in Komplex-gebundenem Zustand kénnen zur Untersuchung ma-
kromolekularer Wechselwirkungen dienen. Dafiir wurden Nukleobasen-Analoga v. a. zur

Messung von Bindungs- und Gleichgewichtskonstanten verschiedener Molekiilinteraktionen

[104-112] [113-115]

mit Nukleinsduren , zur Aufklirung von Faltungsprozessen und zur Untersu-

[116, 117]

chung des Energie- und Ladungstransfers’”> '"* durch DNA genutzt.
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2.1.2.3 Untersuchung des Ladungstransfers in DNA

Das Ziel verschiedener experimenteller und theoretischer Studien der letzten Jahrzehnte be-
stand darin, die elektronischen Eigenschaften von DNA zu erforschen. Motiviert waren diese
Untersuchungen durch die biologischen Folgen von Redoxprozessen in der DNA. Das Haupt-
augenmerk der meisten Forschergruppen lag dabei auf der Erforschung der Wanderung von

Ladungen durch den Basenstapel.

Fiir das Redoxverhalten der einzelne Nukleobasen wurde festgestellt, dass sich in der Rang-
folge dG > dA > dC = dT dG am leichtesten oxidieren und dT (und dC) am leichtesten redu-

zieren lassen.[® 119 120]

Die meisten Arbeitsgruppen arbeiten mit photochemischen oder photophysikalischen Syste-
men, um eine wandernde radikalische Ladung in der DNA zu erzeugen. Dafiir wird in der
Regel die DNA mit einer photochemisch anregbaren redoxaktiven Sonde versehen. Diese
kann entweder kovalent gebunden sein und/oder interkalieren. Nach der Initiierung des La-
dungstransferprozesses durch photochemische oder elektrochemische Methoden werden die
ablaufenden elektronischen Verdnderungen mit spektroskopischen, elektrochemischen oder

biochemischen Mitteln verfolgt.!'*!!

Obwohl der photoinduzierte Ladungstransfer durch die Anregung eines elektronischen Zu-
stands ausgeldst wird, existiert bis heute keine klare Vorstellung dariiber, was mit der Anre-
gungsenergie in Duplex-DNA im Einzelnen geschieht. Fiihrt die zugefiihrte Anregungsener-
gie zu einem Ladungstransferprozess, so lésst sich dieser bei geeigneter experimenteller Vor-

gehensweise verfolgen.

Fiir den Ladungstransfer in DNA gibt es zwei Moglichkeiten:

= Die DNA wird oxidiert. Ein Elektron wird vom angeregten Molekiil- oder Molekiilteil aus
der DNA aufgenommen und ein Radikalkation, also ein Elektronenloch, entsteht im Ba-
senstapel. Dieses positive Radikal kann wihrend seiner Wanderung durch den m-Stapel
mit Molekiilen in seiner Umgebung reagieren (z. B. Wasser, Sauerstoff) und fiihrt zu oxi-
dativen Schéden, die potentiell mutagen bzw. kanzerogen sind. Aufgrund der biologischen
Relevanz dieses Prozesses beschéftigt sich die Mehrzahl der Studien zum Ladungstransfer

in DNA mit dem oxidativen Lochtransfer.
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= Die DNA wird reduziert. Ein Elektron wird vom photoangeregten Chromophor an die
DNA abgegeben, es bildet sich ein negativ geladenes Radikalanion. Diese Ladung kann
durch den Basenstapel wandern. Obwohl der reduktive Elektronentransfer bereits in der

[122-130]

Chip- und Nanotechnologie verwendet wird und sehr viel {iber seine Anwendung in

der Bioanalytik und der Medizin bekannt ist, fehlen noch detailierte Informationen tiber

das Verhalten von Uberschuss-Elektronen in DNA.

Injektion eines Elektronenlochs Injektion eines Uberschusselektrons

LUMO == _ Lo =+ \ET\_

HOMO

ET 'H‘ HOMO
Ac

Do* Ac Do*

rd

X —X—DB-X—X—X—Ac-X—Xn M)I(—X—D’CCJ-X—X—Z(—Ac-X—)I(M
P A Do INALAARA
T A T R

N X=X =X X=X —X—=X—X—Xwnr X=X =X X—X—X—X—X—XwWn

( l o+ o+ l o-
AAXTXDO XX TXAC XXM MXTXTDO XXX AC XX
MY X—X—X—X—X—X— X=X i X—X—X—X—X—X—X—X—Xnn

Oxidativer Lochtransport Reduktiver Elektronentransport

Abbildung 2-8: Schematische Darstellung des Prinzips des Ladungstransfers in DNA. Beim Lochtransfer nimmt
das HOMO des photoangeregten Donors Do ein Elektron aus dem HOMO des Lochakzeptors Ac auf, die DNA
wird oxidiert (links); beim Elektronentransfer gibt das LUMO des Elektronendonors ein Elektron an das LUMO
des Elektronenakzeptors ab, die DNA wird reduziert (rechts).

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, Oligonukleotide kovalent mit redoxaktiven Sonden zu
versehen. Die Art der Ankniipfung hingt dabei von der verwendeten aktiven Gruppe, der ge-
wiinschten sterischen Anordnung und der synthetischen Zugénglichkeit des entsprechenden

Oligonukleotidbausteins ab.

= Artifizielle Nukleoside sind vollsynthetische Nukleotidanaloga, die iiber Linkereinheiten
in das Desoxyribose-Phosphat-Riickgrat integriert werden konnen.!'” 2% 2 2% 1311331 paq
redoxaktive Nukleobasenanalogon kann wie eine natiirliche Base mit dem Basenstapel

wechselwirken und gibt seine Anregungsenergie direkt in den Basenstapel.
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DNA DNA

Abbildung 2-9: Das Nukleotidanalogon des Ethidiums in DNA (links) und als Strukturformelbild (rechts).

Der Chromophor interkaliert in den Basenstapel.

Die Modifikation natiirlicher Nukleotide mit redoxaktiven Gruppen kann durch den Ein-
bau bereits vollstindig modifizierter Nukleotide (z. B. PydU!? 3! 3% 134 1331 " pyqGla7
PtzdU"?) wihrend der DNA-Festphasensynthese geschehen oder durch chemische
Umsetzung von Vorldufermolekiilen an der festen Phase (z. B. Pyin-Nukleotide!> ** **
36l Die redoxaktive Gruppe ragt im Idealfall in die groBe Furche und kann auBerhalb des
Basenstapels angeregt werden. Die Anregungsenergie wird nicht unmittelbar in den Ba-

senstapel abgegeben.

DNA

Abbildung 2-10: Pyren-modifiziertes 2’-Desoxyuridin (PydU, 1) in DNA (links) und als Strukturformelbild
(rechts). Die Pyrengruppe ragt in die grof3e Furche.

In Haarnadelstrukturen befindet sich die redoxaktive Gruppe iiber einen Linker kovalent
verknlipft zwischen zwei komplementiren DNA-Sequenzen. Bildet sich ein Doppelstrang
aus, so kommt die reaktive Gruppe auf dem Basenstapel zu liegen. Diese Art der Ankniip-
fung stellt haufig die synthetisch am leichtesten zu verwirklichende Methode dar.!"*"'**!

Fiir die Ankniipfung eines Interkalators ist es ausreichend, einen DNA-Strang des Duple-

xes mit der redoxaktiven Gruppe zu versehen.'* '** Uber die Lange des Linkermolekiils

kann die Position der Einlagerung bestimmt werden. Diese Ankniipfung kann terminal am
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5719519 o der 3°-Ende,!°""*¥ aber auch intern'>*"*"! iiber spezielle kommerziell erhaltli-

che Nukleotide erfolgen (vgl. Kapitel 4.5.1).

2.1.2.4 Mechanistische Modelle fiir den oxidativen Lochtransfer

Fiir den Ladungstransfer in DNA wurden verschiedene mechanistische Modelle wie der Su-
peraustausch- und der Hopping-Mechanismus vorgeschlagen und teilweise auch durch Expe-
rimente bestéitigt.[lzl’ 138161 Nachdem sich zu Beginn der Untersuchungen das Interesse an
Ladungstransferprozessen hauptsichlich auf die oxidative Schidigung der DNA konzen-
trierte, wurde zuerst hauptsichlich der oxidative Lochtransfer untersucht. Mittlerweile ist aber
auch einiges tliber die Mechanismen des reduktiven Elektronentransfers bekannt.

Bei den ersten spektroskopischen Untersuchungen zum oxidativen Ladungstransfer wurden

alle Ergebnisse gemiB der Marcus-Theorie!'®*

gedeutet. So wurde der Ladungstransfer als
Superaustausch beschrieben, in dem die Ladung in einem Schritt vom Ladungsdonor (D) zum
Akzeptor (A) wandert ohne dazwischen jemals auf einer DNA-Base lokalisiert zu sein. In
diesem Fall ist die Rate kyr zum einen vom Abstand zwischen Donor und Akzeptor und zum
anderen von B abhéngig. Der Parameter 3 selbst wird durch die Eigenschaften der Briicke B
auf die Kopplung zwischen D und A bestimmt. Typische B-Werte liegen bei Proteinen zwi-

schen 1.0-1.4 A1 1163164 fir den Lochtransport in DNA bei < 0.1 A bis B=1.5 A1 [165. 1661

E o- O+ o- 04
A Do-B;—Ac Do-B,—Ac
DNA-Brucke — — N
SEpo .
IM: Lochtransfer in einem Schritt
> OEac
k
Anregung " —
DO-ALT
Do-Ac

Abbildung 2-11: Schematische Darstellung des Superaustausch-Mechanismus beim oxidativen Lochtransfer.
Die Ladung wird vom Donor zum Akzeptor in einem Tunnelprozess iibertragen. Die Abhéngigkeit der
Ladungstransferrate kyr vom Abstand zwischen Do und Ac ist hoch. B bezeichnet Nukleobasen des

dazwischenliegenden Basenstapel.
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Die ersten Ladungsdonoren mit denen spektroskopische Untersuchungen des Ladungstrans-
fers gemacht wurden, waren organische und anorganische Interkalatoren, die nicht kovalent
an Oligonukleotiden binden. Diese Experimente lieferten nur wenig Information iiber die Ab-
standabhéngigkeit der Ladungstransferrate, da eine genaue Bestimmung des Abstands zwi-
schen A und D nicht moglich war. Aufschlussreicher waren Untersuchungsergebnisse, die mit
kovalent angekniipften Interkalatoren erzielt wurden. Diese Experimente lieen eine systema-
tiche Untersuchung der Abstandsabhédngigkeit und der Abhéngigkeit von der Basensequenz
zu. Man stellte fest, dass der Ladungstransfer ein sehr schneller Prozess mit Raten zwischen
kur = 10°-10" s sein kann, und dass die Interkalation von Donor und Akzeptor wesentlich
fiir den Erfolg des Ladungstransports sind. Typische B-Werte liegen hier zwischen 0.6-
0.8 A",

Die deutlich geringere Distanzabhéngigkeit in einigen Experimenten zum langreichweitigen
Ladungstransfer machte die Revision des Modells vom Superaustausch erforderlich. Als al-
ternativer Mechanismus wurde das Hopping vorgeschlagen.!'®” Im Gegensatz zum vorherigen
Mechanismus springt beim Hoppingmechanismus die Ladung vom Donor zum Akzeptor tliber
einen intermedidren Ladungstriger. In einem oxidativen Lochtransferprozess wire das Radi-
kalkation des Guanins der wahrscheinlichste intermedidre Ladungstriager, da Guanin im Ver-

gleich mit den anderen natiirlichen Nukleobasen am leichtesten oxidiert werden kann.

E
- e+
A DO-C/T-Ac
D&-A Ac
TLA(: o- O+ o- o+ o- O+
8Einj{ A \\DO_Gl_A Do-G,-Ac Do-G3-Ac
Khop Khop \ } gpl)ztr
. . o- O+
Injektion Lochtransport in Do-Ac
vielen Schritten
Abfangen der
— Ladung
Do-Ac

Abbildung 2-12: Schematische Darstellung des G-Hopping-Mechanismus beim oxidativen
Lochtransfer. Die Ladung wird vom Donor zum Akzeptor in mehreren Schritten {ibertragen. Die

Abhingigkeit der Ladungstransferrate vom Abstand zwische Do und Ac ist gering, kyop= 5-10’ st



2 Hintergrund 23

Jeder Hoppingschritt selbst stellt einen Tunnelprozess durch dazwischen liegende AT-Paare
dar. Beim Hoppingmechanismus ist fiir die Rate nicht der Abstand zwischen Donor und Ak-
zeptor entscheidend, sondern die Anzahl der dazwischen liegenden Hoppingschritte. Lewis et
al. konnten die Rate eines einzelnen Schrittes von dG zu GG bestimmen, sie liegt bei kyop=

510" s 78]

Allméhlich beginnt man, die strenge Unterscheidung zwischen Hopping- und Superaus-
tauschmechanismus nicht mehr als vom System abhdngige Eigenschaft des entsprechenden
Donor-Akzeptor-Systems zu sehen. Vielmehr scheint es so zu sein, dass in den meisten Do-
nor-Akzeptor-Systemen iiber kurze Distanzen der Ladungstransfer iiber einen Superaus-
tausch-Mechanismus erfolgt."'®® Bei groBerer Entfernung zwischen Donor und Akzeptor kann
dann ein Hopping-Prozess beobachtet werden, dessen einzelne Schritte aus Tunnelprozessen
bestehen. Wihrend man anfangs von einem weitgehend statischen System ausgegangen ist,
wird nun die Dynamik der Basenstapelung der DNA in die Modelle mit einbezogen. Neuere
Studien'”” zeigen, dass ein effizienter Ladungstransfer iiber eine lingere Distanz nur auf einer
Zeitskala moglich ist, in der sich auch die Bewegung der Nukleobasen im Basenstapel voll-
zieht (10-100 ps). Es wird angenommen, dass beide Vorgédnge miteinander gekoppelt sind
bzw. dass sich der Ladungstransferschritt bis zur ndchsten Potentialsenke nur vollziehen kann,
wenn sich gerade eine effektive Uberlappung der Orbitale der dazwischenliegenden Nukleo-
basen ausbildet. Dieser Vorgang wird als ,,base gating“ bezeichnet. Dieses revidierte mecha-
nistische Modell gilt gleichermafen fiir den reduktiven wie den oxidativen Ladungstransfer in

DNA.

2.1.2.5 Bisherige Studien zum oxidativen Lochtransfer

Bei Untersuchungen des oxidativen Ladungstransfers wird oft Guanin als Ladungsakzeptor
verwendet. Aufgrund seiner leichten Oxidierbarkeit, die in G-Dubletts und Tripletts sogar

noch ausgepragter ist,!'® 1%

eignet sich diese Base als biochemischer Marker. Biochemische
Experimente arbeiten mit indirekten Nachweismethoden fiir den Ladungstransfer in DNA. Da
als Vorldufer zahlreicher oxidativer DNA-Schiden das G-Radikalkation ermittelt wurde, ba-

sieren diese Methoden auf dem Nachweis seiner Folgeprodukte.
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Durch die photochemische oder photophysikalische Oxidation der DNA durch einen geeig-
neten Ladungsdonor wird dG oxidiert. Das entstehende Radikal kann dann mit H,O und O,

reagieren und fiihrt zu oxidierten Produkten von dG (G®), von denen einige identifziert

[79, 80

werden konnten. ! Derartig behandelte DNA-Stringe lassen sich an der Position der

modifizierten Base G** durch die Behandlung mit Base bei erhohter Temperatur spalten. Die
erhaltenen Fragmente konnen anschlieBend iiber Gelelektrophorese getrennt und {iber

Markierung mit radioaktivem **P sichtbar gemacht werden.!'”"!

H O H 7
Ho N H DNA, Nf‘\N/H
N 0=
DNA,_ j(H | T dc ** o %N | N)\NH
O 2

o
H,0 0, OH
OH Fapy-dG DNA  8-ox0-dG
DNA
dGOX o \
DNA
o S>—NH
DNA jio N2 / \10 H I ’
-, H N N
(6] \N \N NH2 o
o
dOz QLL dIz
Oﬁz DNA
DNA

Abbildung 2-13: Schematische Darstellung identifizierter Oxidationsprodukte des Guanins (dG®™).

Fapy-dG = Formamidopyrimidin, 8-0x0-dG = 8-Oxo0-Guanin, dOz = Oxazolon, dIz = Imidazolon

Biochemische Studien

Die gebrduchlichsten Photooxidantien fiir DNA sind Metallkomplexe von Rh(III)[m] und
Rh(IN™” und organische Interkalatoren wie Derivate des Ethidiums!'®"! und des Anthrachi-

[173] 174] und an 4’-Position mit

nons, sowie mit Cyanobenzochinonen modifizierte Uridine!
einer photoreaktiven Gruppe versehene Desoxyriboside."*”! Diese Systeme unterscheiden sich
grundlegend in ihren strukturellen Eigenschaften, ihren Redoxpotentialen und dem Absorpti-
onsspektrum. Dennoch hat sich in allen Experimenten gezeigt, dass die positive Ladung mit
hoher Effizienz bis zu 200 A transportiert werden kann. Dabei hingt die Ladungstransfereffi-
zienz stark vom Abstand der GC-Paare und der dazwischen liegenden Basensequenz ab. So

[82, 175, 176

kann dA als intermedidrer Ladungstrdger dienen. ! Dieses A-Hopping kann stattfin-

den, wenn mindestens vier AT-Basenpaare in der Sequenz zwischen zwei Guaninen liegen.
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Im Gegensatz zum G-Hopping ist der Ladungstransfer {iber dA schneller, effizienter und
weniger distanzabhéngig, obwohl es sich bei der Oxidation des Adenin durch das

Guaninradikalkation um einen endothermen Prozess handelt.

T—A—C—A—T_ D T—G - T—T—T— . w00
oA “/XZS_(;_(;_M
§ ; ; lAbfangen
\ Yoy
GOX GOX GOX

Loch-

injektion
w0/ o ~0— o,
f Strang- e hv
* bruch
O

Abbildung 2-14: Ubersicht iiber verwendeten Ladungsdonorsysteme in Studien zum oxidativen Lochtransfer.
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Spektroskopische Untersuchungen

Eine Kurzzusammenfassung von spektroskopischen Studien zum oxidativen Ladungtransport

findet sich in Tabelle 2-1.

Tabelle 2-1: Ubersicht iiber wichtige Experimente zum oxidativen Ladungstransfer in DNA

Ladunsdonor /

Akzeptor B s ker[s']  Arbeitsgruppe Jahr
E/MV - 10° Fromherz*""] 1986
E/MV, Ac/ DAP 1.0 10% Harrimant'® 1992
Ru(I) / Rh(III) Komplexe 0.2 10° Barton!®® 1993
Ru(Il) / Rh(Ill) Komplexe ~ 1.0-1.5  10° Meadel™ 1995
St/ G 0.64 10%-10"*  LewisWasielewskii™**] 1997
E / Rh(III) Komplex - 10" Bartonl*® 1997
Ac/G 1.4 10°-10"  Tanaka!*®! 1998
E/Z - 10" Barton/Zewail ™ 1999
Ap/G 0.1-1.0  10°-10'°  Barton/Zewaill*®? 1999
Ap/G 0.75 10%-107  Shafirovich™®! 2000
Ap/G 0.6 10°-10""  Barton/Zewaill™ 2000
Ac/G,Ac/Z 0.8-2.0 10’-10'  Michel-Beyerle™® 2001
Py / Ptz 0.2-03 10 Majima/Kawail*®! 2001
Ru(Il)Komplex / In - >10’ Bartonl*® 2002
St/ Sto 0.4 108 Lewis/Wasielewski™™ 2004
Et/G 0.4 10'°-10""  Fiebig/Wagenknecht™®! 2005

Abkiirzungen: A = Adenin, Ac = Acridin, Ap = 2-Aminopurin, DAP = N,N’-Dimethyl-2,7-diazapyren, E =
Ethidium, G = Guanin, In = 4-Methylindol, MV = Methylviologen, N = Naphthalin, St = Stilbendicarboxamid,
Z = 7-Deazaguanin, Py = Pyren, Ptz = Phenothiazin, STo = Stilbenether .
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2.1.2.6 Der reduktive Elektronentransfer in DNA

Die chemischen Folgen des oxidativen Ladungstransports sind intensiv erforscht, und es exi-
stiert eine Reihe von Nachweisverfahren dafiir. Fiir den reduktiven Transfer sind keine
Folgerektionen in der DNA unter natiirlichen Bedingungen bekannt. Deswegen stand zu Be-
ginn der Erforschung des Ladungstransfers in DNA der oxidative Prozess im Vordergrund.
Der reduktive Elektronentransfer wird gegenwartig in der DNA-Chiptechnologie und Nano-
technologie angewendet."*"*% Dabei wird die Empfindlichkeit des Ladungstransfers gegen-

iber Storungen der Integritit des Basenstapels ausgenutzt.

Intakter
Duplex

Redoxaktive X/}
Sonde > ‘:Z‘Y‘) X 17

X
X
1
X
X Hybridisierung
Immobilisiertes X
Oligonukleotid X
X

X
&
X

Linker —»
Elektrode —
Chip-Oberfiiche

Basenfehlpaarung / _:_- :
oder 1
DNA-Schaden

Abbildung 2-15: Prinzip eines DNA-Chips mit

elektrochemischem Auslesen. Der Elektronentransfer

findet nur statt, wenn ein vollstindiger und intakter

‘T Duplex gebildet werden kann.

Basenfehlpaarungen oder Basenschidden konnen den Ladungstransfer unterbinden. Dement-
sprechend eignet sich der reduktive Elektronentransfer durch DNA fiir Chips, die elektroche-

[73. 1891931 Dyje Grundidee besteht darin, dass eine interes-

misch ausgelesen werden konnen.
sante DNA-Sequenz, z. B. ein Teil eines mutationsanfilligen Gens, mit einer redoxaktiven
Sonde versehen und als Einzelstrang auf einer Trigerelektrode bzw. einem Chip immobilisiert
wird. Gibt man nun komplementdren Gegenstrang aus einer zu untersuchenden Probe hinzu,
so kann Elektronentransfer erfolgen, findet sich keine Komplementér-Sequenz, so findet kein
Elektronentransfer statt. Da diese Methode extrem empfindlich auf DNA-Schédden und Fehl-
paarungen reagiert, eignet sie sich hervorragend fiir die Detektion von Punktmutationen (SNP
= singe nucleotide polymorphism) und Abweichungen in der genetischen Sequenz. Es
herrscht groer Bedarf an derartigen Analyseverfahren, z. B. in der Onkologie, der Genetik

oder der Virologie, sowie zunehmend in der Pharmakogenetik.



2 Hintergrund 28

y-Puls-Radiolyse Studien

Die ersten Erkenntnisse iiber den reduktiven Elekronentransport in DNA stammten aus y-Ra-
diolysestudien von M.D. Sevilla et al. und R. F. Anderson et al.** *- " Dazu wurde native
DNA mit verschiedenen Elektronenakzeptorsystemen versehen. Der Ladungstransfer wird
durch y-Bestrahlung initiiert, die Elektronen aus dem wéssrigen Losungsmittel freisetzt. Als
Elektronenakzeptoren dienten Interkalatoren wie Acridine, Chinoline!'”"!, Ethidium®* und
andere polykondensierte Aromaten. Durch ESR-Spektroskopie lassen sich sowohl die Ab-
nahme der Signalintensitit des primér entstehenden Nukleobasen-Radikalanions als auch die

Zunahme des Signals des durch Ladungstransfer entstehenden Interkalatorradikals verfolgen.

zuféllig verteilte Elektronenfallen

O = Elektronenakzeptor, z. B.:

H N
OH 0O N "oy Ho o\, ~CHs

|
|
NN, CHs § CHa
R—— | o
/ P
OH O N OH > N N N/
H/ \/\l?l/\/
N

Abbildung 2-16: Typischer Aufbau eines y-Puls-Radiolyse-Experiments.

Tieftemperaturmessungen DNA-haltiger Gldser belegen einen TunnelprozeB, wie er durch
einen Superaustauschmechanismus beschrieben wird, mit einem -Wert von 0.8-1.2 A", Die-
ser deckt sich mit theoretischen Berechnungen und liegt im Bereich der Leitfahigkeit von
Proteinen. Bei hoheren Temperaturen bzw. in Losung decken sich die gemessenen Transfer-
raten und Reichweiten mit einem Hopping-Mechanismus bzw. mit den nach der Dichtefunk-
tionaltheorie berechneten Elektronenaffinititen der Interkalatoren. Als intermedidre Ladungs-
trager beim Hopping konnen sowohl dC* als auch dT* auftreten, da das Reduktionspotential

von dC und dT sehr dhnlich ist (1.6 V bzgl. NWE, dT: 1.7 V).!'*"!
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Chemisches Abfangen von Uberschusselektronen

Von Carell et al. wurde ein photochemisches DNA-Experiment vorgestellt, das die durch
Licht induzierte Spaltung von Thymindimeren durch Flavin-Derivate aus der Distanz er-
laubt.!"> "*°! Dafiir wurde ein Flavin kovalent als artifizielle Nukleobase in das Oligonukleo-
tid eingebracht. Die Spaltung des Dimers wurde als chemische Folge des reduktiven Elektro-
nentransfers durch den DNA-Basenstapel gedeutet, basierend auf den bekannten Redoxpoten-
tialen des Flavins. Aufgrund des verwendeten Elektronenakzeptors konnte keine charakteristi-
sche Abhingigkeit dieser Spaltungsreaktion von der Basensequenz beobachtet werden, da die

Spaltung des Thymidindimers den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellte (10° s™).
H O H

3 I -H 3 /€\)\ 5‘55
OLE OO

FI Fl
-% N 1A
A XFImX X=X T T e s B
e A
A X=T=X—X=X—A—A— X L X—X—X—A—A—X-r
lET lET
° N o- Ne -

A X XXX =T T FXX==T e
A Flog b
AR =T=X—X—X—A—A—Xn L X—X—X—A—A—Xnn
Strangbruch Strangbruch

Ny

Abbildung 2-17: Spaltung eines Thymidin-Dimers (T”T) durch Reduktion mit einem photoangeregten Flavin
(FI) aus der Distanz. Die Spaltung der DNA-Lision ist die chemische Folge eines reduktiven
Elektronentransfers (ET).

Die Arbeitsgruppe Rokita™"2°? entwickelte ein System mit einem Naphthalendiamid-Derivat
als Elektronendonor und 5-Brom-2'-desoxyuridin (BrdU) als chemischem Elektronenakzep-
tor. Dazu wurde das Naphthalendiamid-Derivat kovalent in Oligonukleotide eingebunden. Bei

Bestrahlung reduzierte es BrdU, das darauthin ein Bromidion abspaltete und zu einem basen-
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labilen Schaden in der DNA fiihrte. Diese Lision konnte als Strangbruch nachgewiesen wer-
den. Die Abspaltung des Bromidions verlduft deutlich schneller als der Elektronentransfer
(10" s™). Dementsprechend zeigte sich in diesen Studien eine signifikante Abstands- und
Sequenzabhéngigkeit fiir den Elektronentransport. So verminderten GC-Paare die Effizienz
des Ladungstransfers deutlich. Als Grund dafiir wurde die Protonierung des

Cytidinradikalanions angenommen.

Br
|
XN X=X = X-dU- X
N b
URL At S B
HaCup-CHa AAnX =T = X=X = X—A—Xv
; ET
O._OH OO l El”
j/\/\ NI X=X = XA U o
o Celhon, T T T
X =T XXX A=K
Nd l
Strangbruch

Abbildung 2-18: Strangbruchexperiment von Rokita et al. Die Abspaltung des Bromidions aus
BrdU ist die unmittelbare chemische Folge eines Elektronentansfers (Nd = Naphthalendiamid).

Auch in unserer Arbeitsgruppe wurden Studien mit BrdU als kinetischem Elektronenakzeptor
durchgefiihrt. Wurde 5-(10-Methylphenothiazin-3-yl)-2'-desoxyuridin (PtzdU) als Elektronen-
donor verwendet, so konnte auch hier gezeigt werden, dass der Elektronentransport iiber AT-

Paare deutlich effizienter verlduft als iiber GC-Paare.['*

PtZ'dU'j"'A Ptz=dU----- ? PtZ'dU-j-"/l\ Ptz=dU-----A
)7 Keinpcer  ToA ¢ pceT ¢ s
TUTRNA ~—————— *T(H)A(H)” TUCRG T =—— T SC(H)-G(-H)
1) T Efizienter R [) T Weniger 7
T) '?\ ET T----- ? G ? effizienter (|: ----- G
BredUs—A BredU——A Bredu~—A  ET BredU-——A
Effizienter Strangbruch Ineffizienter Strangbruch

Ptz-dU

Abbildung 2-19: Strangbruchexperiment mit PtzdU als Elektronendonor. Durch die unterschiedliche Basizitit der
Radikalanionen dT™ und dC™ findet in AT-Basenpaaren im Gegensatz zu GC-Paaren kein Protonen-gekoppelter

Elektronentransfer (PCET) statt.
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In vor kurzem verdffentlichten Studien mit 8-Brom-2’-desoxyguanosin (BrdG), 8-Brom-2’-
desoxyadenosin (BrdA) und BrdU als Elektronenakzeptoren und Flavin-modifizierten DNA-
Haarnadeln konnten Carell et al. zeigen, dass sich BrdG und BrdA ebenfalls als kinetische
Elektronenakzeptoren eignen, wobei BrdU die hochste Reaktionsgeschwindigkeit zeigte.[zol]
Sie konnten nachweisen, dass die Elektronentransfereffizienz um 50 % pro GC-Paar nachlieB3.
Zusétzlich wurde eine Abhédngigkeit der Elektronentransfereffizienz von der Position des GC-
Paars in der zwischen Donor und Akzeptor liegenden Sequenz festgestellt, was darauf hin-

weist, dass hier das Redoxpotential durch aromatische Wechselwirkungen im Basenstapel

beeinflusst wird.

Giese und Carell et al. konnten zeigen, dass ein einzelnes in den Basenstapel injiziertes Elek-
tron in der Lage ist, mehr als ein Thymdin-Dimer im selben Duplex zu spalten (,,catalytic
electron®).?® Dafiir verwendeten sie einen Elektronendonor, der iiber eine Norrish-

Photoreaktion eines tertidiren Butylketons an einem Thymidinderivat zu einer Elektronen-

iibertragung auf den Thymidinrest fiihrte.

| ) | /’\L ! | /’l
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X T TTo T=T—fo =X i aex T T=1 =TT Toxewe
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Strang-
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AXTTXT=T T=T—Te-T=Xv yryech MYXTTXET=T T-T—T T—Xwwe
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Abbildung 2-20: Schematische Darstellung des Experiments von Giese und Carell et al. Ein sog.

katalytisches Elektron® ist in der Lage, mehr als ein Thymidindimer zu spalten (Tx = Elektronendonor).

Spektroskopische Studien

Zewail et al. veroffentlichte eine Studie, die mit Femtosekundenspektroskopie 2-Aminopurin-

modifizierte DNA-Duplexe untersuchte.'"®! Darin zeigte sich, dass 2-Aminopurin bei
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photochemischer Anregung je nach entsprechender Umgebung als Elektronendonor oder Ak-

zeptor dienen kann: dG wird oxidiert, dT und dC werden reduziert.

Lewis et al. untersuchte den photoinduzierten Elektronentransfer in DNA-Haarnadeln, die
synthetisch durch ein Stilbendiether-Derivat {iberbriickt waren, das als Elektronendonor
diente."*" Ist dT der Elektronenakzeptor, so sind die Elektroneninjektionsraten deutlich
groBer (> 2:10" s als im Fall von dC (3.3-10"" s™). Das liefert einen Hinweis auf das
niedrigere Reduktionspotential von dT in B-DNA im Vergleich zu dC. Interessanterweise
unterscheidet sich die Injektionsrate ein wenig, abhingig ob dC ein dG als Gegenbase enthélt
oder ein Inosin. Da das GC-Paar eine stirkere Wasserstoffbriickenbindung verglichen zum
IC-Paar aufweist, wird die Rate der Elektroneninjektion in das GC-Paar kleiner als in das IC-
Paar (1.4:10" s). Das zeigt, dass dC ein unterschiedliches Reduktionspotential in

Abhingigkeit von der Basenpaarung besitzen kann.
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Abbildung 2-21: Elektronentransfer in DNA-Haarnadeln mit Stilbendiethylethern als Ladungsdonoren (Sd).

Vor Kurzem veréffentlichte die Arbeitsgruppe Netzel Ladungstransferstudien mit 5-(2-pyren-
1-yl-ethylenyl)-2’-desoxyuridin (PedU) als Elektronendonor und BrdU als thermodynami-
schem Elektronenakzeptor.”* Zu diesem Zweck synthetisierten sie DNA-Haarnadeln, die in
threm Stamm Donor und Akzeptor enthielten. Die Untersuchung des Ladungstransfers durch
Fluoreszenzmessungen zeigte, dass Uberschusselektronen sowohl extern iiber den Pyrenrest
in Pyrimidinbasen im Stamm injiziert werden konnen als auch iiber die Ausbildung eines la-

dungsgetrennten Zustands des PedU.
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Abbildung 2-22: Ladungstransferstudien von Netzel et al. mit PedU. Die kovalente Ankniipfung des
Pyrens iiber einen Ethylenlinker fiihrt zu einer konformationellen Flexibilitdt, die dazu fiihrt, dass
Uberschusselektronen sowohl extern iiber den Pyrenrest injiziert werden konnen als auch iiber die

Ausbildung eines ladungsgetrennten Zustands des PedU.

Die Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konzentrierten sich anfanglich auf 5-(1-Pyrenyl)-2’-des-
oxyuridin (PydU) und 5-(1-Pyrenyl)-2’-desoxycytidin (PydC)1* 202 30321 415 Modellnukleo-
side fiir den Elektronentransfer in DNA. Die Anregung der Pyrengruppe mit Licht fiihrt zu
einem intramolekularen Elektronentransfer vom Pyren auf die Pyrimidinbase. Dabei entstehen

das Pyren-Radikalkation und das Pyrimidin-Radikalanion.

y — Py X HY
(Py—dX)* + H e \ ‘ Deprotonierung
% PCET

Fluoreszenz

des
Anregung angeregten

Zustands Fluoreszenz des
ladungsgetrennten 0O w0
Zustands
q Py=dU Py=dC
Ladungs- _ B
rekombination X=U) (X=0C)

Py—dX + HY o

Abbildung 2-23: Intramolekularer Elektronentransfer in PydU und PydC. Photoangeregtes PydX kann durch
Fluoreszenz wieder in den Grundzustand zuriickkehren, findet aber eine Folgereaktion statt, so wird die
Fluoreszenz geloscht. Aufgrund der unterschiedlichen Basizitit der Radikalanionen kommt nur dT" als

intermedidrer Ladungstriger in einem Hopping-Mechanismus in Betracht, dC” wird protoniert (PCET =

Protonen-gekoppelter ET).
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Die Ergebnisse zeigten, dass die unterschiedliche Basizitéit der erzeugten Radikalanionen ei-
nen wichtigen Faktor in Bezug auf die Ladungstransfereigenschaften darstellt. Der pK,-Wert
des protonierten Py"-dU(H)-Biradikals wurde durch Fluoreszenztitration zu 5.5 bestimmt.
Weder Wasser noch die komplementére Nukleobase A konnen dieses Radikalanion protonie-
ren. Im Gegensatz dazu konnte das unprotonierte Radikalanion Py "-dC™ in wissriger Losung
iiberhaupt nicht nachgewiesen werden. Da die Verhéltnisse in Wasser dhnlich sind wie inner-
halb der DNA, kann von einer sofortigen Protonierung des C-Radikalanions im Duplex aus-
gegangen werden. Ein derartiger Protonierungsprozess beschriankt oder unterbindet die Elek-
tronenwanderung durch den Basenstapel. Aus diesem Grund kommt dC™ im Gegensatz zu
dT" nicht als intermedidrer Ladungstriger fiir einen reduktiven Hopping-Prozess in Betracht.
Durch die systematische Untersuchung des Einflusses der Basenumgebung des PydUs auf die
Fluoreszenzeigenschaften konnte gezeigt werden, dass tatsdchlich ein Elektron aus dem ge-
bildeten Radikalanion des photoangeregten PydU in den Basenstapel abgegeben werden kann.
Das fiihrt zu einer Loschung der Fluoreszenz des photoangeregten Pyrens, die besonders stark
auftritt, wenn dem PydU ein dT oder dC benachbart ist. Das Auftreten eines ladungsgetrenn-
ten Zustands und der Elektronentransfer auf die ndchste Base wurden durch zeitaufgeldste

Femtosekunden-Pump-Probe-Laser-Spektroskopie bestatigt.
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Abbildung 2-24: Zusammenfassung der Prozesse bei reduktiven Elektronentransfer. Die durch den Elektronen-
donor Do injizierte Ladung kann vom Elektronenakzeptor Ac abgefangen werden. Der Ladungstransfer verlauft
liber einen Hopping-Mechanismus und l&sst sich spektroskopisch oder chemisch verfolgen. Als intermediére La-
dungstriger dienen dT™ und dC™, die sich in ihrer Basizitét unterscheiden. Mit dC™ findet ein Protonen-gekoppel-

ter Elektronentransfer (PCET) statt, der weniger effizient verlduft als der Elektronentransfer iiber dT.
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2.1.2.7 Verwendete Systeme

Auf dem Gebiet des reduktiven Elektronentransfers in DNA existiert noch grofler For-
schungsbedarf. Als geeignete Fluoreszenzsonden zur Untersuchung des reduktiven Ladungs-
transfers haben sich in unserer Arbeitsgruppe Pyren-modifizierte Nukleoside bewéhrt. Die
Synthese aller vier modifizierten DNA-Basen ist mittlerweile veroffentlicht.””! Pyren eignet
sich als photoreaktive Gruppe durch seine hohe Fluoreszenzquantenausbeute und die Mog-
lichkeit der selektiven Anregung (bei ca. 340-360 nm) ausserhalb der Absorptionsbanden der
Nukleobasen.

Photoangeregtes Pyren kann sowohl ein Elektron einer Purinbase (z. B. EX(G/G) =
1.3 V! aufnehmen (E’(Py/Py™) = -2.1 V)?*" als auch ein Elektron an eine Pyrimidinbase
(ENT/T™) = -1.4 V) abgeben (E°(Py/Py) = 1.28 V).?* Die Anregung kann durch
Fluoreszenz relaxieren oder zum Ladungstransfer fithren. Je nach Umgebung des modifizier-
ten Nukleotids kann nun ein Ladungstransfer auf eine Nachbarbase stattfinden. Makrosko-
pisch wird dieser Prozess als Loschung der Fluoreszenz sichtbar. Zur Untersuchung von La-

dungstransferprozessen eignen sich am besten PydU fiir den reduktiven Elektronentransfer

und PydG fiir den Lochtransfer.
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Abbildung 2-25: Schematische Darstellung aller vier PydX-Nukleoside und ihrer Anregung. Bei PydU und
PydC wird das Radikalanion des Pyrimidins erzeugt, das potentiell einen Elektronentransfer in die DNA bewirkt.
Bei PydG und PydA wird das Radikalkation des Purins generiert, das zu einem Lochtransfer in DNA fithren

kann.

Mithilfe der Rehm-Weller-Gleichung®®® 2°7 l4sst sich anhand der Redoxpotentiale abscht-

zen, in welche Richtung der Ladungstransfer verlauft. Dabei gilt:
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AG =¢[E, (D)-E,,(A)]-E, +C (Gleichung 2.11)
mit: AG : freie Enthalpie
e : Elementarladung

E.(D) : Oxidationspotential des Elektronendonors D
E.a (A) : Reduktionspotential des Elektronenakzeptors A
Ego : Energie des HOMO-LUMO-Ubergangs des Donors

C : Coulombenergie, hier: ndherungsweise = 0

Die Bestimmung der Redoxpotentiale der modifizierten Nukleotide bzw. der natiirlichen
Nukleotide in DNA ist experimentell schwierig, da sie durch die starke Wechselwirkung aller
Nukleobasen untereinander von der bestehenden DNA-Sequenz abhdngen. Somit liefern iso-
liert betrachtete Redoxpotentiale der Nukleotide nur einen Anhaltspunkt fiir die erfolgenden

Redoxvorginge, der tatsédchliche Ablauf zeigt sich aber erst im Experiment.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben den Pyren-modifizierten Nukleosiden auch Pheno-
thiazin-modifiziertes Desoxyuridin (PtzdU)!"”! und das Nukleosidanalogon des Ethidiums

(E)2* 22 yerwendet.

HoN

Q@Yi ‘
= KO

PtzdU E
Abbildung 2-26: Die modifizierten DNA-Bausteine PtzdU und das Ethidiumnukleosid. Mit PtzdU lasst sich der

reduktive, mit E der oxidative Ladungstransfer in DNA induzieren.

Phenothiazin besitzt im angeregten Zustand ein Reduktionspotential von E°(Ptz™/Ptz*) =~
2.0 V.2% 291 gomit ist es in der Lage, Uridin zu reduzieren. Phenothiazin wurde als
Alternative zu Pyren als Chromophor getestet, da sich Letzteres als schwécherer
Elektronendonor als aufgrund der Redoxpotentiale erwartet herausstellte.”> 2* Bislang wurde
[210-214]

es als Ladungsakzeptor in Versuchen zum oxidativen Lochtransfer in DNA verwendet.

Als PtzdU dient es nun der Initiation des reduktiven Elekronentransfers.
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Das Ethidiumnukleosidanalogon kann als Lochdonor (E%(E*"/E") =~ 1.2 V)"l in DNA die-
nen. Dabei ist photoangeregtes Ethidium nicht in der Lage, dG zu oxidieren. Erst wenn ein
Lochakzeptor mit einem niedrigeren Oxidationspotential bereitgestellt wird wie z. B. 7-De-
azaguanin (E° = 1.0 V)2 kann ein Ladungstransfer stattfinden. Mit Ethidium l4sst sich je-
doch auch ein Elektronentransfer induzieren, wenn ein entsprechend reduzierender Elektro-
nenakzeptor angeboten wird. Ahnlich wie Pyren besitzt Ethidium eine hohe Grundfluores-
zenz, die bei ca. 520-540 nm angeregt werden kann. Der Ladungstransfer ldsst sich wiederum
anhand der ausbleibenden Fluoreszenz beobachten. Durch die abweichende Struktur und die
anderen elektronischen Verhiltnisse bietet sich ein Vergleich des Fluoreszenzverhaltens in
Anwesenheit von Quenchern zwischen Pyren-modifizierten Oligonukleotiden und Ethidium-
haltiger DNA an. Somit erhélt man ein umfassendes Bild von den Ladungstransferprozessen

bei unterschiedlichen Bedingungen.

2.1.3 Ladungstransfer zwischen Oligonukleotiden und Peptiden

2.1.3.1 Biologische Relevanz

Der Schutz und die Ubersetzung der Erbinformation in der Zelle sind von fundamentaler Be-
deutung in der Biologie. Eine entscheidende Rolle bei der Erkennung, Behebung und Praven-
tion von DNA-Schiden, sowie bei der Steuerung der Transkription spielen dabei DNA-bin-
dende Proteine. An vielen dieser Protein-DNA-Interaktionen sind vermutlich auch Ladungs-

transferprozesse zwischen den Proteinen und der DNA beteiligt.

Bislang ist es eine offene Frage der Zellbiologie, wie Proteine das Genom {iberpriifen und
nach schadhaften Stellen absuchen. Mittlerweile existieren zahlreiche Modellvorstellungen
dartiber. Einige gehen davon aus, dass Ladungstransferprozesse in der DNA und zwischen
den Proteinen und den Nukleinsduren bei der Funktionsweise der Reparaturproteine eine zen-
trale Rolle spielen.”!! Ein hypothetisches mechanistisches Modell besteht darin, dass die
Uberpriifung des Genoms mithilfe zweier kooperierender redoxaktiver Proteine funktioniert,
die entlang der DNA-Helix wandern. Findet zwischen ihnen ein Ladungstransfer durch den
Basenstapel statt, so handelt es sich um einen intakten DNA-Abschnitt. Durch die erfolgrei-

che Oxidation bzw. Reduktion der entsprechenden Komponente, kommt es zu einer Konfor-
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mationsidnderung, die die Dissoziation des Protein-DNA-Komplexes verursacht. Nach der
Freisetzung des Proteins aus dem urspriinglichen Komplex und der Riickreaktion zur aktiven
Form kann das Protein an einer anderen Stelle der DNA erneut binden und gegebenenfalls an
einer weiteren Redoxreaktion teilnehmen. In intakter DNA ist ein Ladungstransfer iiber lén-
gere Distanzen moglich. Storungen in der DNA-Struktur behindern den Ladungstransfer, was
dazu fiihrt, dass das Protein bei seiner Wanderung entlang des Duplexes nicht mehr abdisozi-
ieren kann, sobald die Redoxreaktion mit seinem Partnerprotein unterbleibt. So markiert es
die Umgebung der schadhaften DNA-Stelle. Dieser Protein-DNA-Komplex kann von anderen
Proteinen erkannt werden und 16st den Reparaturmechnismus der Zelle aus. Ein Zyklus aus
Bindung-Redoxreaktion-Ladungstransfer-Dissoziation-Riickreaktion stellt somit eine sehr
effektive Art der Genomiiberpriifung dar.
. e

DNA-Abschnitt R 4 # # 4 4 : +
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Abbildung 2-27: Hypothetischer Mechanismus der Uberpriifung von DNA auf Unversehrtheit mittels

redoxaktiver Proteine.

Es gibt zahlreiche Beispiele fiir DNA-Reparaturenzyme, die redoxaktive Cofaktoren besitzen.
Ein sehr bekanntes Beispiel dafiir ist die Photolyase.*'®! Sie bewirkt die Reparatur von Thy-

min-Dimeren, indem sie den reduzierten Cofaktor FADH™ als Elektronenquelle nutzt.!*!”

Weitere Beispiele sind die Enzyme Endonuklease III (Endo IIT) und MutY, die fehlerhafte
Basen aus der DNA-Sequenz ausschneiden. Beide Proteine enthalten [4Fe-4S]* -Cluster, die
sich in der Nihe der vermuteten DNA-Enzym-Bindungsstelle befinden.*'®**" Eisen-Schwe-
fel-Cluster sind weit verbreitet und dienen hiufig als Elektronenquelle bei biologischen Re-
doxprozessen.?!! Mittlerweile gelang es, durch Lochtransfer in der DNA das DNA-gebun-
dene MutY zu oxidieren. Dabei ermoglicht die Bildung des Guaninradikalkations die Oxida-

tion des Proteins. Liegt das Protein in Losung vor, 148t sich der [4Fe-4S]*"-Cluster nicht oxi-
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dieren. Erst durch die Bindung an DNA wird dies mdglich.**? Dass es bei diesem Redoxpro-
zess zu einer Anderung der Konformation kommt, ist nicht unwahrscheinlich. Man weil von
MutY, dass es auch ohne den [4Fe-4S]*"-Cluster aus der denaturierten Form in eine der na-

[223] Gerade die Tatsache,

tiirlichen Form sehr dhnliche stabile Konformation riickfalten kann.
dass die Rolle dieses redoxaktiven Bestandteils der Enzyme beziiglich der Struktur nicht ganz
geklart ist, macht sie so interessant in Hinblick auf den Ladungstransfer zwischen Proteinen
und DNA.

Neben der Reparatur von DNA wird auch die Regulation der Transkription von proteinver-
mittelten Redoxprozessen gesteuert. Oft hiangt die Transkription von den Redoxzustéinden der
beteiligten Proteine (SoxR, FNR)?**?2% ab. Redoxsensitive Bindung wird auch bei anderen
Transkriptionsfaktoren beobachtet (Jun/Fos, CREB/ATF, p53, NF-Y und Nf-kB), die haufig
mit einen Thiol-Disulfid-Austausch gekoppelt wird.*?” Zudem ist bekannt, dass die

Transkription durch redoxaktive DNA-Reparatur-Enzyme wie die apurinische Endonukleose

(AP-Endo)** verlangsamt wird.

2.1.3.2 Bisherige Studien zum Ladungstransfer zwischen Peptiden und DNA

Bislang erfolgte noch keine umfangreiche systematische Erforschung von Ladungstransfer-

prozessen zwischen Peptiden und DNA. Die meisten dieser Studien, die als Vorarbeiten zu

diesem Thema gelten kdnnen, arbeiten entweder mit grofen Protein-DNA-Komplexen, bei

denen der Ladungstransfer als mechanistisches Detail eruiert und die beteiligten Aminosduren

identifiziert werden konnten oder beschéftigen sich hauptsidchlich mit der Entwicklung neuer

Donor-Akzeptorsysteme fiir den Ladungstransfer in DNA.

Verschiedene Fragen sind noch ungeklart:

=  Wie effizient sind Ladungstransferreaktionen an der Schnittstelle von Peptiden und Oligo-
nukleotiden?

= Welche strukturellen Parameter (z. B. Wasserstoffbriickenbindungen, Interkalation
aromatischer Aminosdureseitenketten) bestimmen die Transfereffizienz?

= Welche Aminoséuren beteiligen sich am Ladungsaustausch?

=  Wie weit kann die Ladung aus dem DNA-Stapel in das Peptid wandern?

= (@Gibt es chemische Folgen des Ladungstransfers an der Kontaktstelle der beiden

Komponenten (z. B. crosslinks)?
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Man weil, dass DNA-bindende Proteine den Ladungstransfer durch den Basenstapel sowohl
positiv wie negativ beeinflussen kénnen (vgl. Kapitel 2.1.2.1).%! Diese sehr globale Aussage
lasst es zumindest zu, aus der Diversitit der beobachteten Protein-DNA-Komplexe abzuleiten,
dass eine Reihe von Faktoren auf den Ladungstransfer zwischen DNA und Peptiden Einfluss
nimmt.

Proteine selbst sind aufgrund ihrer Komplexitéit und ihrer eingeschrankten Verfiigbarkeit und
Stabilitdt keine geeigneten Substrate fiir eine systematische Untersuchung. Zudem ist die
chemische Modifikation mit Ladungsakzeptorgruppen eine synthetische Herausforderung.
Aus diesem Grund bietet sich die Verwendung kleiner modifizierter Peptidsysteme an, die
synthetisch einfach zuginglich und relativ wenigen intramolekularen Einfliissen unterworfen

sind.

In Vorarbeiten der Gruppe Barton et al.??*' wurden u. a. die kurzen DNA-bindenden

232]

Tripeptide Lys-Trp-Lys und Lys-Tyr-Lys>? als Lochakzeptoren verwendet. Diese Peptide

lagern ihre aromatische Seitenkette bevorzugt in AT-reiche Sequenzen ein.**2*! Es

gelang,
tiber einen kovalent an ein Oligonukleotid angekniipften Lochdonor radikalische Ladung von
der DNA auf die aromatische Seitenkette der Peptide zu iibertragen. Dazu wurde der interka-

lierende Ru(II)-Komplex in situ mittels der Flash-Quench-Technik!®"!

zum Ru(III)-Komplex
oxidiert, der seinerseits Lochtransfer in der DNA induzierte. Sowohl die Bildung von Guanin-
radikalkationen als auch von Tryptophan- und Tyrosinradikalkationen konnte durch Emissi-
ons- und Transientenabsorptionsspektroskopie nachgewiesen werden. Oxidationsfolgepro-

dukte der beteiligen Radikalkationen wurden mittels Gelelektrophorese und HPLC analysiert.

0oX
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YWEATT—A-TM | ochtransfer o N
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Abbildung 2-28: Schematische Darstellung der Versuche von Barton et al. zum oxidativen Lochtransfer in
DNA von einem Ru(Ill)-Komplex zu interkalierendem Tryptophan oder Tyrosin. Ru(Ill) injiziert ein

Elektronenloch im DNA-Basenstapel.

Der Vorteil der Flash-Quench-Technik liegt darin, dass keine chemische Modifikation an
dem verwendeten Peptid durchgefiihrt werden muss. So konnen auch Proteine fiir die Unter-

suchungen verwendet werden. Diese Methode wurde in dieser Gruppe auch angewendet, um
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gezielt Verkniipfungen zwischen DNA und Peptiden (sog. crosslinks) zu erzeugen.**) Dabei
reagieren durch den Ladungstransfer generierte Intermediate der Nukleobasen mit Aminosiu-

reseitenketten.

2.1.3.3 Geplante Experimente

Fiir die Untersuchung des Ladungstransfers zwischen Oligonukleotiden und Peptiden bieten

sich prinzipiell zwei Vorgehensweisen an:

* Durch nicht kovalente Bindung von modifizierten Peptiden an DNA lassen sich
Sattigungswerte fiir die Ladungstransfereftizienz ermitteln.

= Durch die kovalente Ankniipfung eines Akzeptor-modifizierten Peptids an Donor-
substituierte Oligonukleotide kann die Distanz- und Sequenzabhingigkeit des Ladungs-
transfers zwischen den beiden Komponenten untersucht werden.

243-250] bzw. die

Die Verwendung sequenzspezifischer, nicht kovalent bindender Peptide!
Integration von Peptidbindungsstellen innerhalb einer Oligonukleotidsequenz stellen eine
Kombination beider Untersuchungsverfahren dar, da in diesen Fillen bei geringer Peptidkon-
zentration eine spezifische Bindung vorliegt, die bei steigender Konzentration in eine unspezi-

fische libergeht.

Fiir die Markierung von Oligonukleotiden steht eine Reihe verschiedener redoxaktiver und
fluoreszenter Nukleotide zur Verfiigung. Ein Ladungstransfer von der DNA auf das Peptid
zeigt sich im einfachsten Fall in einer Loschung der Fluoreszenz des modifizierten Nukleo-
tids. Um die Effizienz des Ladungstransfers zu erhohen, wird eine zweite redoxaktive Gruppe
am Peptid angebracht.

Im Rahmen dieser Arbeit wird mit Elektronenakzeptor-modifizierten Peptiden gearbeitet. Als
redoxaktive Gruppen kommen dafiir Derivate des Methylviologens (MV*") und der para-
Nitrobenzoesdure (pNB) in Frage. Es wird der reduktive Elektronentransfer von einem modi-
fizierten Nukleotid auf das derivatisierte Peptid untersucht. pNB und MV>" besitzen ein hin-
reichend starkes Reduktionspotential (E°(MV*/MV™) = -0.3 VY E’pNB/pNB™) =
-0.46 V)% 2331 um sowohl photoangeregtes Ethidium (E°(*E*"/*E”) = -0.8 V)!"* als auch
das Pyrenradikalanion (E (Py/Py”) = -2.1 V) und Pyrimidinradikalanionen (E’(T/T") =
-1.9 V, E° (C/C™) = -1.8 V)1 2y oxidieren.
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Es ist geplant, nach entsprechenden Vorversuchen mit nicht peptidisch gebundenen Elektro-
nenakzeptoren Fluoreszenztitrationen mit verschiedenen modifizierten DNA-Oligomeren und
Peptiden durchzufiihren. Bei den Studien werden diverse pNB-modifizierte Oligopeptide
verwendet, die unspezifisch und spezifisch an DNA binden.

Der Elektronentransfer ldsst sich nicht nur fluoreszenzspektroskopisch, sondern ebenso iiber
chemische Folgereaktionen untersuchen. Auch in diesem Fall konnen modifizierte Peptide
Einfluss nehmen. Diese Untersuchungen der bestrahlungsinduzierten Strangbruchreaktion
bilden einen zweiten Schwerpunkt.

Den Abschluss der Studien zum Ladungstransfer zwischen DNA und Peptiden bildet die
Synthese und Charakterisierung von modifizierten Peptid-DNA-Konjugaten, bei denen durch
die kovalente Verkniipfung von Oligonukleotiden und Peptiden Informationen iiber die Ab-

standsabhingigkeit erhalten werden sollen.

2.1.4 Chiroptische Spektroskopie

Im Rahmen dieser Arbeit ist die chiroptische Spektroskopie das wichtigste Mittel zur Be-
stimmung der Struktur von Oligonukleotiden. Sie ermoglicht die Verfolgung von Strukturédn-
derungen in Oligonukleotid-DNA-Komplexen und liefert somit eine wertvolle Ergdnzung zu

den spektroskopischen Untersuchungsmethoden.

2.1.4.1 Grundlagen

Optische Phiinomene [254-259]

Der chiroptischen Spektroskopie optisch aktiver Verbindungen liegen zwei Phédnomene
zugrunde: Die zirkulare Doppelbrechung und der Zirkulardichroismus. Der Zirkulardichrois-
mus beschreibt das Vorhandensein unterschiedlicher Extinktionskoeffizienten fiir links und
rechts zirkular polarisiertes Licht(Ag = g -gg). In einem Dichrographen wird dafiir abwech-
selnd links und rechts zirkular polarisiertes Licht durch die Probe geschickt. Gemessen wird

die Differenz der Absorption (AA = Ar-Ag) in Abhédngigkeit von der Wellenldnge. Aus histo-
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rischen Griinden wird die GroBe des CD-Effekts oftmals als molare Elliptizitét

O, M
(®, =—2 ) angegeben, da friihe Dichrographen die Exzentrizitét der Ellipse statt der

10-1c
Absorptionsdifferenz ermittelten. Beide GroBen sind einfach ineinander umzurechnen (AA =

©/3298).

CD-Banden lassen sich nur bei Wellenldngen beobachten, wo auch eine Absorption auftritt.
Dabei muss nicht jede Absorptionsbande eine CD-Bande erzeugen. Die Signalintensititen der
beiden Spektrentypen kénnen bei einer Wellenlédnge stark unterschiedlich sein: So kann z. B.

eine in der Absorption kaum sichtbare Bande einen sehr starken CD-Effekt hervorrufen.

Optische Aktivitiit >

Optische Aktivitdt ist eine intrinsische Eigenschaft chiraler Molekiile. Chiralitét bezeichnet
die Abwesenheit einer Drehspiegelachse im Molekiil: Bild und Spiegelbild einer Verbindung
lassen sich nicht zur Deckung bringen. Die CD- und ORD-Spektren von Enantiomeren ver-
halten sich entsprechend spiegelbildlich beziiglich der x-Achse der Kurven. Die Chiralitét
eines Molekiils kann z. B. durch ein einziges asymmetrisch substituiertes Kohlenstoffatom
hervorgerufen werden, sie kann aber ebenso durch groere Strukturen wie beispielsweise eine

Helix bedingt sein.

Optische Aktivitit kann auch durch duere Faktoren erzeugt werden: So kann beispielsweise
ein gerichtetes Magnetfeld iiber den Faraday-Effekt in symmetrischen Molekiilen optische
Aktivitdt bewirken. Dieses Verhalten wird in der magnetisch induzierten ORD- und CD-

Spektroskopie genutzt (MORD, MCD).

Ebenso lassen sich intrinsisch chirale Verbindungen in unterschiedlichem Ausmal} von Ma-
gnetfeldern beeinflussen, so dass zusétzliche Informationen aus dem Vergleich mit konventi-
onellen ORD- bzw. CD-Spektren gewonnen werden koénnen. So zeigt beispielsweise Tryp-
tophan einen deutlichen Unterschied zwischen seinem CD- und MCD-Spektrum. Durch ein-
fachen Vergleich konnen die fiir Tryptophan typischen Banden identifiziert werden, selbst

wenn sie in einem der beiden Spektren von anderen Signalen tiberlagert sind. Mit der gleichen
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Methodik lassen sich die Signale von Purinen und Pyrimidinen unterscheiden, da Purine stark,

Pyrimidine aber nur schwach von einem externen Magnetfeld beeinflusst werden.

Auch eine asymmetrische elektronische Umgebung kann einen intrinsisch achiralen Chro-
mophor erzeugen. So kann z.B. durch eine sehr feste und spezifische Assoziation eines
Chromophors mit einem Protein lokal ein optisch aktiver Komplex entstehen. Dieser Effekt
erstreckt sich allerdings typischerweise nicht iiber mehr als 10 A. Diese induzierte optische
Aktivitit ldsst sich u. a. fiir die Bestimmung der Wechselwirkungen in Peptid-DNA-Komple-

Xen nutzen.

Cotton-Effekt {256

Der Brechungsindex optisch nicht aktiver Verbindungen nimmt mit abnehmender Wellen-
lange des einfallenden Lichtes zu. Als Funktion des Brechungsindexes wird der Betrag des
Drehwinkels einer optisch aktiven Verbindung ebenfalls gréBer, der Wert kann jedoch entwe-
der ein positives oder ein negatives Vorzeichen aufweisen. Dieses Verhalten bezeichnet man

als normalen ORD.

Im Bereich der Absorptionsbanden der Verbindung wird der normale ORD gestort, hier
spricht man vom anomalen ORD. Im Bereich der Wellenlinge des Absorptionsmaximums
zeigt die reale ORD-Kurve einen Nulldurchgang. Durchlduft sie dabei bei zunehmender
Wellenldnge zuerst ein Minimum und dann ein Maximum, so spricht man von einem positi-

ven, anderenfalls von einem negativen Cotton-Effekt.

(o]

A

anomaler ORD
positiver Cotton-Effekt

i

normaler ORD

i

A
Abbildung 2-29: Schematische Darstellung des positiven Cotton-Effekts im ORD.
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Wendet man die Kronig-Kramers-Transformation auf eine ORD-Kurve mit positivem Cotton-
Effekt an, so erhélt man eine CD-Kurve, die ein Maximum bei der Wellenldnge des Wende-
punktes der ORD-Kurve zeigt (er-er > 0). Bei einem negativen Cotton-Effekt im ORD erhélt
man im CD entsprechend ein Minimum(Ag < 0).

[c] bzw. [¥] [ce] bzw. ['F]

ORD

D

Abbildung 2-30: Darstellung des Zusammenhangs zwischen ORD- und CD-Spektren.
links: ORD mit positivem Cotton-Effekt, rechts: ORD mit negativem Cotton-Effekt

Vor- und Nachteile der CD-Spektroskopie 1234

CD und ORD sind die einzigen spektroskopischen Methoden, die direkt auf die Asymmetrie
eines Molekiils ansprechen. Somit sind sie bestens geeignet, um Aussagen iiber die absolute
Konfiguration zu machen und weitergehende Strukturinformationen zu liefern.

Obwohl beide Spektrentypen im Grunde dieselbe Information enthalten, zeigt sich die CD-
Spektroskopie in der Praxis der Spektropolarimetrie liberlegen. Zwar ist die Aufnahme von
ORD-Spektren vom technischen Aspekt her leichter zu verwirklichen, dafiir sind CD-Spek-
tren deutlich einfacher zu interpretieren. CD-Spektren sind absorptiv und liefern im Gegen-
satz zu den dispersiven Signalen im ORD-Spektrum relativ schmale Banden. Dadurch ist der
Anteil an Uberlagerungen im Spektrum deutlich reduziert. Die Spektren verhalten sich additiv

und sind bei der Aufnahme weniger anfillig gegen Streuung und Doppelbrechung.

Ein groBer Nachteil der CD-Spektroskopie im Vergleich zu anderen Methoden zur Struktur-
bestimmung liegt darin, dass die gewonnene Information sehr allgemeiner Natur ist. So ldsst
sich z.B. in Proteinen sehr einfach und schnell der Gehalt an o-Helices ermitteln, eine Aus-

sage liber deren Lage innerhalb der Sequenz enthélt das CD-Spektrum jedoch nicht.
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Ein zweiter Nachteil besteht in der weitgehend auf Empirie und Vergleich beruhenden Aus-
wertung der Spektren. Eine Vorhersage der CD-Banden ist zwar mit Hilfe der Rosenfeldfor-
mel in der Theorie mdglich, in der Praxis aber extrem schwierig: So existiert ein Vielzahl
mathematischer Modelle zur Losung dieser Formel. Den richtigen Ansatz daraus fiir das je-
weilige reale System auszuwihlen, bedarf allerdings vieler Erfahrung und Intuition und kann
trotzdem zu einer Diskrepanz zwischen Theorie und Experiment fiihren. In diesen Punkten ist
die CD-Spektroskopie der NMR und der Rontgenkristallographie deutlich unterlegen, die

Strukturinformationen wesentlich detaillierter und exakter liefern konnen.

Der groBBe Vorteil gegeniiber diesen Analysemethoden liegt jedoch in der finanziell giinstige-
ren technischen Ausstattung fiir Aufnahme und Auswertung der Spektren, der schnellen und
einfachen Spektrenaufnahme, sowie der zeitlich wenig aufwéandigen Auswertung. Zudem ist
durch die Messung der CD-Spektren in Losung v. a. im Gegensatz zur Rontgenstrukturana-
lyse die Probenvorbereitung viel unkomplizierter, und die erforderliche Probenmenge ist
deutlich niedriger als fiir die NMR-Spektroskopie. Ein weiterer wichtiger Vorteil liegt darin,
dass die Verwertbarkeit der Spektren nicht durch die MolekiilgroBe limitiert ist. Selbst bei
Proteinen, die fiir die NMR-Spektroskopie zu grof8 sind, lassen sich iiber CD-Messungen
quantitativ und in kurzer Zeit die Strukturelemente ermitteln, solange das Molekiil sich in
Losung bringen lésst.

Trotz der wenig detaillierten Strukturaussage ist die CD-Spektroskopie eine nahezu ideale
Methode, Strukturdnderungen zu verfolgen. Sie reagiert sehr empfindlich auf strukturelle

Verdnderungen der zu untersuchenden Probe und kann diese schnell und einfach detektieren.

2.1.4.2 Charakterisierung von DNA und Peptiden

CD-Spektren von DNA [257-259]

Es gibt drei Hauptkonformationen von DNA-Duplexen: A-, B- und Z-DNA. In der Literatur
existieren noch weitere Konformationen unterschiedlicher Bezeichnung, die z. T. leicht ver-
zerrte Formen der Hauptkonformationen darstellen. Da sich alle Formen lédngerer gemischter
DNA-Sequenzen durch geeignete Bedingungen ineinander iiberfiihren lassen, ist eine allzu

feine Unterscheidung der Konformationen nur bedingt sinnvoll. Zudem existiert eine gewisse
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Sequenzabhéngigkeit fiir die exakten geometrischen Daten der einzelnen Formen, so dass

auch hier eine detailliertere Klassifizierung als in die drei Formen A, B und Z schwierig wird.

CD-Spektren von Peptiden

]
1
1
|
1
60 |- HE
' \ *** B-Form

h -=- A-Form
b i — Z-Form
40 Ir 3
K
L
K
£
w | r
q 20 F
0 ——i‘
=/ :
-20 s
-40 |-

180 200 220 240 260 280
Wavelength (nm)

Abbildung 2-31: CD von poly(dGdC) in 10 mM NaP; (pH 7) als B-
Form, in 0.67 mM NaP; mit 80 % Trifluorethanol (pH 7) als A-Form,

in 2 M NaClO4 mit 10 mM NaP; (pH 7) als Z-Form.

[254]

300

Die Sekundérstrukturelemente in Peptiden sind entsprechend der groferen Anzahl und Diver-

sitdt der natiirlichen Monomere vielfaltiger als in den Nukleinsduren. Das kann jedoch auch

dazu fiihren, dass die einzelnen Strukturelemente nicht mehr so eindeutig aus den CD-Spek-

tren eruiert werden konnen. Die hdufigsten Sekundarstrukturelemente und ihre typischen Sig-

nale im CD-Spektrum sind in Abbildung 2-321°! dargestellt.

Die CD-Spektroskopie wird in der Praxis zur Ermittlung des quantitativen Anteils von a-He-

lices und B-Faltbléttern in Proteinen verwendet, um eine erste Strukturvorstellung zu gewin-

nen.
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Abbildung 2-32: Typische CD-Spektren der angegebenen

hiufigen Sekundérstrukturelemente von Peptiden.

2.1.4.3 Das Differenz-CD-Experiment

Da sich CD-Spektren additiv verhalten, ist zu erwarten, dass sich das reale Spektrum eines
Komplexes aus mehreren Verbindungen als Summe der einzelnen Komponenten darstellen
lasst bzw. dass durch entsprechende Subtraktion von einem Komplexspektrum die jeweiligen
Einzelbeitrage erhalten werden konnen. So bekommt man im einfachsten Fall das CD-Spek-
trum einer Verbindung durch die Subtraktion der Losungsmittelsignale vom Spektrum der

. 2
vermessenen LOSUIlg.[ 0l

Tritt eine strukturelle Anderung durch die Wechselwirkung zwischen den vorhandenen Kom-
ponenten ein, so erhdlt man ein reales Spektrum, das mehr Informationen enthélt als die
Summe der Einzelbeitrdge. Dies macht man sich bei Differenz-CD-Spektren zunutze. Will
man beispielsweise Informationen iiber die Wechselwirkung eines Peptids mit Duplex-DNA
erhalten, so vermisst man DNA und Peptid jeweils einzeln und subtrahiert deren Spektren
vom Spektrum der Probe mit DNA und Peptid.

Wiirde keine Wechselwirkung zwischen den beiden Komponenten auftreten, ergébe das Dif-
ferenzspektrum eine Nulllinie, nehmen DNA und Peptid jedoch in irgendeiner Weise struktu-

rell Einfluss aufeinander, so ist das Differenzspektrum von Null verschieden. Somit bietet die
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Aufnahme von Differenz-CD-Spektren eine einfache und schnelle Moglichkeit, Wechselwir-

kungen zwischen Molekiilen zu detektieren.

Die Differenz-CD-Spektren sind keine direkten Abbilder der Interaktion der Molekiile unter-
einander, vielmehr sind sie ein Auswertemittel, das rein qualitativ die Einfliisse der beiden

Komponenten aufeinander zeigt.

2.2 Synthetische Methoden

2.2.1 DNA-Festphasensynthese

Die in den 1980er Jahren von Letsinger entwickelte DNA-Festphasensynthese[4’ 3 zahlt heute
zu den routineméfig angewendeten Methoden der Oligonukleotid-Darstellung. Das Prinzip
der von Merrifield in den 1960er Jahren entwickelten Peptid-Festphasensynthese (SPPS)>”)
wurde auf die Oligonukleotiddarstellung iibertragen. Die neue Synthesemethode war gegen-
tiber der frither in Losung durchgefiihrten DNA-Synthese in Hinblick auf Zeit- und Ar-

beitsaufwand, Zuverldssigkeit und benétigte Substanzmenge deutlich tiberlegen.

Als Tréger der festen Phase wird sog. Controlled Pore Glass (CPG) eingesetzt, das auf seiner
Oberfliche mit primiren Aminogruppen funktionalisiert ist. Uber einen Linker, meist Succi-
nat, ist das erste Nukleosid an der 3’-OH mit dem CPG verbunden. Derartig belegtes CPG ist
kommerziell erhéltlich. Das Nukleosid ist an der 5’-OH-Gruppe trityliert und gegebenentfalls

an der exocyclischen Aminofunktion der Nukleobase geschiitzt.

Das am hiufigsten durchgefiihrte Protokoll fiir die automatisierte Festphasensynthese von
Oligonukleotiden ist die Phosphoramidit-Methode.[* " Diese Mitte der 1970er bis Anfang der
1980er entwickelte Methode arbeitet mit Phosphittriestern. Als Alternativen existieren die
Phosphotriester- und die H-Phosphonat-Methode, die nur selten angewendet werden.

Die Phosphoramidit-Synthese erfolgt entsprechend des im Folgenden dargestellten Zyklus
(vgl. Abbildung 2-33): Der erste Schritt beinhaltet die Detritylierung des terminalen Nukleo-
sids. Die Abspaltung der Schutzgruppe am 5’-Ende wird mit 2 % Dichloressigsdure in DCM
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durchgefiihrt. Die Kupplung erfolgt im néchsten Schritt mit dem Phosphoramidit des néchsten
Bausteins in wasserfreiem Acetonitril mit Tetrazol als schwach saurem Aktivator. Es folgt ein
Capping-Schritt mit Essigsdureanhydrid und 2,6-Lutidin in THF mit Zusatz von DMAP, der
noch vorhandene OH-Gruppen, die bei der Kupplung nicht reagiert haben, durch Acylierung
blockiert. Auf diese Weise werden Oligonukleotide, die nicht korrekt verlangert wurden, aus
dem Zyklus entfernt und konnen nach der DNA-Aufarbeitung gut abgetrennt werden. An-
schlieend erfolgt die Oxidation des Phosphittriesters zum Phosphotriester mit Iod in wéssri-
gem THF. 2,6-Lutidin wird als Base zugesetzt, um das entstehende HI abzufangen. An die

Oxidation schlie3t sich die nichste Detritylierung an.

DMTO Base DMTO Base
(o) (0)
b o Y
o CPG N O
N~ P~
| | Nukleosid-Baustein
H

O O
Starteinheit \ 1
HO Base CN
O,

Detritylierung OR Kupplung
CHCL,COOH N—N
I\
LN

N

H

DMTO Base
DMTO Base o
NC
o (0) (0]
\ o NETe
047 o) Base
o Base 0
(0]
1. Capping b
OR
2. Oxidation
Abspaltung I,, THF, 2,6-Lutidin, H,O
NH4OH, 55°C

freies Oligonukleotid

Abbildung 2-33: Schematische Darstellung des Synthese-Zyklus der automtisierten DNA-Festphasensynthese.

Nach erfolgter Synthese werden die Oligonukleotide mit wissriger konzentrierter NH,OH-
Losung bei 55°C vom CPG abgespalten. Dabei werden zugleich die Schutzgruppen an den
exocyclischen Aminofunktionen der Basen und die Cyanoethoxy-Schutzgruppen an den
Phosphaten mit entfernt. Die Reinigung der Oligonukleotide kann je nach Menge iiber pripa-

rative Gelelektrophorese oder praparative HPLC erfolgen.
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2.2.2 Synthese PydU-modifizierter Oligonukleotide

In der Mehrzahl der in dieser Arbeit vorgestellten Experimente werden mit 5-(1-Pyrenyl)-2’-
desoxyuridin (PydU, 1) modifizierte Oligonukleotide eingesetzt. PydU dient dabei als photo-
chemisch anregbarer Elektronendonor, der sich mittels konventioneller DNA-Festphasensyn-
these in Oligonukleotide einbauen ldsst. Die Synthese des modifizierten Nukleosids iiber eine

Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplungsreaktion®" verlduft in guten Ausbeuten und hat sich be-

. 15, 16, 27, 32
Wahl’t[ 5 105 &/, ]

2.2.2.1 Darstellung von PydU

Die Darstellung des fiir die DNA-Festphasesynthese modifizierten Nukleosids erfolgt iiber
eine Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplungsreaktion. Diese Art der C-C-Verkniipfung gehdrt zu
einer Reihe Palladium katalysierter Kreuzkupplungen, zu der u.a. die Stille-**?%!, Negishi-

[266] (266271 74hlen. Die Suzuki-Miyaura-Kupplung folgt dem fiir

und Sonogashira-Reaktion
Palladium katalysierte Reaktionen typischen katalytischen Zyklus (vgl. Abbildung 5-23). In
der Regel werden Boronsdurederivate mit Aryl-, Alkenyl- oder Alkinylhalogeniden (Iodide
und Bromide) gekuppelt. Als Katalysator wird hdufig Tetrakis-triphenylphosphan-Palladium
(Pd(PPh3)4) eingesetzt. Die Transmetallierung kann nur stattfinden, wenn durch eine Base
eine tetravalente anionische Borspezies gebildet wird, die eine stark erhohte Nukleophilie
aufweist.

Im Gegensatz zur Stille-Kupplung sind keine wasserfreien Bedingungen erforderlich. Auch
eignet sie sich besser fiir wenig reaktive Elektrophile, da die Borverbindungen thermisch sehr
stabil sind. Viele ungeschiitzte funktionelle Gruppen werden toleriert. Fiir die Darstellung des
5-(1-Pyrenyl)-2’-desoxyuridin (PydU) ist ebenfalls ein Syntheseweg iiber eine Stille-Kupp-

(3% Im Vergleich zu dieser Kupplungsreaktion sind die Edukte

lung in der Literatur bekannt.
der Suzuki-Miyaura-Kupplung leichter zugénglich, sowie thermisch und gegen Hydrolyse

stabil.

Die Ankniipfung des Pyrenrestes an das 2’-Desoxyuridin geschieht {liber die Reaktion von 1-

Pyrenylboronsédure (2) mit 5-Iod-2’-Desoxyuridin.[3 1321
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Abbildung 2-34: Synthese von 5-(1-Pyrenyl-)-2’-desoxyuridin {iber die Suzuki-Miyaura-
Kupplungsreaktion. Die Reaktion erfolgt in THF/H,O/MeOH (2:2:1) bei 80°C, Reaktionszeit 30 h,
Ausbeute 70 %.

[

Die Darstellung der 1-Pyrenylboronsiure!”’> 2’* (2) gelingt iiber die Bromierung des Py-

[274]

rens” ", den anschlieBenden Brom-Lithium-Austausch, die Umsetzung mit Borsduretrime-

thylester und saurer Aufarbeitung.

1. BuLi
Br - B(OH),
e (e s (A

(€) 2)

Abbildung 2-35: Synthese von 1-Pyrenylboronsdure (2) in zwei Stufen. Die Bromierung wird in
Chlorbenzol durchgefiihrt, 1-Brompyren (3) wird auskristallisiert. Die Lithiierung findet bei 0°C, die
Borierung bei -78°C in Diethylether statt.

Bei den Reaktionen zur Darstellung von 1, 2 und 3 ist auf Lichtschutz zu achten, um photo-

chemische Nebenreaktionen zu vermeiden.

2.2.2.2 Darstellung der PydU-modifzierten Oligonukleotide

Um PydU als Synthesebaustein in der automatischen DNA-Festphasensynthese einzusetzen,
miissen die 5’-OH-Funktion der 2’-Desoxyribose mit der 4,4’-Dimethoxytritylschutzgruppe
und die 3’-OH-Gruppe mit der B-Cyanoethyl-N,N-diisopropyl-phosphoramiditgruppe verse-
hen werden. Die Einfiihrung einer Schutzgruppe an der Nukleobase ist nicht erforderlich. Die

Synthese erfolgt nach Standardmethoden der Literatur.”' 3!
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Abbildung 2-36: Darstellung des Phosphoramidits des PydU(5).
a: DMT-Cl in Pyridin, RT, 20 h (65%), b: (‘"Pr,N)P(OCH,CH,CN)(CI) in DCM, RT, 2 h (100 %)

Das Phosphoramidit 5 wird unter den Standardbedingungen der DNA-Festphasensynthese
eingebaut, eine Modifikation des Kupplungsprotokolls (z. B. langere Kupplungszeit, groferes
Volumen an Reaktionslosung) ist fiir den Einbau eines einzelnen PydU-Bausteins nicht erfor-

derlich. Bei einem Mehrfacheinbau wird die Kupplungszeit von 1.5 auf 15 min erhoht.

:_R__%1 % 3 1% 1% R __L 1 8§ 1 1 1 T e e R s s s s —— —R

CAGTCATAG6ATACTGAC ACGTGCA33333ACGT
3" 3"

Abbildung 2-37: Die Auftragung zeigt die Absorption des Tritylkations bei der Abspaltung der DMT-Gruppe
wihrend der DNA-Festphasensynthese. Selbst bei mehrfachem Einbau bleibt die Kupplungseffizienz gut.
links: Sequenz N1 (6 = PydU), rechts: Sequenz N2 (3 = PydU)

Die Abspaltung und Aufreinigung der modifizierten Oligonukleotide erfolgt wie bei unmodi-
fizierten Stringen. Bereits im HPLC-Spektrum des ungereinigten Oligonukleotids sieht man
die Reaktion zu einem Hauptprodukt, das eine Absorption bei 340 nm, also im Bereich der

Absorption des Pyrenchromophors, zeigt.
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Abbildung 2-38: HPLC-Spektrum des PydU modifizierten Stranges N1 vor der préparativen Trennung.
Deutlich ist das Hauptprodukt N1 mit einer Retentionszeit von 23 min zu erkennen, das Pyrenabsorption zeigt.

Gradient 0-30% MeCN in 50 mM NH;OAc iiber 50 min.

Mehrfach PydU-modifizierte Oligonukleotide zeigen im HPLC-Spektrum vor der Aufreini-
gung mehrere Peaks in der Pyrenabsorption. Diese stammen von den Abbruchfragmenten

nach dem Einbau eines PydUs wihrend der Festphasensynthese.

260 nm
Sequenz N2

340 nm
207 Sequenz N2

Abbildung 2-39: HPLC-Spektrum des PydU modifizierten Stranges N2 vor der préparativen Trennung.
Deutlich sind die Abbruchfragmente nach dem PydU-Einbau zu erkennen. N2 besitzt eine Retentionszeit

von 45 min (Gradient 0-40% MeCN in 50 mM NH4OAc iiber 50 min).
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Die massenspektrometrische Untersuchung mittels MALDI-TOF belegt den erfolgreichen
Einbau des PydU-Nukleosids in ein Oligonukleotid.

2.2.3 Festphasensynthese von Peptiden (SPPS)

Die Synthese der linearen Peptide wird nach der von Merrifield 196377 entwickelten
Festphasensynthese an einem unloslichen, polymeren Trager durchgefiihrt. Fiir die Durchfiih-
rung der SPPS gibt es zwei Synthesestrategien, die jeweils mit einer orthogonalen Schutz-
gruppenstrategie arbeiten. Bei der Boc-Stratgie erfolgt die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe
an der a-Aminofunktion der Aminosdure im Sauren, wihrend die Seitenketten mit basenlabi-

135, 275], bei der die a-

len Schutzgruppen versehen sind. Die SPPS nach der Fmoc-Strategie
Aminofunktionen der Aminosduren im Basischen und die Seitenkettenschutzgruppen im Sau-
ren entschiitzt werden, ist aufgrund der weniger aggressiven Reagenzien heute die bevorzugte

Methode.

2.2.3.1 Peptid-Kupplung nach der Fmoc-Strategie

Beim Material der festen Phase handelt es sich um Polystyrol, das mit 1 % m-Divinylbenzol
quervernetzt ist. Uber einen Tritylchloridlinker kann die erste Aminosiure mit ihrem C-Ter-

minus an das TCP-Harz gebunden werden. Dieser Linker ist im Sauren leicht abspaltbar.

Abbildung 2-40: Ankniipfung der ersten Aminoséure an das TCP-Harz.
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Der eigentliche Zyklus der SPPS beginnt mit der Abspaltung der N*-Fmoc-Schutzgruppe.
Dazu wird das belegte Harz mit Piperidin behandelt.

Bei der Entschiitzungsreaktion handelt es sich um einen zweistufigen Prozess, bei dem im
ersten Schritt eine baseninduzierte B-Eliminierung zur Abspaltung von CO; und Dibenzoful-
ven flihrt und im zweiten Schritt das gebildete Dibenzofulven mit Piperidin abreagiert. Polare

Losungsmittel wie NMP und DMF beschleunigen diese Entschiitzungsreaktion.

. O
O@*OJY“HTO ’Q i

1
J

Iz

}
&

H
( ’—C%o Nworoco

R,(PG)

Abbildung 2-41: Schematische Darstellung der Abpaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin.

[276], als Base

Die eigentliche Kupplungsreaktion erfolgt oft nach der HOBt/TBTU-Methode
wird DIPEA zugesetzt. Dabei wird zuerst der OBt-Aktivester der freien Fmoc-Aminosiure
gebildet, der anschlieBend mit der terminalen Aminofunktion der am Harz befindlichen Se-

quenz reagiert. Das dabei entstehende Proton wird durch den Zusatz von DIPEA neutralisiert.

Rn(PG)

Rys1(PG) HOBt/TBTU

o R (PG)
H
Fmoc OH  DIPEA Fmoc o N 0“"‘0
N >N SN N Fmoc™~ N
H H \ ; N H
O N=N

/ Ryi(PG) O
e o
Abbildung 2-42: Prinzip der Peptidkupplungsreaktion mit der HOBt/TBTU-Aktivester-Methode am TCP-Harz.
An den Kupplungsschritt schlieBt sich eine erneute Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe an.
Der Erfolg der Kupplungsreaktion hingt stark vom sterischen Anspruch der am Harz befind-
lichen Aminosdure ab (z. B. Prolin). Eine Doppelkupplung, d. h. eine wiederholte Kupplungs-
reaktion mit frischer Reagenslosung kann dabei die Ausbeute der Reaktion betrichtlich erho-

hen.
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Die Abspaltungsbedingungen vom Trégerharz und die Entfernung der Seitenkettenschutz-

(277 278] Beide Schritte koénnen

gruppen orientieren sich an den eingesetzen Aminosduren.
gemeinsam erfolgen oder hintereinander.

Die Standardmethode zur Abspaltung ist die Verwendung 95 % wissriger TFA. Dabei fallt
das vollentschiitzte Peptid als Acetat an. FEine Behandlung mit 1,1,1,3,3,3-
Hexafluorisopropanol (HFIP) oder Essigsdure-Trifluorethanol (TFE) (3:1) fiithrt zum
abgespalteten, vollgeschiitzten Peptid.

Der Zusatz von Trialkylsilanen (hier: TIPS) und Thiolen verhindert die Alkylierung aktivier-

ter aromatischer Seitenketten durch bei der Abspaltung intermedidr entstehende Kationen

(‘Butylkation, Tritylkation).

Tabelle 2-2: Bedingungen, die zur Abspaltung und Entschiitzung verwendet wurden.

Aminosiure Schutzgruppe der  Abspaltbedingungen zur Entschiitzung
Seitenkette

Arginin Pmc 85.5 % TFA, 5 % Phenol, 5 % Thioanisol, 2.0 %

H,0, 2.5 % Ethandithiol

Cystein Trt 95 %TFA, 4 %TIPS, 1 % H,O

Glycin - 95 % TFA in H,O

Lysin Boc 95 % TFA in H,O

Lysin Alloc Pd-Kat/Allylakzeptor; dann 95 % TFA in H,O

Phenylalanin - 95 % TFA in H,O

Prolin - 95 % TFA in H,O

Serin ‘Bu 95 % TFA in H,O

Threonin '‘Bu 95 % TFA in H,O

Tryptophan Boc 95 %TFA, 4 %TIPS, 1 % H,O

Tyrosin 'Bu 95 % TFA in H,O

2.2.3.2 Aktivestermethode

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die HOBt/TBTU-Methode”’® zur Kupplung von Peptiden
verwendet. Die Bildung des OBt-Aktivesters geschieht in mehreren Schritten. TBTU (2-(1-H-
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Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-tetrafluoroborat) dient als primdres Aktivie-

rungsreagenz der Aminosédure. Das gebildete Acyluronium-Derivat ist bereits kupplungsaktiv.
0
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Abbildung 2-43: Reaktionsgleichgewicht der Aktivierungsreaktion einer Aminoséure mit TBTU.

Durch intramolekulare Cyclisierung unter Beteiligung des Urethan-Carbonylsauerstoffs der
Fmoc-Gruppe an der Aminosdure wird ein 5-(4H)-Oxazolon gebildet, das basenkatalysiert

epimerisiert.
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Abbildung 2-44: Oxazolonbildung und basenkatalysierte Epimerisierung der aktivierten Fmoc-Aminoséure.

Um die Racemisierung zu unterdriicken, wird das Gleichgewicht der Aktivierungsreaktion mit
TBTU durch Zugabe von HOBt (1-Hydroxy-benzotriazol) auf die Produktseite verschoben

und das reaktive Acyluronium-Derivat sofort abgefangen.
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Abbildung 2-45: Reaktion von HOBt mit dem Acyluronium-Derivat unter Bildung des OBt-Aktivesters.

Dadurch ldsst sich zum einen die Reaktionsrate der Aktivesterbildung stark erhohen und zum
anderen die Racemisierungsreaktion vermeiden.

Neben der HOBt/TBTU-Methode gibt es noch eine Reihe anderer Kupplungsreagenzien fiir
die Peptidkupplung mit Aktivestern.*””2**1 Als Alternative zu DIPEA wird hiufig auch Colli-
din eingesetzt. Je nach Reaktivitdt und sterischem Anspruch der eingesetzten Kupplungspart-

ner wird eine Reihe verschiedener Reagenzien verwendet.
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Die Aktivierung der Carbonsdurekomponente kann auch mithilfe von Carbodiimiden wie
EDCI (N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-hydrochlorid)******  oder DCC
(N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid)*®! erreicht werden. Diese Kupplungsreagenzien werden
hauptséchlich in der Synthese von Peptiden in Losung eingesetzt, in der SPPS werden sie nur

in Ausnahmefillen verwendet.

2.2.4 Synthese und Charakterisierung pNB-modifizierter Oligopeptide

In den vorgestellten Experimenten zur Untersuchung des Ladungstransfers zwischen Oligo-
nukleotiden und Peptiden werden kurze DNA-bindende Peptidsequenzen eingesetzt, die ge-
gebenenfalls N-terminal eine para-Nitrobenzoyl-Gruppe (pNB) als Elektronenakzeptor tra-

gen.

2.2.4.1 Wahl der Peptidsequenzen

Prinzipiell konnen Peptide auf verschiedenen Arten nicht kovalent an Oligonukleotide binden:

= Elektrostatische Wechselwirkungen zwischen positiv geladenen Seitenketten der
Aminoséduren (Lys, Arg) und den negativ geladenen Phosphatgruppen des DNA-Riick-
grats

=  Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Nukleobasen und Aminosiureseitenketten (Asn,
Gln)

= Interkalation einer aromatischen Aminosdureseitenkette (Trp, Tyr, Phe) in den Basensta-

pel

Die aromatischen Seitenketten von Aminosduren spielen bei DNA-Protein-Wechselwirkun-
gen eine besondere Rolle, da sie nicht nur in den Basenstapel eines Duplexes eingschoben
werden konnen, sondern auch mit den benachbarten Nukleobasen in m-n-Wechselwirkungen

232, 234-241 . . . . . )
(232, I Interkalierende Aminosiureseitenketten iiben somit einen starken Einfluss

treten.
auf den Ladungstransport in der DNA aus, was an einigen Protein-DNA-Komplexen bereits

untersucht wurde.
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Um diese elektronischen Interaktionen zu untersuchen, sollen moglichst einfache DNA-bin-
dende Modellpeptide verwendet werden, die nur einen aromatischen Aminoséurerest besitzen.
Von den Tripeptiden Lys-Trp-Lys und Lys-Tyr-Lys ist bekannt, dass sie zum einen durch
elektrostatische Wechselwirkung der positiv geladenen Aminogruppen der Lysinseitenketten
und des N-Terminus an die negativ geladenen Phosphodiestergruppen des DNA-Riickgrates
binden. Zum anderen interkalieren die Indol- bzw. die Phenol-Gruppe in den DNA-Duplex.
Dabei sind fiir die Interkalation beide Lysine in den Tripeptiden erforderlich. Diese aromati-
schen Seitenketten interkalieren besonders gut in AT-reichen Sequenzen. Die Bindungskon-

stante fiir poly(dAdT) betrigt 1.25-10* M [2%234]

Tryptophan und Tyrosin sind in der Lage, positive radikalische Ladung aus der DNA abzu-
fangen!®** "% (E° (W™ /W) = 1.0 V, EXY""/Y) = 0.9 V; E’(Py""/Py) = 1.28 V, E%(G™"/G) =
1.3 V). Somit ist zu erwarten, dass diese beiden Aminoséduren einen gro3en Einfluss auf den
Ladungstransfer zwischen Oligonukleotiden und Peptiden ausiiben. Das Redoxpotential des
Phenylalanins reicht nicht aus, als Lochakzeptor zu fungieren. Deshalb dient es in den Versu-

chen als Kontrolle fiir einen nicht redoxaktiven Aromaten.

Verschiedene nukleophile Aminosdureseitenketten wie Cystein oder Threonin kdnnen zur
chemischen Verkniipfung mit DNA fithren.””*?*Y Sie stellen somit potentielle Kandidaten fiir
chemische Folgereaktionen mit wéhrend eines Ladungstransports gebildeten Elektrophilen
(hpts. Radikalkationen) dar. Aus diesem Grund werden Versuche mit Peptiden durchgefiihrt,

die diese Aminosduren enthalten.

2.2.4.2 Synthese und Charakterisierung

Fiir die Versuche mit nicht kovalent bindenden Peptiden wird eine Reihe pNB-modifizierter

Peptide unterschiedlicher Lange synthetisiert. Die Messungen werden mit diesen modifizier-

ten Molekiilen und zur Kontrolle mit sequenzgleichen Peptiden ohne pNB-Gruppe durchge-

fiihrt. Die Peptide gliedern sich in verschiedene Versuchsgruppen.

= Mithilfe von Mono-, Di- und Trilysinen soll der Einfluss der elektrostatischen Bindung
auf die Fluoreszenz- und Ladungstransfereigenschaften der verwendeten modifizierten

DNA-Sequenz untersucht werden. Durch die Modifikation dieser Peptide mit pNB erhélt
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man Kontrollpeptide, die den Einfluss einer unterschiedlichen Anzahl elektrostatischer
Bindungen in Abwesenheit einer aromatischen Aminosdureseitenkette zeigen.

= KXK-Sequenzen (X = W, Y, F) stellen interkalierende Peptide dar. Ohne pNB-Gruppe
dienen sie als Peptide, die mit ihren Indol- bzw. Phenolseitenketten als Lochakzeptoren
fungieren, mit Elektronenakzeptor-Gruppe handelt es sich um zweifach redoxaktive Pep-
tide. Phenylalanin-haltige Peptide dienen als Kontrolle.

=  KXK-Sequenzen (X = Cys, Thr) enthalten nukleophile Aminosdureseitenketten, die unter
Bildung von Peptid-DNA-Konjugaten zur chemischen Verkniipfung als Folge eines La-
dungstransfers fiihren konnen. IThre Modifikation mit pNB soll zeigen, ob die Anwesenheit
eines Elektronenakzeptors auf die Reaktivitit Einfluss nimmt.

= Sequenzspezifisch an DNA-bindende Peptide!** ***!, die mit pNB versehen sind, sollen

den Einfluss der spezifischen DNA-Peptid-Bindung auf das Fluoreszenzverhalten zeigen.

Die Verkniipfung der Aminosduren und der para-Nitrobenzoesdure erfolgte mittels der
HOBt/TBTU-Methode?”® auf dem TCP-Harz. Die Abspaltung vom Triger und die Entschiit-
zung kann nach den Standardmethoden (s. Tabelle 2-2) durchgefiihrt werden. Die Wahl der
Bedingungen richtet sich dabei nach der Aminoséure, die die meisten Additive neben wassri-
ger TFA benotigt. Die pNB-Gruppe ist unter den verwendeten Bedingungen auf jeden Fall
stabil. Die Ausbeuten der Kupplungsreaktionen sind bei den kurzen synthetisierten Peptidse-
quenzen so hoch, dass eine nachtrigliche Reinigung tiber HPLC nicht erforderlich ist.

Bei der Synthese der lidngeren, sequenzspezifisch-bindenden Peptide P1-P3 (s. Kapitel
4.3)12*% 2% konnte durch Doppelkupplung aller Aminoséuren und der pNB-Gruppe ebenfalls

auf eine Reinigung verzichtet werden.

Die Uberpriifung der Reinheit erfolgte mittels NMR-Spektroskopie. Die Konzentrationen der
Peptidstammldsungen wurden tiber die Extinktion bei 280 nm bestimmt bzw. bei Abwesen-

heit eines Chromophors (pNB, W, Y, F)*>2! iiber die Einwaage der getrockneten Peptide.
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3 Ladungstransfer in Oligonukleotiden

3.1 PydU-modifizierte DNA-Oligonukleotide

3.1.1 Hintergrund

Pyren stellt aufgrund seines Redoxpotentials und seiner bekannten spektroskopischen Eigen-
schaften ein geeignetes Chromophor fiir die Ladungstransferchemie mit DNA dar. Wird es
photochemisch angeregt, ist es energetisch in der Lage, Guanin zu oxidieren oder Thymin zu
reduzieren. Das bedeutet, dass bei diesem Aromaten die kovalente Ankniipfung an das ent-
sprechende Nukleotid einen kritischen Parameter darstellt, da sowohl dG oxidiert als auch dT
reduziert werden kann. Der stattfindende Ladungstransfer ldsst sich mittels Fluoreszenzspek-

troskopie verfolgen (s. Kapitel 2.1.1).

Von der Arbeitsgruppe Wagenknecht wurden die Syntheseprotokolle der Pyrenmodifikationen
aller vier natiirlichen Nukleoside (PydA, PydC, PydG, PydU 1) entwickelt. Das Pyren ist da-
bei iliber eine Einfachbindung an die 5- (Pyrimidine) bzw. 8-Position (Purine) der Nukleobase
angekniipft. Der Schliisselschritt in der Darstellung ist die Palladium-katalysierte Suzuki-
Miyaura-Kreuzkupplung zwischen der 1-Pyrenylboronsidure (2) und dem entsprechenden
iodierten oder bromierten Nukleosid. Durch eine geeignete Schutzgruppenchemie ldsst sich
das Phosphoramidit des modifizierten Nukleosids herstellen, das in der konventionellen

DNA-Festphasensynthese eingesetzt werden kann.!'® 122 2628, 30-32. 171, 297-299]

In den meisten im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten werden PydU-modifi-
zierte Duplexe als spektroskopierbare Elektronendonor-Systeme verwendet. Sie eignen sich
besonders gut fiir Studien zum Elektronentransfer, da sie bereits spektroskopisch sehr detail-

liert charakterisiert wurden.

Die PydU-enthaltenden Oligonukleotidsequenzen D1-D4 sind statistisch gewéhlt und enthal-
ten die Modifikation in der Mitte des Stranges, um das PydU in eine stabil ausgebildete
Duplexstruktur einzubinden. In den Sequenzen wird die Nachbarbasenumgebung des kiinstli-

chen Nukleotids variiert. Als Gegenbase wird dA eingebaut, in der Annahme, dass sich trotz
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der Modifikation am C-5 des Uridins eine reguldre Watson-Crick-Basenpaarung ausbilden

kann.

D1 3’-TCA-GTC-ACX-TAC-TGA-CT-5’ X =PydU
C1 5’-AGT-CAG-TGA-ATG-ACT-GA-3’

D2 3’-TCA-GTC-ATX-CAC-TGA-CT-5’
C2 5’-AGT-CAG-TAA-GTG-ACT-GA-3’

D3 3’-TAG-TCA-CAX-ATA-CTG-AC-5’
C3 5’-ATC-AGT-GTA-TAT-GAC-TG-3’

D4 3’-TAG-TCA-TAX-ACA-CTG-AC-5’
C4 5’-ATC-AGT-ATA-TGT-GAC-TG-3’

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind teilweise bekannt. Da die Erfassung der spektro-
skopischen Daten im Rahmen dieser Arbeit wiederholt wurde und die erhaltenen Daten ty-

pisch fiir PydU-haltige DNA sind, werden sie hier gesammelt gezeigt.

3.1.2 Spektroskopische Charakterisierung der Duplexe

Die Duplexe D1/C1-D4/C4 zeigen das typische Absorptionsverhalten PydU-haltiger DNA.
Die UV-Vis-Spektren sind sich sehr dhnlich. Sie weisen alle eine breite und unstrukturierte

Absorptionsbande bei ca. 350 nm auf, die dem Pyrenrest des PydU zuzuordnen ist.
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Abbildung 3-1: Absorption von 2.5 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7).
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Die CD-Spektren zeigen die Unterschiede der einzelnen Duplexe. Thnen gemeinsam ist der fiir
B-DNA typische Verlauf zwischen 220-300 nm mit einem Verlauf vom Negativen ins Posi-
tive, der einen Nulldurchgang bei etwa 260 nm aufweist. Die Duplexe D3/C3 und D4/C4 zei-
gen den Nulldurchgang bei 255 nm, wihrend er bei D1/C1 und D2/C2 bei 270 nm liegt. Auch
die Lage des Maximums ist entsprechend verschoben (220 bzw. 230 nm). Das Minimum be-
findet sich in D2/C2 bei 250 nm, in den drei anderen Duplexen bei 240 nm, wobei D1/C1
eine Verbreiterung der Bande zu grofleren Wellenldngen aufweist. Der Pyrenchromophor er-

zeugt keine deutliche CD-Bande.

——D1/C1
—D2/C2

® [mdeg]

——D4/C4

-4 T T T T T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360
A [nm]

Abbildung 3-2: CD-Spektren von 1.25uM Duplex in 10 mM NaP;

(pH 7) und 250 mM NaCl.

Ein Vergleich der CD-Spektren verdeutlicht die Abhdngigkeit der Duplexstruktur von der
direkten Basenumgebung des PydU-Nukleotids. Wird das PydU von zwei dA flankiert, wie in
D3/C3und D4/C4, so fiihrt das zu einer anderen strukturellen Anordnung und somit einem
verdanderten Spektrum im Vergleich zu D1/C1 und D2/C2, wo zwei Pyrimidine dem PydU
benachbart sind. Die Ursache dafiir liegt im unterschiedlichen Raumbedarf von Purinen und
Pyrimidinen. Die {iberndchste Base nimmt keinen groBen Einfluss mehr auf die lokale Struk-
tur, die CD-Signale von D3/C3und D4/C4 sind nahezu identisch.

Die Spektren von D1/C1 und D2/C2 sind sich zwar sehr dhnlich, unterscheiden sich aber
dennoch etwas in der Bandenform (240-260 nm). In diesem Fall wirkt sich die Direktionalitit
der DNA-Strange aus. Wihrend sich in D1/C1 dT in 5’-Richtung und dC in 3’-Richtung von
PydU aus gesehen befindet, ist es in D2/C2 genau umgekehrt. Das fiihrt zu leicht unter-
schiedlichen Konformationen im Duplex. Neben den Reduktionspotentialen wirken sich der-
artige strukturelle Einfliisse auf den Ladungstransfer in der DNA aus, was anhand der Fluo-

reszenzspektren untersucht werden kann.
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Abbildung 3-3: Absorptionskorrigierte Fluoreszenz (Aey.= 340 nm)

von 2.5 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7).

Allen Emissionsspektren gemeinsam ist die Lage des Fluoreszenzmaximums bei 475 nm.
Eine Betrachtung der absorptionskorrigierten Emission zeigt stark unterschiedliche Quanten-
ausbeuten fiir die Duplexe. D3/C3, D2/C2 und D4/C4 zeigen eine dhnliche Fluoreszenzinten-
sitdt, wihrend D1/C1 nur etwa die Hilfte an Intensitit aufweist. Der Grund dafiir liegt in der
Richtungsabhdngigkeit des Elektronentransfers im Basenstapel. In D1/C1 ist in 5’-Position
ein dT, das die liberschiissige negative Ladung des Uridinrestes aufnehmen kann. Deshalb
kommt es zu einer Loschung der Fluoreszenz. Befindet sich dT in 3’-Richtung vom PydU wie
in D2/C2, so findet weit weniger Elektronentransfer statt, und die Fluoreszenzintensitit ist
hoher. Offensichtlich findet eine stirkere Interaktion des PydU mit der Nachbarbase in 5°-
Position statt als mit der in 3’-Richtung. Der Ladungstransferprozess lauft in D3/C3 und
D4/C4 in weitaus geringerem Umfang ab. Hier liegt jeweils ein dA zwischen PydU und ei-

nem benachbarten Pyrimidin, was zu einer verringerten Ladungstransfereffizienz fiihrt.

* +e +e
( Fl’ﬁ Elekironen- i Elektronen- Py
L.J T—N\M injektion J\M/‘—LIJ.LT—\/VVV\ verschlebung \/\N\/\—LIJ—-!:_—\NVV‘
' ' _—

H 1 H | B — | 1

mehrere 100 ps

Abbildung 3-4: Schematische Darstellung des reduktiven ET auf eine dem PydU benachbarte Pyrimidinbase.

Mit zeitaufgeloste Messungen der transienten Absorption lassen sich die am Elektronentrans-
fer von PydU auf eine Nachbarbase beteiligten Zustdnde identifizieren und die Elektronen-
transferraten bestimmen. Der ladungsgetrennte Zustand mit einem Absorptionsmaximum von
485 nm bildet sich innerhalb von 2-3 ps. Die Besetzung des Grundzustands (364 nm) nimmt
dabei ab (ausbleichen).
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Abbildung 3-5: Zeitaufgeloste Messungen von 350 uM D1/C1 (10 mM NaP; 250 mM NaCl, pH 7). Die
zeitaufgelosten pump-probe-Spektren von 150 (blau) bis 1500 ps (rot) nach der Anregung (links) und die
transienten pump-probe-Spektren (rechts) bei 485 nm (Py™) und 364 nm (Py*). Das Signal der
Wiederbesetzung des Grundzustands (rot) wurde invertiert, um es visuell der transienten Absorption des
ladungsgetrennten Zustands (blau) anzugleichen. Der Einschub zeigt den Anstieg der transienten Absorption

bei 485 nm innerhalb von 3 ps, was der Geschwindigkeit der Elektroneninjektion entspricht.

Die Dynamik der Wiederpopulation des Grundzustandes korreliert nicht mit der Lebenszeit
des ladungsgetrennten Zustandes wie die unterschiedliche Steigung der roten und blauen
Kurve in Abbildung 3-5 (rechts) zeigt. Das ldsst auf einen von der Ladungsrekombination
verschiedenen Reaktionsweg schlieBen. Dabei handelt es sich um den Transfer eines Elek-
trons auf ein benachbartes Pyrimidin. Dieser Prozess bendétigt in Abhingigkeit von der Basen-
sequenz mehrere 100 ps. Anhand dieser Messungen konnten die Vorstellungen vom La-

dungstransfer nach dem Modell (s. Abbildung 3-4) bestitigt werden.
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3.2 Abasic-site-Duplexe von PydU und dem Ethidiumnukleosid

3.2.1 Hintergrund

1300.3011'1> 7>_Didesoxyribose (kurz: abasic site oder

Die Einflihrung des abasic site-Analogons
Spacer genannt), fiihrt durch die fehlende Nukleobase zu einem ,,Loch* im DNA-Basenstapel.
Dieser freie Raum wird von den umgebenden Basen in Anspruch genommen und fiihrt zu
einer Verzerrung der lokalen Struktur. Das Phosphoramidit dieser Verbindung ist kommer-
ziell erhéltlich und 14sst sich mit dem Standardprotokoll der DNA-Festphasensynthese einfiih-

ren.

Der freie Raum an der Stelle der abasic site kann z. B. von einem modifizierten Nukleotid mit
einem erhohten Platzbedarf in Anspruch genommen werden. Somit gelangt diese Modifika-
tion in eine Konformation, in der sie mit dem Basenstapel in Wechselwirkung treten kann. In
einem reguldren Duplex wiirde fiir dieselbe Interaktion die Gegenbase aus dem Stapel heraus-
gedreht, oder der Chromophor miisste sich in den bestehenden Stapel interkalieren. Beides
fithrt zu einer starken Strukturstdrung im lokalen Umfeld des Chromophors. Die Anwesenheit
einer Gegenbase kann auch verhindern, dass der modifizierte Baustein sich vollstindig in den
Basenstapel einlagert. In jedem Fall bewirkt der Ersatz eines Nukleotids mit einem Spacer
eine sterische Verdanderung im unmittelbaren Umfeld eines kiinstlichen DNA-Bausteins. So-
mit kann es zu einer Anderung der elektronischen Wechselwirkungen des Chromophors mit
den tibrigen Nukleotiden kommen, was in den spektroskopischen Eigenschaften sichtbar wird.
Im Folgenden werden die spektroskopischen Eigenschaften von abasic-site-Duplexen mit
PydU und dem Nukleosidanalogon des Ethidiums betrachtet.

3.2.2 Abasic-site-Duplexe von PydU-modifizierten Oligonukleotiden

In den anfénglichen Modellen zum Ladungstransfer in PydU-modifizierten Oligonukleotiden
wurde davon ausgegeangen, dass die Pyrengruppe aus dem Basenstapel herausragt und sich
der Uridinrest wie ein gewdhnliches Thymidin durch Ausbildung von zwei Wasserstoffbriik-

ken in den DNA-Duplex integriert. Wie die spektroskopische Untersuchung sehr bald zeigte,
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sind die Interaktionen des PydUs innerhalb der DNA jedoch in der Realitit weitaus komple-
xer als urspriinglich angenommen. Die Wechselwirkung des Pyrenrestes mit dem Basenstapel
fithrt zu einer Verzerrung der lokalen DNA-Umgebung. Der sterische Anspruch des modifi-

zierten Nukleotids ist also hoher als erwartet.

Der Einsatz einer abasic site bietet sich an, um die Struktureinfliisse, die durch den Einbau
von PydU auf ein Oligonukleotid wirken, besser zu verstehen. Die Spacergruppe hinterlédsst
freien Platz, der vom PydU zu einer Umorientierung genutzt werden kann. Eine derartige An-
derung in der Konformation des Nukleotids in der DNA ldsst sich spektroskopisch verfolgen.
Als fluoreszierender Strang wird D3 eingesetzt, da hier die Grundfluoreszenz vergleichsweise

hoch ist (vgl. Kapitel 3.1), was die Spektroskopie vereinfacht.

D3 5’-CAG-TCA-TAX-ACA-CTG-AT-3’ X =PydU
C3 3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-TA-5’

Al 3’-GTC-AGT-ATS-TGT-GAC-TA-5’ = abasic site
A2 3’-GTC-AGT-ASA-TGT-GAC-TA-5
A3 3’-GTC-AGT-ATA-SGT-GAC-TA-5
A4 3’-GTC-AGT-STA-TGT-GAC-TA-5’
AS 3’-GTC-AGT-ATA-TST-GAC-TA-5’

Da die genaue Art und somit auch der Umfang der Strukturstérung durch das PydU nicht be-
kannt sind, werden verschiedene Komplementérstrange zu D3 synthetisiert, die die abasic site
in unterschiedlichem Abstand zum PydU tragen. Weil, wie bereits gezeigt, das modifizierte
Nukleotid asymmetrisch mit den Nachbarbasen interagiert (vgl. Kapitel 3.1), werden die

Modifikationen in unterschiedlichen Richtungen vom PydU in die DNA eingebaut.

3.2.2.1 Absorptions- und CD-Spektren

Die UV-Vis-Spektren der Duplexe D3/C3 und D3/A1 stimmen sehr gut {iberein. Sie haben
beide ein breites Maximum der Pyrenabsorption bei 356 nm. Der Duplex D3/A3 weist das-
selbe Maximum auf, zeigt aber eine schmalere Bande. Die Duplexe D3/A2, D3/A4 und
D3/AS absorbieren am stirksten bei 350 nm und weisen dieselbe schmale Bandenform auf

wie D3/A3.
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Abbildung 3-6: Absorptionsspektrum von 5 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7).
Diese Unterschiede in der Pyrenabsorption geben einen Hinweis auf eine unterschiedliche
Orientierung des Pyrenrestes beziiglich des Basenstapels. Wie von PydG-Duplexen her be-

kannt ist!'®

, weist eine schmale hypsochrom verschobene Bandenform auf einen Pyrenrest
hin, der wenig mit den Nachbarbasen interagiert. D3/C3 und D3/A1 hingegen lassen durch
die breitere Bande bei groflerer Wellenldnge vermuten, dass die Pyrengruppe teilweise in den

Basenstapel interkaliert.

Die CD-Spektren unterscheiden sich in mehreren Merkmalen, was in Tabelle 3-1
zusammengefasst ist. Die Lage des Minimums bei kleinen Wellenldngen variiert von ca. 240
nm bei D3/C3, D3/A1, D3/A2 und D3/A4 bis ca. 250 nm bei den Duplexen D3/A3 und
D3/A5. Beide tragen die abasic site in 3’-Richtung vom PydU aus gesehen.

Tabelle 3-1: Zusammenfassung der wichtigsten Merkmale aus den CD-Spektren der abasic-site Duplexe von D3

Duplex 1. Null- Minimum 2. Null- Maximum | zusétzliche Relative
durchgang B-DNA durchgang B-DNA Signale Position
[nm] [mdeg/nm] [nm] [mdeg/nm] abasic site*
D3/C3 227 -6.5/241 261 2.9/275 - -
D3/A1 229 -4.0/240 253 4.2/275 - 0
D3/A2 229 -4.4/243 259 5.3/275 - +1
D3/A3 229 -3.7/252 262 4.2/275 -1.9/238 -1
D3/A4 227 -3.3/237 261 6.3/280 -1.5/255 +2
D3/AS5 227 -4.4/249 262 4.0/275 - -2

* Die Zahl bezeichnet den Abstand der abasic site von der reguldren Gegenbase.

Das Vorzeichen gibt die Richtung des mismatches vom PydU aus gesehen an (+ =5, - = 3’).
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Die Bandenform bei D3/A3 und D3/A4 weicht durch eine zusitzliche Schulter im Minimum
ab. In D3/A3 liegt diese bei 238 nm, in D3/A4 bei 255 nm. Somit zeigt nur D3/AS kein Signal
um 240 nm. Dieses Signal kann somit dem GC-Paar in 3’-Richtung zugeordnet werden.

Der Nulldurchgang des B-DNA-Signals liegt bei ca. 260 nm. Eine Ausnahme stellt der direkte
Fehlpaarungsduplex D3/A1 mit 253 nm dar. Das Maximum liegt in allen Duplexen bis auf
D3/A4 bei 275 nm, in letztgenanntem bei 280 nm.
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Abbildung 3-7: CD-Spektren von 2.5 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7)
und 250 mM NaCL

Die CD-Spektren beweisen die strukturelle Vielfalt dieser Doppelstringe. Offenbar befinden
sich alle abasic sites in einem hochsensiblen Bereich der DNA-Struktur. Das PydU reagiert
sehr empfindlich auf die Anwesenheit derartiger Basenfehlpaarungen, selbst wenn sich diese

zwel Basen entfernt befinden.

3.2.2.2 Emissionsspektren und Schmelzpunkte

Fiir die Emissionsspektren wiirde man theoretisch erwarten, dass der Einbau einer dem PydU
Raum schaffenden Modifikation in unmittelbarer Ndhe des artifiziellen Nukleotids die La-
dungstransfereigenschaften verbessert und die Fluoreszenz dieser Doppelstrdnge somit ab-
nimmt. Eine Spacergruppe in groflerer Entfernung sollte keinen gro3en Einfluss mehr auf das
Fluoreszenzverhalten nehmen und dementsprechend wieder zu einer héheren Emission fiih-

ren. Tatsdchlich weisen die Fluoreszenzen kein derart einheitliches Verhalten auf.
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Abbildung 3-8: Emissionsspektren (A= 360 nm) von 5 pM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7)

(links: absorptionskorrigiert, rechts: normiert).

Bei dem am stirksten fluoreszierenden Duplex handelt es sich um den match-Duplex D3/C3.
Alle anderen fluoreszieren weniger. Neben der Loschung der Fluoreszenz ist auch eine Ver-
schiebung des Emissionsmaximums zu beobachten. Dabei weisen D3/C3, D3/A1 und D3/A3
ein Maximum bei 475 nm auf, wiahrend D3/A2, D3/A4 und D3/A5 ihre maximale Fluores-

zenz bei 465 nm zeigen. Diese Daten sind in Tabelle 3-2 zusammengefasst.

Tabelle 3-2: Zusammenfassung der Daten aus den Fluoreszenzspektren der abasic-site Duplexe von D3

Duplex | Fluoreszenzmaximum | Fluoreszenzintensitit Relative Position | Schmelztemperatur
[nm] [%] abasic site* [°C]**
D3/C3 475 100 - 54
D3/A1 475 85 0 50
D3/A2 465 65 +1 50
D3/A3 475 40 -1 46
D3/A4 465 55 +2 44
D3/A5 465 50 -2 37

* siehe Tabelle 3-1
**gemessen: 2.5 uM Duplex in 10 mM NaP;, 250 mM NaCl

Im Wesentlichen gibt es zwei Griinde fiir eine Loschung der Fluoreszenz in einem dieser
Duplexe. Erstens kann Ladungstransfer innerhalb der DNA zu einer Léschung fiihren, zwei-
tens konnen Strukturparameter die Emission verringern. Eine wichtige Rolle spielen dabei die
Strukturdnderungen, denen das PydU-Nukleotid nach photochemischer Anregung unterliegt.
Aus zeitaufgeldsten Messungen am Nukleosid ist bekannt, dass sich der Winkel zwischen
dem Pyrenrest und dem Uridinrest im photoangeregten Zustand verkleinert.'"” Dadurch

vergroBert sich die elektronische Kopplung und der ladungsgetrennte Charakter nimmt zu.
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Wasserstoftbriicken begiinstigen dabei die Koplanarisierung und somit die Ladungstrennung
im System. Ahnliches passiert mit PydU in DNA. Dabei spielt die Ausbildung des Wasser-
stoftbriickennetzwerkes mit Nachbarbasen oder Wassermolekiilen der Solvathiille eine ent-

scheidende Rolle fiir die Ladungstransfereffizienz.

Die Schmelzpunkte von D3/A4 und D3/AS liegen deutlich niedriger als in den anderen
Duplexen (s. Kapitel 7.6.5). Es scheint hier eine strukturelle Stérung vorzuliegen, die das
Netzwerk aus Wasserstoffbriicken in der PydU-Umgebung stark beeinflusst. Die elektroni-
sche Kopplung im PydU ist hier bei photochemischer Anregung stirker als in den anderen
Duplexen und somit findet mehr Ladungstransfer statt. Die Verschiebung des Emissionsma-
ximums zu kiirzeren Wellenldngen, sowie die im Vergleich zu D3/C3 schmalere Absorpti-
onsbande liefern Hinweise darauf, dass der Pyrenrest wenig mit dem Basenstapel wechsel-
wirkt. Moglicherweise kommt es hier zur Ausbildung von Wasserstoftbriicken mit der Hy-
drathiille, die den Ladungstransfer beglinstigen.

Im Fall des Duplexes D3/A1 deutet die Fluoreszenzloschung auf eine Verbesserung des La-
dungstransfers durch einen Abbau sterischer Spannungen im Vergleich zum Duplex D3/C3
hin. Deshalb bleiben auch die Absorptionseigenschaften und das CD-Spektrum, sowie die

Lage des Fluoreszenzmaximums sehr dhnlich.

Eine Beurteilung der Duplexe D3/A2 und D3/A3 muss unter dem Gesichtspunkt der Rich-
tungsabhéngigkeit des Ladungstransfers erfolgen. Wie bereits bei den Duplexen in Kapitel 3.1
erwéhnt, fluoresziert ein PydU-Duplex, der in 5’-Richtung ein dT als Elektronenakzeptor tragt
weniger, als wenn es sich in 3’-Position befindet. Der Elektronentransfer 1duft also bevorzugt
in Richtung 5’-Ende vom PydU aus betrachtet. Die abasic site in 3’-Richtung im Gegenstrang
von Duplex D3/A3 scheint diesen zu begiinstigen und bewirkt somit eine starke Loschung der
Emission, wihrend die Sequenz in D3/A2 durch die fehlende Nukleobase in 5’-Position von
PydU zu einer deutlichen Stérung des Elektronentransfers und somit einer hohen Restfluores-
zenz fiihrt. Offensichtlich ist das Vorhandensein eines intakten Basenpaars in 5’-Richtung von
PydU von groB3er Bedeutung fiir den Ladungstransfer.

Diese Effekte werden durch die asymmetrische Wechselwirkung des PydU-Nukleotids mit
den Nachbarbasen hervorgerufen. Da seine Struktur im Doppelstrang noch nicht bekannt ist,
sind weiterfiihrende Interpretationen jedoch spekulativ. Der einzige zuverlissige und deutbare
Hinweis auf die verdnderte Oligonukleotid-Architektur in D3/A2 und D3/A3 ist die unter-

schiedliche Lage des Fluoreszenzmaximums, das im Falle des schlechter 16schenden Duple-
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xes bei 465 nm liegt, was auf ein wenig mit dem Basenstapel interagierendes Pyren verweist,
wihrend in D3/A3 die Pyrenemission mit einem Maximum von 475 nm von einem weitge-

hend in den Basenstapel integrierten Aromaten zeugt.

3.2.3 Abasic-site-Duplexe des Ethidiumnukleosids

Bei dem Ethidiumnukleosid handelt es sich um einen artifiziellen Phenanthridinium-Baustein,
der iiber einen Diol-Linker in die DNA eingebaut wird. Dieses kiinstliche Nukleosid kann in
Abhingigkeit seines Reaktionspartners sowohl als ein photochemisch anregbarer Lochdonor
als auch als Elektronendonor dienen. Die Synthese dieses Nukleosidanalogons und dessen
Einbau in DNA wurden ebenfalls in der Arbeitsgruppe Wagenknecht entwickelt. Ethidium

zeigt in DNA eine charakteristische Fluoreszenz bei hoher Quantenausbeute.** 2> 2*]

H,N

-
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P
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Abbildung 3-9: Schematische Darstellung des Ethidiumnukleosids in DNA.

Mit dem Ethidiumbaustein verfiigt man iiber einen Chromophor, der ohne Zugabe eines star-
ken Elektronen- oder Lochakzeptors keinen Ladungstransfer in DNA erzeugt. Mit diesem
System lassen sich deshalb sehr gut die sterischen Einfliisse dieses kationischen Nukleotids
auf die Fluoreszenzeigenschaften des Interkalators untersuchen. Da der sterische Anspruch
des artifiziellen Nukleosids sehr grof ist, sind Untersuchungen des Fluoreszenzverhaltens mit

abasic site-Duplexen vielversprechend.
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Auch hier wird auf die bereits beim PydU erfolgreiche Synthesestrategie fiir die mit einem

Spacer modifizierten Gegenstrange zuriickgegriffen.

E 5’-CAG-CAT-GTT-EAT-GCT-G-3’ E = Ethidiumnukleotid
(6] 3’-GTC-GTA-CAA-CTA-CGA-C-5°

A6 3’-GTC-GTA-CAA-STA-CGA-C-5° = abasic site
A7 3’-GTC-GTA-CAS-CTA-CGA-C-5’
A8 3’-GTC-GTA-CAA-CSA-CGA-C-5°
A9 3’-GTC-GTA-CSA-CTA-CGA-C-5’
A10 3’-GTC-GTA-CAA-CTS-CGA-C-5°

3.2.3.1 Absorptions- und CD-Spektren

Die Ethidium enthaltenden Duplexe verhalten sich in ihren optischen Eigenschaften wesent-
lich einheitlicher als die zuvor besprochenen PydU-Duplexe und erfordern deshalb keine de-
taillierte Aufschliisselung der wirksam werdenden Einfliisse durch den Einbau der abasic
sites. Das Absorptionsspektrum zeigt die fiir Ethidium modifizierte DNA typische Bande mit

einem Maximum bei 540 nm in E/CS und E/A6 und bei ca. 530 nm in den restlichen Duple-
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Abbildung 3-10: UV-Vis-Spektren von 5 uM Duplex Abbildung 3-11: CD-Spektren von 2.5uM Duplex
in 10 mM NaP; (pH 7). in 10 mM NaP; (pH 7) und 250 mM NacCl.

Die CD-Spektren sind sich alle sehr dhnlich. Sie zeigen den typischen Verlauf von B-DNA
und weisen bei ca. 238 nm eine leichte Schulter auf. Der Ethidiumchromophor erzeugt keine
CD-Bande. Die grofiten Abweichungen zeigt der Duplex E/C5, was auf eine Struktur hin-

weist, die die Interkalation des Ethidiums verdndert. Diese Interkalation kann durch das An-
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bieten einer abasic site verdndert werden. Wie aus den Daten der Duplexe E/A6- E/A10 er-

sichtlich ist, handelt es sich um eine sehr einheitliche Struktur.

3.2.3.2 Emissionsspektren

Weitere Aufschliisse iiber die sterischen Einfliisse auf das spektroskopische Verhalten lassen

sich aus den Fluoreszenzspektren gewinnen.
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Abbildung 3-12: Emissionsspektren (A= 530 nm) von 5 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7)

(links: absorptionskorrigiert, rechts: normiert).

Die Fluoreszenzdaten sind in Tabelle 3-3 zusammengefasst.

Tabelle 3-3: Zusammenfassung der Daten aus den Fluoreszenzspektren der abasic-site Duplexe von E

Duplex | Fluoreszenzmaximum | Fluoreszenzintensitdt | Relative Position aba-
[nm] [%] sic site*
E/CS 617 100 -
E/A6 617 79 0
E/A7 616 94 +1
E/A8 615 104 -1
E/A9 615 95 +2
E/A10 616 105 -2

* siehe Tabelle 3-1

Das Fluoreszenzmaximum zeigt kaum eine Verschiebung in den einzelnen Duplexen, das

Loschverhalten zeigt folgende Tendenzen: Die grofte Loschung der Fluoreszenz findet sich
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bei E/A6, der die mismatch site als Gegenbase zum Ethidium trégt. Fiir die {ibrigen Duplexe
gilt: Befindet sich die abasic site in 5’-Richtung vom artifiziellen Nukleotid aus betrachtet, so
ist die Fluoreszenz schwécher als in E/CS5, liegt die Modifikation in 3’-Richtung vom Ethidi-
umbaustein, so erhoht sich die Emission im Vergleich zum match-Duplex. Dabei spielt es
keine Rolle, ob sich die fehlende Nukleobase in unmittelbarer Nachbarschaft zum Chro-

mophor oder weiter davon entfernt findet.

3.3 Zusammenfassung der Untersuchung des Ladungstransfers in

Oligonukleotiden

Der Elektronentransfer in PydU-haltigen Oligonukleotiden vollzieht sich in einem mehrstufi-
gen Prozess. Aus zeitaufgelosten Messungen konnte gezeigt werden, dass sich nach der pho-
tochemischen Anregung des PydUs ein ladungsgetrennter Zustand ausbildet, der aus dem
Pyrenylradikalkation und dem elektronisch stark gekoppelten Uridinradikalanion besteht. Das
Uberschusselektron des Uridinradikalanions kann auf ein im Basenstapel benachbartes Thy-
midin iibertragen werden. Dieser Elektronentransferprozess fiihrt zu einer Loschung der Fluo-

reszenz des PydU-Nukleotids.

Der Einbau einer abasic site in den Komplementirstrang zu einer PydU-haltigen DNA-Se-
quenz fiihrt zu einer Verbesserung der Ladungstransfereigenschaften des modifizierten Oligo-
nukleotids im Vergleich zu einem herkdmmlichen Duplex. Das zeigt die Komplexitit der
Wechselwirkungen des PydUs mit den Nukleotiden der DNA, die eine Revision der ur-
spriinglichen Modellvorstellung notwendig machen. Vor allem die Beobachtung der Fluores-
zenzeigenschaften hilft dabei zu verstehen, wie sich PydU tatsdchlich in der DNA verhilt.

Die durch das kiinstliche Nukleotid hervorgerufene Stérung erstreckt sich mindestens tiber
zwel Basenpaare in jede Richtung. Dabei scheint die Storung an der Stelle der direkten Ge-
genbase selbst sehr gering zu sein. Das zeigen die groen Ahnlichkeiten in den UV-Vis-, CD-
und Fluoreszenzdaten von D3/A1 und D3/C3.

Die Auswirkungen in der Entfernung von zwei Basenpaaren sind ein wenig schwécher als in
direkter Nachbarschaft zum PydU. Das Fehlen eines intakten Basenpaares an diesen beiden

Positionen fiihrt zu einer Destabilisierung der Duplexe D3/A4 und D3/AS, was sich in einem



3 Ladungstransfer in Oligonukleotiden 77

erniedrigten Schmelzpunkt zeigt. Die Absorptionsbande der Duplexe wird schmaler und das
Emissionsmaximum verschiebt sich zu kleineren Wellenldngen. Das deutet darauf hin, dass
zum einen in der Absorption im regulidren Duplex Grundzustandswechselwirkungen von
PydU mit benachbarten Basenpaaren in groferer Entfernung eine Rolle spielen und zum an-
deren, dass die Pyrengruppe nicht durch eine (teilweise) Interaktion mit dem Basenstapel in
threr Dynamik eingeschrankt ist.

In direkter Nachbarschaft zum PydU wird die stark asymmetrische Ausrichtung des artifi-
ziellen Bausteins sichtbar. Ein intaktes Basenpaar in 5’-Richtung ist Voraussetzung fiir einen
effizienten Ladungstransfer. Deswegen ist die Fluoreszenzloschung in D3/A2 im Vergleich zu
D3/A3 um einiges geringer. Befindet sich in 3’-Richtung freier Platz, so fiihrt das zu einer
sprunghaften Verbesserung der Elektronentransfereffizienz wie an der Fluoreszenzintensitét
von D3/A3 abgelesen werden kann. Auch hier gehen die schlechteren Ladungstransfereigen-
schaften mit einer Verschiebung des Emissionsmaximums zu kleineren Wellenldngen einher.
Die schmalen Absorptionsbanden der Duplexe D3/A2 und D3/A3 zeigen, dass auch hier ein
gewisser Anteil an Grundzustandswechselwirkung durch die Interaktion von PydU mit dem
Nachbarbasenpaar fehlt. Interessanterweise weist dabei die Lage des Absorptionsmaximums
bei hoherer Wellenlédnge (D3/A3) direkt auf die Anwesenheit einer intakten Umgebung in 5°-

Richtung und somit indirekt auf die Effizienz des Elektronentransfers hin.

Richtung des Elektronentransfers

A---1----T
entscheiden tber — | T---{----X
Stabilitdt des Duplexes
A---1----X
sehr geringer Einfluss auf
Py——dU==="""-" X Elektronentranfer
A----=i-- X )<«———— freier Raum hier
ermOglicht PydU
J optimale Konformation
T Y
|
¢ s
3 5

Abbildung 3-13: Schematische Zusammenfassung der wichtigsten Strukturparameter von PydU in DNA.
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Die Erkenntnisse iiber die Struktur der Ethidium-Duplexe lassen sich kurz zusammenfassen.
Komplexe Grundzustandswechselwirkungen mit benachbarten Basenpaaren spielen hier die
entscheidende Rolle. Die Fluoreszenzeigenschaften werden im Wesentlichen bestimmt durch
das unterschiedliche Ausmass an Interkalation in den Basenstapel. Dabei hat die Gegenbase
diesbeziiglich den grofiten Einfluss. Vermutlich wird in diesen Duplexen die Gegenbase her-
ausgedreht und dadurch die Struktur lokal stark gestort. Befindet sich dagegen freier Platz an
dieser Stelle, so kann das Ethidium besser interkalieren. Das Ethidiumnukleosid liegt unsym-
metrisch zwischen den beiden Nachbarbasen und wechselwirkt mit den Basen in 5’-Richtung
starker. Insgesamt betrachtet ist der Einfluss einer abasic site auf die spektroskopischen Ei-

genschaften des Ethidiumnukleosids jedoch sehr gering.
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4 Ladungstransfer zwischen Oligonukleotiden und Pepti-

den

Zur Untersuchung des Ladungstransfers in Peptid-DNA-Systemen bendtigt man ein Donor-
Akzeptor-System, in dem der Ladungsdonor in die DNA integriert und der Ladungsakzeptor
an ein Peptid gebunden wird oder umgekehrt. Dabei miissen die Verdnderungen mindestens
eines Teils des gewdhlten Systems mit moglichst einfachen Methoden verfolgt werden kon-

nen.

Das erste Ziel im Rahmen dieser Arbeit bestand darin, einen Elektronenakzeptor zu finden,
der sich an ein Peptid ankniipfen und eventuell auch in DNA einbauen lisst. Diese Peptid-
DNA-Systeme werden dann mit verschiedenen Methoden untersucht. In einem zweiten
Schritt soll der Ladungsakzeptor schliesslich in Form eines Peptid-DNA-Konjugates kovalent
an ein Oligonukleotid gekniipft werden. Im Sinne einer modernen Synthesestrategie ist es
dabei wiinschenswert, wenn sich sowohl die modifizierten Peptide mittels SPPS als auch die

Peptid-DNA-Konjugate mit einem Festphasenprotokoll darstellen lassen konnen.

4.1 Wahl des Elektronenakzeptors

Fiir die Modifikation von Oligonukleotiden stehen in unserer Arbeitsgruppe eine Reihe von
photochemisch anregbaren Ladungsdonoren (sowohl oxidative als auch reduktive) zur Verfi-
gung, mithilfe derer der Ladungstransport untersucht werden kann (vgl. Kapitel 2.1.2.7). Da-
bei stellen das PydU (1) als synthetisch gut zugénglicher Baustein fiir den Elektronentransport
und das Ethidiumnukleosid als potentieller Loch- und Elektronendonor die wichtigsten DNA-
Modifikationen dar.

Der Elektronenakzeptor soll deshalb ein Reduktionspotenial besitzen, dass es ihm ermdglicht,
Elektronen von diesen vorhandenen modifizierten Nukleotiden aufzunehmen. Sein Absorpti-
onsspektrum soll sich deutlich von dem des Ladungsdonors unterscheiden, damit letzterer
selektiv angeregt werden kann. Der Akzeptor soll synthetisch leicht zugidnglich und fiir den

Einbau in Peptide und Peptid-DNA-Konjugate geeignet sein.
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Methylviologen erfiillt die spektroskopischen Anforderungen. Entsprechende Vorversuche
sollen nun zeigen, ob es tatsdchlich als Elektronenakzeptor fiir modifizierte Oligonukleotide
geeignet ist und in den geplanten Versuchen zum Ladungstransfer zwischen Oligonukleotiden

und Peptiden eingesetzt werden kann.

4.1.1 Methylviologen als Elektronenakzeptor

Methylviologen (N,N’-Dimethyl-4,4’-bipyridiniumdichlorid, Handelsname: Paraquat) und
seine Derivate stellen sehr potente Herbizide dar. Durch ihr starkes Oxidationsvermdgen fiih-
ren sie bereits in geringen Dosen innerhalb kurzer Zeit zum Absterben von Pflanzen. Durch
ihre einfache synthetische Zuginglichkeit und die kostengiinstigen Ausgangsstoffe entwik-
kelten sie sich zu sehr begehrten Pflanzenschutzmitteln.?*%"!

Ihre Wasserloslichkeit und ihre Toxizitét auch fiir hohere Organismen macht sie zu sehr stark
wassergefahrdenden Stoffen. Diese extrem umweltgefdhrdenden Verbindungen werden des-
halb heute in den Industriestaaten nicht mehr eingesetzt. Methylviologen und seine Derivate
konnen beim Menschen Parkinson ausldsen. Die genauen Mechanismen dafiir sind bislang

unbekannt,2%% 307!

N,N’-Dimethyl-4,4’-bipyridiniumdichlorid stellt aufgrund seines Redoxpotentials (-0.3 V)i#*%
einen starken Elektronenakzeptor dar. Es reagiert oxidierend genug, um sowohl von PydU als

auch vom Ethidiumnukleosid ein Elektron aufzunehmen.

Abbildung 4-1: Struktur des Methylviologens. Das Kation wird als
MV?" abgekiirzt, die Art des Anions wir in der Regel nicht angegeben.

Durch die elektrostatische Anziehung zwischen dem Dikation des Methylviologens und dem
negativ geladenen Phosphatriickgrat der DNA bindet der Elektronenakzeptor sehr stark an das
Molekiil. Die beiden Pyridinium-Ringe im Dikation stehen etwa in einem 40°-Winkel zuein-

[

ander, des Monoradikalkation ist planar.”*®**! Diese Struktur verhindert ein Interkalieren des

Dikations in den Basenstapel.
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Das Bipyridinium-Salz besitzt gute Voraussetzungen, um als Elektronenakzeptor in einem
Peptid-DNA-System eingesetzt zu werden. Methylviologen wurde bereits in zahlreichen Ar-
beiten als nicht kovalenter Elektronenakzeptor in DNA-Systemen verwendet. Als Elektronen-
donor diente dabei interkaliertes Ethidiumbromid. Wurde dieses photochemisch angeregt, so
kam es zu einem Elektronentransfer auf das am Phopshatriickgrat der DNA sitzende Methyl-

Viologen.[m’ 178,310, 311]

4.1.2 Vorversuche

Vorversuche mit nicht kovalent gebundenem Methylviologen und donorsubstituierter DNA
sollen zeigen, ob sich der Elektronentransfer in der erwarteten Loschung der Fluoreszenz des

Elektronendonors auswirkt.!'”’

I Die Auswertung der Fluoreszenzloschexperimente erfolgt
mittels der sog. Stern-Volmer-Auftragung. Dabei wird in doppelt logarithmischer Auftragung
das Verhéltnis der maximalen Fluoreszenzintensitidt des Elektronendonors (Iy) zur Fluores-
zenzintensitidt mit der entsprechenden Elektronenakzeptormenge (I) gegen die zugegebene

Menge an Quencher dargestellt.

Eine erste Versuchsreihe benutzt den nicht kovalent gebundenen Elektronendonor Ethidi-
umbromid, der in eine statistische DNA-Sequenz interkaliert und nicht kovalent gebundenes
Methylviologen, das sich an das Riickgrat der DNA anlagert. Beobachtet wird der Riickgang

der Ethidiumfluoreszenz.
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Abbildung 4-2: Stern-Volmer-Auftragung von Ethidiumbromid-dotierter DNA in 10 mM NaP;
(pH 7) mit Methylviologendichlorid als Fluoreszenzquencher (Ae,. =500 nm). Als DNA-Sequenzen
werden poly(dAdT) (0.5 mM) und poly(dGdC) (0.6 mM) verwendet. Diese werden mit 0.1 bis 5
puM Ethidiumbromid versetzt und anschlieend mit Methylviologendichlorid titriert.
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Das System aus Ethidiumbromid als Elektronendonor und Methylviologendichlorid als
Elektronenazeptor wirkt auf GC- und AT-reiche Oligonukleotidsequenzen leicht unterschied-
lich. Das dichtere Wasserstoffbriickennetz begiinstigt in GC-reichen Sequenzen den Elektro-
nentransfer zwischen dem interkalierenden Ethidiumbromid und dem am DNA-Riickgrat sit-

zenden Elektronenakzeptor.

Eine zweite Reihe von Versuchen testet, welche vorhandenen Donor-modifizierten Oligo-
nukleotide sich prinzipiell fiir Fluoreszenzloschexperimente mit Methylviologenderivaten
eignen. Exemplarisch wurden dafiir die PydU-enthaltenden Duplexe D1/C1, D2/C2, D3/C3
und B/C8 sowie der PtzdU-enthaltender Duplex Z1/C9 untersucht. Mit allen verwendeten
modifizierten Oligonukleotiden ldsst sich ein Elektronentransfer auf das nicht kovalent ge-
bundene Methylviologen nachweisen. Abbildung 4-3 und Abbildung 4-4 enthalten dieselbe
Information, links als Stern-Volmer-Plot, rechts als Auftragung der Restfluoreszenz. Aus
Griinden der Anschaulichkeit werden die Daten aus den Fluoreszenz-Experimenten in den
folgenden Abschnitten nicht als Stern-Volmer-Diagramme, sondern als Fluoreszenzintensité-
ten gegen zugegebene Quenchermenge aufgetragen. Um diese beiden Auftragungsmethoden

im direkten Vergleich zu sehen, sind sie an dieser Stelle gegentiibergestellt.

2
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¢ (MVCL) [eq] c(MVCL,) [eq]
Abbildung 4-3: Stern-Volmer-Auftragung von Abbildung 4-4: Normierte Fluoreszenz von 5
5 uM Duplexen in 10 mM NaP; uM Duplexen in 10 mM NaP; (Z1/C9 fehlt

aufgrund der geringen absoluten Fluoreszenz)

Die Untersuchungen ergeben, dass Methylviologen unabhéngig von der Art des Elektronen-
donors als Akzeptor eingesetzt werden kann. An der Steigung beider Graphen erkennt man
deutlich, dass das PydU-haltige System D3/C3 am besten fiir die Untersuchung der Fluores-
zenzldschung geeignet ist. Zum einen besitzt es eine sehr hohe Grundfluoreszenz und zum

anderen spricht es sehr sensibel auf die Anwesenheit des Elektronenakzeptors an.
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4.1.3 Methylviologen in DNA

Da zum einen in den Vorversuchen die Eignung des Methylviologens als Elektronenakzeptor
unter Beweis gestellt wurde, und zum anderen durch Alkylierung von 4,4’-Bipyridin sehr
einfach verschiedene Derivate vom Methylviologentyp[312’ 313 dargestellt werden kdnnen,
wurde der Versuch unternommen, ein artifizielles Nukleosid des Methylviologens zu synthe-
tisieren. Damit lieBe sich das vorhandene Repertoire an im Sichtbaren spektroskopierbaren
Elektronendonoren in der DNA erweitern, da Methylviologen selbst im Sichtbaren kaum ab-
sorbiert. Sobald es aber ein Elektron aufnimmt und zum radikalischen Monokation wird, farbt
es sich tiefblau (Aya= 603 nm, €503nm =12000 M'lcm'l)[3 11 Dieses Radikal ist aufgrund seiner
Mesomeriestabilisierung sehr langlebig und unter geeigneten Bedingungen (v. a. Sauerstoff-
ausschluss) tiber mehrere Tage in Losung stabil. Dieses Reaktionsprodukt wiirde sich auch in

einem Oligonukleotid zeitaufgeldst beobachten lassen.

Typl —ﬁl _ T ﬁ gz X = ODMT
N\ / \ n Y = OPA
Y X
X = ODMT
TypII Y—C )’N / \ >‘X Y =OPA
\ / X =Y = COOH, Br, I
X = OPA
Typ I
P \ / \ /N c }—x X = COOH, Br, I

Abbildung 4-5: Klassifizierung der Methylviologenbausteine zum Einbau in die DNA. Typ I enthélt eine Diol-
Einheit, die als Mimetikum fiir die 2'-Desoxyriboseeinheit eines natiirlichen Nukleotids dient. Uber die Linge n
des Linkers ldsst sich die Flexibilitdt des Molekiils bei der Interaktion mit dem Basenstapel beeinflussen. Typ 11
stellt eine an beiden Pyridinringen funktionalisierte Variante von Typ I dar. Als Alternative zur direkten
Inkorporation des artifiziellen Nukleotids dient die symmetrische Substitution mit Carboxylfunktionen oder
Halogeniden, die an 5'-terminal aminomodifizierte Oligonukleotide angekniipft werden konnen. Die zweite
Funktionalitidt kann dabei zur kovalenten Anbindung des N-Terminus eines Peptids dienen und somit die
Synthese eines Oligonukleotid-Peptid-Konjugates ermoglichen. Typ III ist eine Variante von Typ II, die nur

eine terminalen Ankniipfung an DNA erlaubt.

Es ist eine Reihe von Ansitzen zur Darstellung Methylviologen-modifizierter Oligonukleotide
denkbar. Die zweifache N-Alkylierung des Bipyridins ist notwendig, um die leichte Redu-
zierbarkeit des Methylviologenderivats zu erhalten.”'* *'® Das Ziel besteht darin, an ein N,N'-

dialkyliertes Bipyridin reaktive Gruppen anzubringen, die die direkte Kupplung wéhrend der
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DNA-Festphasensynthese erlauben. Alternativ kdnnen Funktionalitdten an dem Bipyridinde-

148, 317-320] an der

rivat eingefiihrt werden, die eine Kupplung mit 5’-OH-modifizierter DNA!
festen Phase ermoglichen. Fiir diese 5’-terminale Ankniipfung ist nur eine funktionelle
Gruppe an einem Derivat des N-Methyl-4,4'-bipyridin (6) notig.

3213221 Dy sich bei der schrittweisen

Es gelang die Darstellung verschiedener Derivate.
Alkylierung des Bipyridins die Polaritdt von Edukt und Produkt sehr stark unterscheiden, 14sst
sich bei geschickter Wahl des Losungsmittels ein Ausfallen des Produkts aus der Reaktionslo-
sung erreichen. Dies verhindert eine Zweifach-Alkylierung an beiden Pyridinringen und fiihrt
zu einer Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts auf die Produktseite. In der Regel spielt
es kaum eine Rolle, in welcher Reihenfolge die Alkylsubstituenten an den N-Positionen ein-

geflihrt werden. Methylsubstituiertes Bipyridin ist ein hinreichend reaktives Edukt fiir eine

weitere Alkylierung.

S— — COOH
R o
_ — vooe—r’  \ /m)\ /
y _ _
a2 " \on ANIV/ZR\ /'i?\j

. i
\ %h( coon

k g T

N - N5 L A I Yy
S W/ M "/ (9)\ S\ oo
f
Jm / ? \Hoocy —\_/
N AU
jTﬁ\‘\ pan\ /ﬁeﬁ\; — —ﬁ ® COOH
| _— S—
x - ¢ HOOC\; — —
) : )
W]
Br — = — — COOH
—. B Ve
el S OS W

13) (10)

Abbildung 4-6: Ubersicht iiber die dargestellten Verbindungen. a: CH;I, DCM, 24 h, RT (76%), b:
CH,BrCOOH, Ethanol, 3 d, RT (6%), ¢: CH,CHCOOH, CHCl;, 48 h, RT (63%), d: CH,BrCH,CH,Br,
MeCN, 48 h, rx (22%), e: CH,ICH,CH,I, MeCN, 48 h, rx (0%), f:1. CH,BrCOOH, CHCI;, 60 h, RT, 2.
HCl/Aceton (6:1) (40%), g: CH,BrCH,COOH, DCM, 30 h, rx (27%), h: CH,BrCH,CH,COOH, DCM, 48 h,
rx (0%), i: 1. CH,CHCOOH, CHClIs, 60 h, RT, 2. HCIl/Aceton (6:1) (100%), j: CH,BrCH,CH,OH, MeCN, 7
d, RT (47%), k: CH,ICH,CH_I, 60 h, RT (96%), 1: CH,ICH,CH,I, 60 h, RT (0%), m: CH,ICH,CH,I, MeCN,
18 h, RT (59%).



4 Ladungstransfer zwischen Oligonukleotiden und Peptiden 85

Die Verbindungen zeichnen sich durch einen ausgepriagten Salzcharakter aus, v. a. die dialky-
lierten Verbindungen sind in stark polaren Lésungsmitteln 16slich (DMSO, H,O). Die ersten
Verbindungen, mit denen versucht wurde, sie fiir den Einbau in DNA zu modifizieren, waren
hydroxylierte Verbindungen vom Typ I und II. Bei der Tritylierung dieser Bausteine traten
jedoch erstmals schwerwiegende Probleme mit der Stabilitdt der Verbindungen auf. Da diese
Reaktionen in Pyridin durchgefiihrt wurden, Methylviologenderivate unter basischen Bedin-
gungen aber instabil sind, kam es zu unerwiinschten Nebenreaktionen.

Die aus der Literatur bekannten Zerfallsreaktionen der Bipyridinderivate im Basischen!®'* ***!
sind in Abbildung 4-7 zusammengefasst. Bei einem pH > 8 finden zwei Nebenreaktionen
statt. Dabei handelt es sich um die Dealkylierung (I) und die Hydroxylierung (II) der Dialkyl-
verbindung A. Durch Disproportionierung bilden sich dann das tiefblaue Monoradikalkation
der Bipyridinderivate und chinoide Verbindungen. Diese Reaktionen lassen sich nicht verhin-
dern und fiihren selbst bei Sauerstoffausschluss innerhalb kurzer Zeit zu unerwiinschten Fol-
geprodukten. Die chinoiden Nebenprodukte zeigen eine sehr charakteristische intensiv blaue

Fluoreszenz.

_ ®
O/ \/

}
an —N = N
(A)

2(A) + (B) +

Abbildung 4-7: Schematische Darstellung der im Basischen ablaufenden Zerfallsreaktionen
dialkylierter Bipyridine. Reaktion I fiihrt zur Dealkylierung, Reaktion II zur Hydroxylierung der
dikationischen Verbindung. Das hydroxylierte Produkt B disproportioniert mit A zu dem tiefblau

gefarbten Monoradikalkation und chinoiden Bipyridinderivaten.

Diese Zerfallsreaktionen lassen sich bei allen synthetisierten Verbindungen beobachten. Das

deutlichste Anzeichen fiir Nebenreaktionen stellt dabei die Blauverfarbung der Reaktionslo-
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sung bei Zugabe einer Base dar. Diese Farbreaktion wurde im Rahmen dieser Arbeit sogar als
zuverldssige Nachweismethode fiir zweifach alkyliertes Bipyridin genutzt. Bipyridin selbst
und die monoalkylierte Verbindung 6 zeigen bei Zugabe einer Base, z. B. Piperidin keine
Reaktion. Durch Entnahme eines Tropfens Reaktionslosung und Hinzufiigen einer Base ldsst
sich ermitteln, ob z. B. bei einer Alkylierungsreaktion schon gewiinschtes zweifach alkyliertes
Produkt entstanden ist oder ob die Reaktionslosung wéhrend der SPPS noch intaktes Methyl-
viologenderivat enthdlt (s. Abschnitt 4.1.4). Dabei reicht schon eine geringe Menge an
Molekiilen, um eine sichtbare Blaufarbung hervorzurufen.

Wie bei Netzel et al. beschrieben**

, wird aufgrund der extremen Instabilitdt im Basischen
der Einbau von Methylviologen-Derivaten als artifizielle Nukleoside in der konventionellen
DNA-Festphasensynthese unmdglich. Verdffentlichungen, die derartig modifizierten DNA-
Stringe synthetisiert haben wollen, lassen eine eindeutige massenspektrometrische Analytik

(3253261 Methylviologenderivate

der dargestellten modifizierten Oligonukleotide vermissen.
sind als kiinstliche DNA-Bausteine nur zu realisieren, wenn sie z.B. an bereits abgespaltene,
sdurelabil geschiitzte DNA-Oligomere 3’- oder 5’-terminal gebunden werden, bzw. in einer
alternativen Form der DNA-Festphasensynthese terminal angekniipft und anschlieend unter
sauren Bedingungen abgespalten werden. Die synthetischen Voraussetzungen fiir den kova-
lenten Einbau in Oligonukleotide sind extrem schwierig, da sie nur einen sehr begrenzten pH-
Bereich zulassen: Ist der pH-Wert zu niedrig, setzt man die DNA der Depurinierung aus, ist er
ein wenig liber neutral, so bildet sich das Monoradikalkation, das sich der beschriebenen Fol-

gechemie unterzieht. Die beobachtete Basenintoleranz ist der Grund, warum auf die Darstel-

lung dieses Elektronenakzeptors zur Modifikation von DNA verzichtet wurde.

4.1.4 Methylviologen in Peptiden

Bei der Ankniipfung von Methylviologenderivaten an Peptide lassen sich extrem basische
Bedingungen vermeiden. Dazu sollten diese N-terminal an kurze Peptide gekuppelt werden.
Diese Verkniipfung ldsst sich am einfachsten durch eine Amidbindung mit einem carboxy-
lierten Derivat realisieren (vgl. Typ I in Abbildung 4-5). Durch den Einsatz einer an beiden
Pyridinringen reaktive Bipyridinverbindung (Typ II) ist auch die Darstellung eines Peptid-

DNA-Konjugates denkbar: Oligonukleotide lassen sich an der festen Phase mit einem Ami-
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nolinker versehen, an den eine Carbonsdure bzw. der C-Terminus eines Peptids gekuppelt

148. 3173201 Gelingt diese Reaktion auch mit einem Oligonukleotid in Lsung, so

werden kann.|
wire damit die Synthese methylviologenhaltiger Peptid-DNA-Konjugate mdglich. Auch die
Aktivierung einer primédren Alkoholfunktion mit CDI liee sich verwenden, um eine kova-

lente Ankniipfung an eine aminomodifizierte DNA zu erreichen.!'*>**"]

Die Zielmolekiile fiir die Modifikation von Peptiden und fiir die Darstellung von Peptid-

DNA-Konjugaten gliedern sich in zwei Gruppen:

= N-Methylierte Bipyridine, die eine Carboxyl-, Halogenid- oder Hydroxygruppe tragen,
lassen sich iiber Amidkupplung, Alkylierung oder Aktivierung des Alkohols mit CDI an
den N-Terminus eines Peptids an der festen Phase kuppeln.

= Tragen diese Peptid-Methylviologenderivate statt einer Methylgruppe eine funktionali-
sierte Seitenkette (COOH, NH,, OH, Halogenid), so lassen sich damit Peptid-DNA-Kon-

jugate darstellen.

Die in Abbildung 4-6 abgebildeten Verbindungen eignen sich prinzipiell alle fiir die Darstel-
lung modifizierter Peptide. Die wichtigste Rolle spielen jedoch die carboxylierten Verbindun-
gen 7-11. Die Synthese der Propylsdurederivate 10 und 11 durch die Umsetzung mit Acryl-
sdure erwies sich als besonders effizient. Die unterschiedlich langen Alkylketten verleihen
den Molekiilen verschiedene Flexibilitét, was in der SPPS zu geringerem sterischen Anspruch
bei der Kupplung und somit hoherer Ausbeute fithren kann.

Ein Problem bei der Einfithrung von Carboxylgruppen in Bipyridinderivate ist die Protonie-
rung und damit die Inaktivierung Stickstoffatoms des Bipyridinringes, an dem die Substitu-
tion stattfinden soll. Aus diesem Grund kann nicht mit zu hohem Uberschuss an Carbonsiure
gearbeitet werden. Die Darstellung veresterter Carboxylderivate des Bipyridins umgeht das
Protonierungsproblem. Allerdings erfordert die Esterspaltung in der Regel basische Bedin-
gungen. Auf die Optimierung dieser Syntheseroute wurde vorerst verzichtet, da zuerst die
erfolgreiche Ankniipfung eines carboxylierten Methylviologenderivats wie 10 oder 11 in der

SPPS gezeigt werden sollte.

In ersten Versuchen wurden die Peptide KKK, KYK und KWK fiir die terminale Ankniip-
fung nach der Fmoc-Strategie synthetisiert. Die Fmoc-Gruppe der letzten Aminosidure wurde
im Basischen abgespalten und gewaschen, dann wurde versucht, 10 oder 11 {iiber die

HOBt/TBTU-Methode an den freien N-Terminus des Peptids zu kuppeln. Die Abspaltung
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vom TCP-Harz erfolgte im Sauren und geféhrdete somit die Stabilitit des Bipyridinium-Sal-

zes nicht.

Die kovalente Ankniipfung der carboxylierten Methylviologenderivats an die terminale Ami-

nofunktion gelang nicht. Das hat zwei Griinde:

= 10 und 11 sind nur noch in sehr polaren Losungsmitteln 16slich, in diesen quillt jedoch das
verwendete TCP-Harz nicht mehr ausreichend. Auch der Versuch, die Kupplungseffizienz
durch andere Reagenzien zu erhdhen (Wechsel von HOBt/TBTU in NMP auf EDCI in
DMF/H;0), um den Oberflachenverlust am TCP-Harz zu kompensieren, brachte keinen
Erfolg.

= Das Design des angestrebten DNA-Peptid-Assays erfordert die Einfiihrung mindestens
eines Lysinrestes (bzw. einer basischen Aminosdure) in das Peptid. Dessen Basizitét reicht

jedoch aus, um den Methylviologenrest zu zerstoren.

Obwohl sich Methylviologen in ersten nicht kovalenten Vorversuchen als Eletronenakzeptor
fiir donormodifizierte Oligonukleotide erwiesen hat, eignet es sich aufgrund seiner extremen
Instabilitdt im Basischen weder fiir den Einsatz in der DNA-Festphasensynthese noch fiir die

Derivatisierung des N-Terminus kurzer basischer Peptide.

4.1.5 Para-Nitrobenzoesiure als Elektronenakzeptor

Methylviologenderivate lassen sich nicht kovalent mit Oligonukleotiden verkniipfen, und ihre
Derivate von Lysin-haltigen Peptiden sind in Losung nicht stabil. Aus diesen Griinden wurde
auf einen anderen Elektronenakzeptor ausgewichen.

Die Voraussetzungen fiir einen geeigneten Elektronenakzeptor zur Untersuchung des La-
dungstransfers zwischen Peptiden und DNA sind also nicht nur das richtige Reduktionspoten-
tial, sondern auch ausreichende chemische Stabilitit und Kompatibilitit beziiglich der Bedin-
gungen der SPPS und der DNA-Festphasensynthese. Eine Verbindung, die diese Vorausset-
zungen erfiillt, ist die para-Nitrobenzoesiure (4-Nitrobenzoesdure, pNB) mit einem Redukti-

onspotential von -0.46 V.[2°%2%]
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Diese kommerziell erhiltliche Verbindung ist in einem grofen pH-Bereich bestindig und
zeigt unter den Bedingungen der SPPS keine Tendenz zu Nebenreaktionen. Sie ist in wissri-
gen Peptidldsungen stabil, unabhéingig davon, ob basische Aminoséureseitenketten vorhanden
sind oder nicht. Da sie ebenfalls unter den Abspaltbedingungen der DNA-Synthese intakt
bleibt, eignet sie sich auch zur Darstellung von Peptid-DNA-Konjugaten. Fiir die Entwicklung
eines artifiziellen Nukleotids zur Ergdnzung des bestehenden Arsenals ist sie allerdings nicht

geeignet, da sie nicht fluoresziert.

O,N COOH

Abbildung 4-8: Struktur der para-Nitrobenzoesédure (pNB)

In den im Folgenden beschriebenen Experimenten zur Untersuchung des Ladungstransfers
zwischen Peptiden und Oligonukleotiden werden mit der pNB-Gruppe N-terminal modifi-
zierte Peptide eingesetzt, die sich ohne Probleme iiber konventionelle SPPS herstellen lassen.

Ihre Synthese ist in Kapitel 2.2.4 beschrieben.
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4.2 Untersuchung der Fluoreszenzléschung in nicht kovalenten

Peptid-DNA-Komplexen

Ein Ladungstransfer zwischen einem Oligonukleotid und einem Peptid kann nur erfolgen,
wenn beide Komponenten miteinander in Wechselwirkung treten. Dabei reichen nicht kova-
lente Interaktionen aus. So bewirken Aminosduren mit positiv geladenen Seitenketten (Lys,
Arg) die Bindung eines Peptids an das Zucker-Phosphatriickgrat der DNA. Aromatische
Aminoséuren (z.B. Phe, Trp, Tyr), die von zwei Lysinen flankiert sind, interkalieren mit ihren

(232241] Dyjese Schnittstelle zwischen

Seitenketten in den Basenstapel von Oligonukleotiden.
Peptid und DNA muss an einem intermolekularen Transport der Ladung vom Donor zum
Akzeptor beteiligt sein. Da sowohl die Geometrie des Peptids als auch die Struktur des Do-
nors in der DNA iiber die Qualitit der Bindung und somit auch die Ladungstransfereigen-
schaften entscheiden, werden verschiedene Donoren in den Oligonukleotiden mit akzeptor-
modifizierten und unmodifizierten Peptiden untersucht. Dabei werden Versuchsreihen mit

Oligolysinen, mit aromatischen Seitenketten tragenden Peptiden und schliesslich mit eventu-

ell zu einer kovalenten Verkniipfung fiihrenden Peptiden unternommen.

Messungen der Absorption und Fluoreszenz eines Chromophors stellen einfache und schnelle
Mittel dar, die elektronischen Verdnderungen eines Peptid-DNA-Systems zu beobachten. Wie
bereits in Kapitel 2.1.2 dargestellt, fithren Ladungstransferprozesse in der Regel zu einer Lo-

schung der Fluoreszenz eines entsprechend modifizierten Oligonukleotids.

Im Folgenden werden verschiedene Donor-Akzeptor-Systeme untersucht. Beim Ladungsak-
zeptor handelt es sich entweder um para-Nitrobenzoesdure-Gruppen oder um Aminoséure-

seitenketten, die jeweils nicht kovalent an die DNA gebunden sind.

Bei den Experimenten zur Fluoreszenzloschung wird einer DNA-Duplexldsung eine Losung
des Akzeptors in der entsprechenden Menge zugegeben und anschlieBend die Absorption und
die Emission bestimmt. Fiir die Bestimmung des Bindungsmodus mittels CD-Spektroskopie
wird analog verfahren. Eine Auftragung der integrierten und absorptionskorrigierten Fluores-
zenz gegen die zugegebenen Quenchermenge ermoglicht den Vergleich der Loscheffizienz

und ldsst somit Riickschliisse auf die Ladungstransfereigenschaften des Donor-Akzeptor-
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Systems zu. Um die Zuverldssigkeit der Messungen zu erhdhen, wird tiber mehrere Titrations-

reihen gemittelt.

4.2.1 PydU als Elektronendonor

Fiir Fluoreszenzquenchexperimente mit peptidischen und nicht peptidischen Elektronenak-
zeptoren eignet sich PydU aufgrund seiner optischen Eigenschaften sehr gut als Elektronen-
donor in der DNA. Die modifizierten Duplexe sind thermisch &hnlich stabil wie unmodifi-
zierte DNA und die Fluoreszenz des Pyrenrestes 14sst sich bei hoher Quantenausbeute selektiv
anregen (Aexc = 360 nm). Um von einer moglichst hohen Grundfluoreszenz des DNA-Stranges
fiir die Titrationen ausgehen zu konnen, wird der Duplex D3/C3 verwendet (s. Kapitel 3.1).
Als externer Elektronenakzeptor, der nicht kovalent an die DNA bindet, wird die pNB-

Gruppe eingesetzt.

4.2.1.1 Vorversuche mit para-Nitroenzoesdiiure-Methylester

Um zu tiberpriifen, wie stark nicht peptidisch gebundenes pNB die Fluoreszenz des PydU-
haltigen Duplexes 16scht, wird D3/C3 mit dem Methylester der Sdaure (pNBMe) titriert. Der

Ester wird verwendet, um den pH-Wert neutral zu halten. Sein Redoxpotential und das der

freien Saure sind anndhernd gleich.** >
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Abbildung 4-9: Auftragung der absorptionskorrigierte Fluoreszenz (links) und der integrierten
Fluoreszenzintensitit von 5 uM Duplex D3/C3 in 10 mM NaP; (A= 360 nm). Die gestrichelte

Linie bezeichnet den Wert der Fluoreszenzintensitit ohne Quencherzugabe.
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Deutlich ist eine zunehmende Loschung der Fluoreszenz mit steigender Konzentration an
Elektronenakzeptor zu erkennen. Eine Duplexkonzentration von 5 uM reicht aus, um den Ef-
fekt in der Emission klar zu erkennen. Ein Problem dieser Messreihe stellt die schlechte Los-
lichkeit des Methylesters in wéssrigen Losungsmedien dar, so dass nicht bei mehr als 0.5 mM

Konzentration von pNBMe (100 eq) gemessen werden kann.

Die einzelnen Fluoreszenzspektren werden durch die jeweilige Absorption bei der Anre-
gungswellenldnge (360 nm bei PydU) korrigiert. So werden Volumeneffekte durch die bei der
Zugabe erfolgte Verdiinnung kompensiert. Die Auftragung der integrierten korrigierten Emis-
sion (von 390-630 nm) reduziert Effekte, die bei der Verwendung des Maximums der Emissi-
onsintensitdt als MaB flir die Fluoreszenzloschung stéren, wie z. B. leichte Verschiebungen
des Maximums oder eine Verdnderung der Bandenbreite. Diese Effekte treten beispielsweise
bei der Interkalation einer Seitenkette des Peptids auf. Die integrierte Fluoreszenz summiert

letztendlich iiber simtliche die Fluoreszenz betreffenden Einfliisse der Peptid-DNA-Bindung.

Da dieser Vorversuch die erwarteten Resultate zeigt, werden Titrationsreihen mit Peptiden
durchgefiihrt, die zum Teil eine pNB-Gruppe kovalent an den N-Terminus gebunden tragen.
Die entsprechenden nicht modifizierten Peptide dienen jeweils als Kontrolle fiir nicht durch

den Elektronenakzeptor hervorgerufene Effekte.

4.2.1.2 Einfluss von Oligolysinen

Um den Einfluss der elektrostatischen Wechselwirkung auf die Loscheigenschaften der Pep-

tide zu kldren, werden Fluoreszenztitrationen mit pNB-modifiziertem Mono-, Di- und Trily-

sin, sowie unmodifiziertem Trilysin als Kontrolle durchgefiihrt. Die erhaltenen Fluoreszenz-

daten zeigen zwei Effekte:

= Die Effizienz der Fluoreszenzldschung steigt mit einer zunehmenden Zahl an positiv
geladenen Lysinseitenketten an.

= Unmodifiziertes Trilysin wirkt als effektiver Verstarker der Fluoreszenz. Dieser Anstieg
in der Emission riihrt von einer Versteifung der DNA-Konformation durch die Anlage-

rung von Lysinseitenketten her.
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Abbildung 4-10: Fluoreszenzloschung von 5 uM Duplex D3/C3 in 10 mM NaP; (A= 360 nm).

Zum Verstindnis dieser Graphen ist eine Betrachtung des Bindungsmodus der eingesetzten
Peptide erforderlich. Dieser ldsst sich mittels Differenz-CD-Spektroskopie ermitteln. Das
Spektrum des Trilysins weist ein schwaches excitonisches Signal mit einem Nulldurchgang
bei 210 nm auf. Die unspezifische Wechselwirkung der geladenen Lysinseitenketten mit dem
entgegengesetzt geladenen Phosphatriickgrat der DNA ruft einen schwachen, aber eindeutigen
CD-Effekt hervor, der im Bereich der Absorption der Amidbindung liegt und tiber die Summe
der CD-Signale der Einzelsubstanzen hinaus geht. Wie bei den Fluoreszenzspektren bereits
vermutet, bindet Trilysin effektiv an das Riickgrat des Duplexes und fiihrt dadurch zu einem

starken Anstieg in der Emission.

® [mdeg]

ohne Peptid
——KKK
—— pNB-K

—— pNB-KKK

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
A [nm]
Abbildung 4-11: Differenz-CD-Spektrum von 2.5 uM Duplex D3/C3 in

10 mM NaP; und 250 mM NaCl mit 50 uM Peptid.

Die mit pNB modifizierten Oligolysine zeigen starke Signale im Bereich der Absorption der
PNB-Gruppe mit einem Nulldurchgang bei ca. 260 nm. Der aromatische Elektronenakzeptor
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bewirkt eine deutliche Verdnderung des Bindungsmodus im Vergleich zum unmodifizierten
Trilysin. Den Hauptanteil an der im CD-Spektrum sichtbaren Peptid-DNA-Wechselwirkung
tragt offensichtlich die pNB-Gruppe. Das ist ein Hinweis auf eine mdgliche Interkalation des

Aromaten in den Basenstapel.

Die drei Akzeptor-modifizierten Peptide interagieren unterschiedlich mit dem Duplex, was
auf das unterschiedliche Verhiltnis von elektrostatischer zu aromatischer Wechselwirkung
zurlickzufiihren ist. Im Fall des modifizierten Monolysins ist die Bindung an den Duplex sehr
unspezifisch und schwach. Die Differenz-CD-Spektren legen nahe, dass die Wechselwirkung
des Aromaten mit dem Duplex gegeniiber einer elektrostatischen mittels der geladenen Sei-
tenkette beglinstigt wird, da ein Nulldurchgang um die 210 nm (wie im Spektrum des Trily-
sins) fehlt. Das Dilysin mit der pNB-Gruppe zeigt ein weitaus ausgeprigteres CD-Signal um
260 nm als pNB-K. Die Wechselwirkung des Aromaten mit der DNA wird durch die zusitz-
liche geladene Seitenkette weiterhin begiinstigt. Der Bindungsmodus liefert somit eine Erkla-
rung fiir das dhnliche Loschverhalten der beiden Peptide. Im Fall des pNB-KKK zeigen sich
iber die Interaktion des Aromaten hinaus noch Anteile einer elektrostatischen Bindung durch
das Auftreten eines schwachen Signals um 210 nm. Die dritte geladene Seitenkette verstérkt
die pNB-vermittelte Peptid-DNA-Wechselwirkung durch eine zusitzliche mit dem Zucker-
Phosphat-Riickgrat. Dadurch 16scht dieses Peptid wesentlich stérker als die vorher genannten.
Das Zusammenspiel hydrophober und elektrostatischer Interaktionen ist also wesentlich fiir

den reduktiven Ladungstransfer in Duplex-DNA.

4.2.1.3 Peptide mit aromatischen Aminosdiuren

Nach den Ergebnissen aus den Fluoreszenz- und CD-Spektren der Oligolysine werden nun die
zugrunde liegenden Mechanismen fiir den Ladungstransfer zwischen D3/C3 und Peptiden
untersucht, die aromatische Aminosduren enthalten. Aromatische Aminosduren interkalieren
in den DNA-Basenstapel, wenn sie von zwei Lysinen flankiert sind. Ein derartiges aromati-
sches interface beeinflusst den Ladungstransport in einem DNA-Doppelstrang. Der Einfluss
ist besonders stark, wenn das Redoxpotential der Seitenkette ausreicht, in den Ladungstrans-
port einzugreifen. Tryptophan und Tyrosin erfiillen diese Voraussetzung. Sie sind potentielle

Lochakzeptoren fiir die positive Ladung am Pyrenrest des PydUs (s. Kapitel 2.1.3).
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Um einen Vergleich zum Einfluss eines nicht redoxaktiven Aromaten ziehen zu konnen, wer-
den als Kontrolle Peptide mit Phenylalanin als aromatischer Aminosdure herangezogen. Die
Abschitzung der Loscheffizienz erfolgt mit der experimentell ermittelten Kurve des pNB-
modifizierten Dilysins, da hier die Anzahl der elektrostatischen Wechselwirkungen identisch

ist zu den aromatische Seitenketten tragenden Peptiden.
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Abbildung 4-12: Fluoreszenzldschung von 5 pM Duplex D3/C3 in 10 mM NaP; (A= 360 nm).
links: Ubersicht, rechts: VergroBerung (Peptid < 20 eq)

Ihrem Redoxpotential nach sind sowohl Tryptophan als auch Tyrosin in der Lage, die positive
Ladung des Pyrens abzufangen und somit die Fluoreszenz von D3/C3 zu l6schen. Allein
KWK bewirkt einen Riickgang der Emission. KYK beteiligt sich nicht an einem Ladungs-
transfer und fiihrt bei hoheren Konzentrationen zu einem Anstieg der Fluoreszenz. Dieser ist
wie beim Trilysin auf eine Stabilisierung der Duplexstruktur zuriickzufiihren. KFK dagegen,
dessen Redoxpotential nicht ausreichen sollte, ein Elektron an das Pyren abzugeben, fiihrt in
niedriger Konzentration zu einer Fluoreszenzldschung und erst bei mehr als 20 Aquivalenten
zugegebenem Peptid bewirkt es einen Anstieg in der Emissionsintensitét dhnlich dem KYK

und KKK.

KWK, KYK und KFK bewirken eine Blauverschiebung der beobachteten Emission von 476
zu 469 nm, was auf ein Herausdrehen der Pyrengruppe des PydU in D3/C3 durch die Wech-
selwirkung mit der Seitenkette hinweist. Diese Konformationsdanderung des Pyrens bewirkt
eine Verdanderung der elektronischen Kopplung zwischen dem Pyren- und dem Uridinrest und
somit auch eine Verdnderung im Elektronentransferverhalten. Mit pNB als Akzeptor ver-

schwindet dieser Effekt wieder, das Emissionsmaximum bleibt bei 476 nm.
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Abbildung 4-13: Absorptionskorrigierte Fluoreszenz von 5 uM Duplex D3/C3 in 10 mM NaP; (Aexe= 360 nm).
Titration mit KWK (links) und pNB-KWK (rechts)

Das gibt einen Hinweis darauf, dass in den modifizierten Peptiden eine Konkurrenzsituation
zwischen der Einlagerung der aromatischen Aminoséureseitenkette und der Interkalation des

pNB-Restes entsteht.

Alle pNB-tragenden Peptide fiihren ab dem ersten zugegebenen Aquivalent zu einer Lo-
schung der Fluoreszenz. pNB-KYK und pNB-KFK I6schen geringfiigig besser als pNB-KK.
pPNB-KWK 16scht mehr als diese, aber weniger als pNB-KKK. Das Verhalten des Tryp-
tophan-haltigen Peptids erklért sich durch die doppelte Beteiligung am Ladungstransfer. Zum
einen wirkt die Indolgruppe der Aminoséureseitenkette als Lochakzeptor und zum anderen

besitzt das Peptid mit pNB einen Elektronenakzeptor.

Eine Betrachtung der Differenz-CD-Spektren hilft bei der Interpretation der aus der Fluores-

zenzloschung erhaltenen Daten weiter.

6 ——KFK
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Abbildung 4-14: Differenz-CD-Spektrum von 2.5 uM Duplex D3/C3

in 10 mM NaP; und 250 mM NaCl mit 50 uM Peptid.
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Wie bereits bei den Oligolysinen gesehen, zeigen die pNB-modifizierten Peptide ein starkes
CD-Signal im Bereich der pNB-Absorption mit einem Nulldurchgang bei 260 nm. Die Ab-
sorption der aromatischen Seitenketten der Aminosduren liegt ebenfalls in diesem Bereich, so
dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass dieses Signal von der Aminoséure stammt. Ein
Vergleich der Spektren mit denen der Oligolysine liefert aber eine sehr gute Ubereinstim-
mung, so dass man den Hauptanteil des jeweiligen CD-Signals der entsprechenden pNB-

Gruppe zurechnen kann.

Die unmodifizierten Tripeptide KFK und KYK sind sich in den Differenz-CDs &hnlich und
weisen keinen Nulldurchgang auf. Eine auf die Interkalation der aromatischen Seitenkette
hindeutende CD-Bande ist nicht erkennbar. Zwischen 200-225 nm zeigt sich ein starkes ne-
gatives Signal, dass bei KYK eine Schulter aufweist. Dabei handelt es sich um Banden, die
von der Wechselwirkung des entsprechenden Peptids mit dem Phosphatriickgrat des Duplexes
herriihren. Lediglich KWK zeigt ein excitonisches Signal mit einem Nulldurchgang bei 260

nm, das einer in den Basenstapel interkalierenden Indolgruppe zugeordnet werden kann.

Offensichtlich sind in den pNB-modifizierten Peptiden sowohl die aromatischen Seitenketten
als auch der Elektronenakzeptor pNB in der Lage, sich in den Basenstapel einzulagern. Eine
genaue Aussage dariiber ist aber anhand der vorliegenden Differenz-CD-Spektren nicht mog-
lich, da diese nur die Bindungsverhéltnisse bei 20 eq Peptid pro DNA zeigen, wéhrend fiir ein
umfassenderes Bindungsmodell auch Differenz-CD-Spektren bei geringeren Konzentrationen

an Peptid notwendig wéren.

4.2.1.4 Experimente mit Threonin- und Cystein-haltigen Peptiden

Fiir Strangbruchexperimente, die den chemischen Nachweis der Folgeprodukte des Elektro-
nentransfers nutzen (s. Kapitel 4.4), wird eine Gruppe von Tripeptiden wichtig, die Threonin
und Cystein flankiert von zwei Lysinen tragen. Sie sollen, ebenfalls jeweils mit und ohne
pNB-Modifikation als potentielle Nukleophile in Verkniipfungsreaktionen mit modifizierter
DNA dienen. Um vor diesem Hintergrund Informationen iiber die Ladungstransfereigen-
schaften dieser Peptide mit dem Duplex D3/C3 zu gewinnen, werden mit diesen Oligopepti-

den Fluoreszenztitrationen durchgefiihrt.
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Abbildung 4-15: Fluoreszenzloschung von 5 uM Duplex D3/C3 in 10 mM NaP; (A= 360 nm).
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Die nicht pNB-modifizierten Peptide fiihren in hoherer Konzentration zu einer Stabilisierung

des DNA-Duplexes, was sich wiederum in einem Anstieg der Fluoreszenzintensitét zeigt. Die

pNB-tragenden Peptide pNB-KCK und pNB-KTK 16schen die Fluoreszenz, wobei sich der

Kurvenverlauf des Cystein-haltigen Peptids mit der von pNB-KK weitestgehend deckt. Das

Fluoreszenzverhalten mit pNB-KTK zeigt einen flacheren Kurvenverlauf und 16scht entspre-

chend ein wenig schlechter. Die Threonin-haltigen Peptide binden offensichtlich etwas weni-

ger gut an die DNA als die Cystein-haltigen. Ein zusétzlicher Effekt der Threonin- und

Cystein-Seitenketten auf den Ladungstransfer konnte nicht nachgewiesen werden.

Beide Differenz-CD-Spektren zeigen einen dhnlichen Verlauf, wie er von den Oligolysinen

her bereits bekannt ist.
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Abbildung 4-16: Differenz-CD-Spektrum von 2.5 uM Duplex D3/C3
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Um weiteren Aufschluss tiber den Elektronentransfer zwischen Peptiden und Oligonukleoti-
den zu erhalten, werden weitere Ldschexperimente und CD-Bindungsstudien mit anderen

Ladungsdonoren durchgefiihrt.

4.2.2 Das Ethidium-Nukleosid als Elektronendonor

Ein weiterer fluoreszierender Elektronendonor, der in Experimenten mit pNB-haltigen Pepti-
den eingesetzt werden kann, ist das Ethidium-Nukleosidanalogon. Das Reduktionspotential
der pNB-Gruppe reicht aus, um das Ethidium-Kation durch den Entzug eines Elektrons zu
oxidieren. Wihrend es sich im System PydU-pNB um einen Elektronentransferprozess nach
dem Hopping-Mechanismus handelt, kann fiir den Ladungstransfer zwischen Ethidium und
pNB ein Tunnelprozess angenommen werden, der einer weitaus grofleren Distanzabhingig-
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keit unterliegt."®® Somit erlaubt der Vergleich der beiden Donor-Akzeptor-Systeme einen

direkten Vergleich der mechanistischen Modelle.

Samtliche Versuche werden mit Duplex E/C5 durchgefiihrt (vgl. Kapitel 3.2.3), als Gegen-
base fiir das Nukleosidanalogon dient dC.

4.2.2.1 Experimente mit Oligolysinen

Der Ethidium-Chromophor wird in den Fluoreszenztitrationen bei 530 nm Wellenlédnge ange-
regt. Zur Auswertung der Quench-Kurven wird die Emissionsintensitdt von 550-730 nm in-
tegriert. Es wird bei einer Konzentration von 5 uM Duplex gemessen. Wie beim Duplex
D3/C3 wird zunéchst der Einfluss der elektrostatischen Bindung auf das Fluoreszenzlosch-
verhalten von E/CS untersucht.

Nur pNB-KKK und pNB-KK koénnen die Fluoreszenz des Ethidiumduplexes wirksam 16-
schen. Die Loscheffizienz ist aber wesentlich geringer als beim PydU-Duplex D3/C3. Wih-
rend pNB-KKK die Emission um ca. 40 % reduziert (300 eq), liegt der Anteil fiir pNB-KK
bei knapp 10 % (im Vergleich dazu bei D3/C3: 95 % bzw. 80 %). KKK und pNB-K
verstdrken beide die Fluoreszenz des Chromophors. Der Effekt ist dabei fiir das pNB-K hoher
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als fir das KKK. Obwohl die pNB-Gruppe mit einem Di- und Trilysinrest redoxaktiv ist,

fiihrt die Zugabe von pNB-K zu E/CS5 nicht zu einer Loschung der Fluoreszenz.
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Abbildung 4-17: Fluoreszenzléschung von 5 uM Duplex E/C5 in 10 mM NaP; (A= 530 nm).

links: Ubersicht, rechts: VergroBerung (Peptid < 20 eq)

pNB-K interkaliert in den Basenstapel von D3/C3 und fiihrt somit zu einer Fluoreszenzlo-

schung. In E/CS scheint dies nicht zu funktionieren. Moglicherweise tragt die positive La-

dung des Ethidiumnukleosids zu einer Schwichung der elektrostatischen Bindung zwischen

den Lysinseitenketten und den Phosphatgruppen der DNA in der Umgebung des Chro-

mophors bei. Darin konnte die Ursache fiir den geringeren Fluoreszenzanstieg im Vergleich

zu D3/C3 bei der Anwesenheit von KKK zu suchen sein. Bei pNB-KK und pNB-KKK hin-

gegen kann die pNB-Gruppe interkalieren und als Elektronenakzeptor fungieren.
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Abbildung 4-18: Differenz-CD-Spektrum von 2.5 uM Duplex in
10 mM NaP; und 250 mM NaCl mit 50 uM pNB-KKK.

Eine Betrachtung des Differenz-CD-Spektrums von E/C5 mit pNB-KKK zeigt die Anlichkeit

zu dem von D3/C3. Die Bindung des groBeren Trilysins wird durch die Anwesenheit der kat-
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ionischen Ladung am Ethidium-Nukleosid nicht mehr so stark gestort, so dass diec pNB-
Gruppe wie im PydU-modifizierten Duplex interkalieren und am Ladungstransfer teilnehmen
kann. Trotz des gleichen Bindungsmodus fiihrt die Zugabe von Peptiden zu unterschiedlichen
Resultaten in Abhédngigkeit vom Ladungsdonor in der DNA. Der beobachtete Effekt der Fluo-
reszenzldschung fillt in E/C5 absolut gesehen geringer aus, weil aufgrund des Elektronen-
transfers nach dem Superaustauschmechanismus die Abhingigkeit des Ladungstransfers vom
Donor-Akzeptor-Abstand grofBer ist. Da die verwendeten Peptide unspezifisch binden, befin-
det sich der Elektronenakzeptor in unterschiedlichem Abstand vom Donor. Eine Fuoreszenz-
16schung findet aber nur bei geringer Distanz statt, so dass weitaus weniger Peptid-DNA-In-
teraktionen zu einem Ladungstransfer fiihren als im Fall des PydU-Oligonukleotids, das keine
so starke Distanzabhingigkeit zeigt. Dieser mechanistische Unterschied kann auch die Ursa-
che fiir die starke Temperaturabhéngigkeit der Messungen mit E/CS sein. Bei hdherer
Temperatur herrscht eine groBere Dynamik im Basenstapel und dadurch kommt es zu

geringeren Ladungstransferraten als bei tieferer Temperatur.

4.2.2.2 Experimente mit aromatische Aminosduren enthaltenden Peptiden

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von D3/C3 loschen bei E/C5 alle aromatischen Peptide, die
eine pNB-Gruppe tragen, die Fluoreszenz des Ethidiums wéhrend alle unmodifizierten keinen

oder einen leicht verstirkenden Einfluss auf das Fluoreszenzverhalten ausiiben.
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Abbildung 4-19: Fluoreszenzloschung von 5 uM Duplex E/C5 in 10 mM NaP; (Aexe= 530 nm).
links: Ubersicht, rechts: VergroBerung (Peptid < 12 eq)

Anders als beim PydU-Duplex fiihrt KWK nicht zu einer Loschung der Fluoreszenz. Die
Wechselwirkung des Tryptophans mit dem Ethidiumnukleotid reicht nicht aus, als Lochak-
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zeptor fiir das Ethidium-Nukleotid zu funktionieren, obwohl es laut der Redoxpotentiale
moglich ist (E°(W™/W) = 1.0 V, E%E*"/E") = 1.2 V). Das Peptid verhilt sich im Léschver-
halten neutral. Hier ist keine Verschiebung des Emisionsmaximums zu beobachten, wie bei
D3/C3. Die Unterschiede in der Loscheffizienz der pNB-haltigen Peptide erkldren sich durch

ihre unterschiedliche Bindungsstirke.

——D3/C3
3 ——E/C5

0 NN . N A
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200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
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Abbildung 4-20: Differenz-CD-Spektrum von 2.5 uM Duplex in
10 mM NaP; und 250 mM NaCl mit 50 uM KWK.

® [mdeg]

Das Differenz-CD-Spektrum zeigt, dass die Peptide in D3/C3 und E/CS5 dhnlich gebunden
werden. Am den Spektren von KWK erkennt man eindeutig im Bereich von 260- 280 nm die
Interkalation der Indolseitenkette in beide Duplexe. Die positive Ladung des Ethidium-Chro-
mophors wirkt sich aber auch hier aus, indem es die Anlagerung der flankierenden Lysinreste

stort, wie an dem starken positiven Signal bei ca. 205 nm abgelesen werden kann.

Insgesamt betrachtet wurde die Fluoreszenzloschung im Ethidium-pNB-System weniger in-
tensiv untersucht als im PydU-pNB-System, da durch die sehr hohe Temperaturabhédngigkeit
die Ergebnisse der Messungen bei Raumtemperatur mit einem groBen Fehler behaftet sind
und der beobachtete Effekt der Fluoreszenzloschung absolut gesehen geringer ausfillt, d. h.

die Kurven ein deutlich schlechteres Signal-zu-Rausch-Verhéltnis aufweisen.
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4.2.3 PydG als Lochdonor

Um auch Erkenntnisse iiber den oxidativen Lochtransport zwischen Peptiden und DNA zu
erhalten, werden Fluoreszenzloschexperimente mit PydG-modifizierter DNA durchgefiihrt.

PydG dient dabei als Lochdonor.

G 3’-AGT-CAC-TAY-ATC-TGA-CG-5’ =PydG
Ceo 5’-TCA-GTG-ATC-TAG-ACT-GC-3’

Hier wird auf das in der Arbeitsgruppe vorhandene Arsenal an modifizierten Oligonukleoti-
den zuriickgegriffen, die Striange fiir Duplex G/C6 werden von einer Kollegin zur Verfiigung
gestellt. Als Gegenbase im Komplementérstrang dient dC, in der Annahme, dass sich eine

weitgehend normale Watson-Crick-Paarung ausbilden kann.

In den Fluoreszenzloschexperimenten wird wie bei den PydU-Duplexen bei 360 nm Wellen-
lange angeregt und die absorptionskorrigierte Fluoreszenzintensitdt von 390-630 nm inte-

griert.

4.2.3.1 Experimente mit Peptiden

Die Experimente zu Fluoreszenzldschung konzentrieren sich bei G/C6 auf den Einfluss der
elektrostatischen Wechselwirkung pNB-modifizierter und unmodifizierter Oligolysine und
das Eingreifen aromatischer Aminosdureseitenketten in den Ladungstransport. Tryptophan
(E°(W™/W) = 1.0 V) sollte in G/C6 in der Lage sein, die positive radikalische Ladung vom
Guaninrest des PydG abzufangen (E(G/G) = 1.3 V) und somit zu einer effizienten Lo-

schung der Fluoreszenz zu fiihren.

Ein Vergleich der mit G/C6 erhaltenen Daten mit den Ergebnissen des PydU-haltigen Duple-
xes D3/C3 vereinfacht die Interpretation des Fluoreszenzverhaltens des PydG-modifizierten

Doppelstrangs.
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Abbildung 4-21: Fluoreszenzléschung von 1.25 uM Duplex E/C5 (links) und 5 uM Duplex D3/C3 (rechts)
in 10 mM NaP; (A= 360 nm).

Am auftélligsten ist das Fehlen eines Fluoreszenzanstiegs von G/Cé bei der Zugabe von un-
modifiziertem KKK und KYK. Offensichtlich ist die Wechselwirkung dieser Peptide mit
G/C6 eine andere als mit D3/C3.

Abbildung 4-22: Schematische Darstellung der Strukturen von PydG (links) und PydU (rechts) in DNA. Die
Pyrengruppe des PydG interkaliert partiell durch die syn-Konformation des Nukleotids. Die Pyrengruppe des

PydU ragt dagegen aus dem Basenstapel heraus in die gro3e Furche.

Durch die syn-Konformation des PydG-Nukleosids im Gegensatz zu der anti-Konformation
des unmodifizierten Purins kommt es zu einer starken lokalen Strukturstorung der B-DNA im
Bereich der Modifikation.!'” Der Pyrenrest interkaliert partiell in den Basenstapel und ist so-
mit den Einfliissen anlagernder Peptide nicht so stark ausgesetzt. Beim PydU hingegen befin-
det sich der Pyrenrest auflerhalb des Basenstapels. Dieser kann durch gebundene Peptide z. B.
zu einer Interkalation gezwungen werden. Somit nehmen DNA-bindende Peptide Einfluss auf

das Fluoreszenzverhalten von PydU.

Eine Betrachtung der Differenzspektren im Vergleich zu denen des Duplexes D3/C3 zeigt
anndhernd denselben Bindungsmodus von KKK und KYK an G/C6 wie in D3/C3. In Anbe-
tracht der Tatsache, dass die Spektren des PydG-Duplexes mit 100 eq Peptid denen des PydU-
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Duplexes bei 20 eq &dhnlicher sind als bei der gleichen Anzahl, kann von einer geringeren
Bindungstendenz ausgegangen werden. Zusammen mit dem beobachteten Loschverhalten in
den Fluoreszenzexperimenten spricht dies fiir eine starke lokale Stérung der DNA-Struktur im
Bereich des PydG-Chromophors.
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Abbildung 4-23: Differenz-CD-Spektrum von 1.25 uM G/C6 bzw. 2.5 uM D3/C3 in 10 mM NaP; (pH 7)
mit KKK (links) und KYK (rechts).

Im weiteren Vergleich der Spektren erkennt man den nahezu identischen Verlauf der Fluores-
zenzkurven von pNB-KK und pNB-KYK bei D3/C3 und G/Cé. Die pNB-Gruppe an den
Peptiden fungiert auch im PydG-Duplex als Elektronenakzeptor. Der Elektronendonor ist in
diesem Fall allerdings der Pyrenrest. Die Tyrosinseitenkette ist trotz ihres Redoxpotentials
(E°(Y"/Y) = 0.9 V) nicht in der Lage, die positive radikalische Ladung vom Guaninrest des
PydG abzufangen. Offensichtlich reicht die elektronische Kopplung der Phenol-Seitenkette

(im Gegensatz zum Indolrest) mit PydG nicht aus.
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Abbildung 4-24: Differenz-CD-Spektrum von 1.25 uM G/C6 bzw. 2.5 uM D3/C3 in 10 mM NaP; (pH 7) mit
pNB-KK (links) und pNB-KYK (rechts).

Auch hier gilt fiir die Differenz-CD-Spektren, dass sie eine groe Ahnlichkeit mit denen des
PydU-Duplexes bei 100 eq aufweisen. Das Differenz-CD-Spektrum wird von den Signalen



4 Ladungstransfer zwischen Oligonukleotiden und Peptiden 106

der pNB-Gruppe dominiert, so dass keine Aussage iiber das Stattfinden einer Interkalation des

Tyrosins gemacht werden kann.

Der groBte Unterschied im Fluoreszenzverhalten im Vergleich der Duplexe D3/C3 und G/C6
ist bei den Tryptophan-haltigen Peptiden erkennbar. Das unmodifizierte KWK 16scht die Flu-
oreszenz von G/C6 deutlich stirker als im Fall von D3/C3. Die Indolseitenkette ist also bei
PydG in der Lage, die kationische radikalische Ladung vom Guaninrest des PydG effektiv
abzufangen. Das modifizierte Tripeptid pNB-KWK weist keine Steigerung der Ldscheffi-
zienz auf. Das Peptid pNB-KWK kann also mit der pNB-Gruppe das Uberschusselektron des

Pyrenradikalanions und mit dem Tryptophanrest das Loch am Guaninradikalkation abfangen.
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Abbildung 4-25: Differenz-CD-Spektrum von 1.25 uM G/C6 bzw. 2.5 uM D3/C3 in 10 mM NaP; (pH 7) mit
KWK (links) und pNB-KWK (rechts).

Das Differenz-CD-Spektrum von KWK mit G/C6 mit 20 eq ist dem von D3/C3 sehr dhnlich.
Bei 100 eq nimmt die Intensitdt der von der Interkalation des Tryptophans stammenden nega-
tiven Bande mit einem Minimum von 275 nm deutlich zu, wihrend die von der Lysin-
Phopsphat-Wechselwirkung stammende Bande bei 220 nm verschwindet. Das weist auf eine
sehr intensive Interaktion des Tryptophans mit G/C6 hin. Das Differenz-CD-Spektrum von
pNB-KWK wird von den Signalen des Elektronenakzeptors bestimmt. Die Intensitét der
Banden in G/C6 im Vergleich D3/C3 ist geringer. Die Interkalation des Elektronenakzeptors
wird durch die lokal gestorte Struktur in der Néhe des PydG erschwert.
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4.2.4 Duplexe mit abasic-sites

Wie sich in den bisherigen Fluoreszenzlosch-Experimenten gezeigt hat, nehmen Strukturef-
fekte bei den Untersuchungen zum Ladungstransfer eine bestimmende Rolle ein. Eine abasic
site kann auf verschiedene Arten die Strukturparameter und somit die Bindungseigenschaften
von Peptiden an Duplex-DNA beeinflussen. Zum einen steht dem Chromophor durch die
fehlende Nukleobase im Gegenstrang an dieser Stelle vermehrt Platz zur Verfiigung, was zu
einer Umorientierung des modifizierten Nukleotids fiihrt (vgl. Kapitel 3.2.2). Zum anderen ist
bekannt, dass an abasic sites aromatische Gruppen, wie z. B. aromatische Aminoséureseiten-

[233. 328, 329) L agern sich die verwendeten Peptide tatsdchlich

ketten, bevorzugt interkalieren.
bevorzugt an diesen Positionen in den DNA-Duplex ein, wird die Bindung zwischen Oligo-
nukleotid und Peptid regiospezifischer. Somit lie3e sich der Abstand zwischen Ladungsdonor
und peptidisch gebundenem Akzeptor steuern. Dies sollte Verdnderung im Ladungstransfer-

verhalten bewirken.

Um nun weitere Informationen iiber den Ladungstransfer zwischen Peptiden und DNA zu
erhalten, werden Fluoreszenztitrationen mit den in Kapitel 3.2 besprochenen PydU- und

Ethidiumduplexen, die im Gegenstrang eine abasic site tragen, durchgefiihrt.

4.2.4.1 Experimente mit Abasic-Site-Duplexen des PydUs

Die PydU-haltigen Duplexe D3/A1-D3/AS sind fiir die Fluoreszenzloschexperimente von
groflem Interesse, da sie, wie bereits gezeigt, eine sehr hohe Struktursensibilitidt aufweisen.
Dabei spielen die beiden Duplexe D3/A2 und D3/A3 eine besonders wichtige Rolle, weil sie
trotz ihrer dhnlichen Sequenz bereits ohne Zugabe eines externen Ladungsakzeptors stark

unterschiedliche Ladungstransfereigenschaften zeigen.

Abbildung 4-26 zeigt die Ubersicht iiber die durchgefiihrten Messreihen. Auffillig ist der
friihe Ubergang der KWK-Kurven der Duplexe D3/A3 (> 100 eq), D3/A4 (> 20 eq) und
D3/AS5 (> 20 eq) in ein Séttigungsplateau. Der Sattigungsbereich aller anderen DNA-Peptid-
Systeme liegt bei liber 150 eq. Der sehr rasch erreichte Punkt, an dem die Zugabe weiteren

Peptids keine Loschung der Fluoreszenz mehr bewirkt, spricht fiir eine relativ starke und



4 Ladungstransfer zwischen Oligonukleotiden und Peptiden 108

moglicherweise spezifische Bindung des Peptids an den Doppelstrang, bzw. dafiir, dass nur
ein bestimmter Bindungsmodus zu einer Fluoreszenzléschung fiihrt, wenn man von einem
Ubergang von spezifischer zu unspezifischer Bindung bei entsprechend hoher Peptidkonzen-

tration ausgeht.
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Abbildung 4-26: Fluoreszenzldschung von 5 uM Duplexen in 10 mM NaP; (A= 360 nm).

Unterschiede im Bindungsmodus werden in den Differenz-CD-Spektren sichtbar. Die Diffe-
renz-CD-Spektren von D3/A4 und D3/A5 unterscheiden sich von denen der iibrigen abasic
site Duplexe. In der Auftragung fehlt D3/A3, da sein abweichendes Fluoreszenzverhalten auf
eine differierende Art der Peptid-DNA-Interaktion hinweist. Das Differenz-CD von D3/AS
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weist ein sehr intensives Minimum bei 220 nm auf, das in den anderen Doppelstrdngen weni-

ger ausgepragt ist.
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Abbildung 4-27: Differenz-CD-Spektrum von 2.5 uM Duplex

in 10 mM NaP; und 250 mM NaCl mit 50 uM KWK.

Eine Ausnahme in den Fluoreszenzgraphen stellt der Verlaut der KWK-Kurve in D3/A3 dar.
Im Gegensatz zu allen anderen Duplexen 16scht hier das Peptid die Fluoreszenz nicht. Das
Differenz-CD-Spektrum von D3/A3 macht den Unterschied im Bindungsverhalten von KWK
mit diesem Duplex offensichtlich. Moglicherweise kommt in D3/A3 die signifikante Bande
bei 230 nm durch eine Wechselwirkung der Indolseitenkette des Tryptophans mit dem Pyren-
rest des PydU zustande. Das wiirde eine stark verdnderte Bindung des KWK an den Doppel-
strang D3/A3 bedeuten. Somit wiirden sich auch die Ladungstransfereigenschaften in diesem
Peptid-DNA-System von den bisher betrachteten deutlich unterscheiden, was die unterdriickte

Fluoreszenzloschung bereits nahe legt.
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Abbildung 4-28: Differenz-CD-Spektrum von 2.5 uM Duplex in 10 mM
NaP; und 250 mM NaCl mit 50 pM KWK.
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Die Frage, die mithilfe dieser Loschexperimente und den abasic site-Duplexen in erster Linie
beantwortet werden soll, ist die nach der Modulation der Ladungstransfereigenschaften des
Peptid-DNA-Interfaces. Sollte eine bevorzugte Interkalation an den Stellen einer fehlenden
Nukleobase stattfinden, miisste sich das in einer gesteigerten Loscheffizienz auswirken. Diese
wird sich erwartungsgemail bereits bei niedriger Peptidkonzentration zeigen. Um einen besse-
ren Vergleich zwischen den Daten zu ermdglichen, sind in folgenden Diagrammen die Werte
des normierten Fluoreszenzintensitatsintegrals als ,,Absolute Fluoreszenzédnderung® und die

auf die Betrdge von D3/C3 normierten Werte als ,,Relative Fluoreszenzénderung in Prozent™

angegeben.
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Abbildung 4-29: Auftragung der Restfluoreszenzen bei Zugabe von 5 eq Peptid.
Absolute Anderung (links), Relative Anderung (rechts)

Bei der Zugabe von 5 eq Peptid ist noch keine der Fluoreszenzkurven gesittigt, der Unter-
schied in den Fluoreszenzintensitéiten ist jedoch ausreichend, um eine zuverldssige Aussage
zu erlauben. Eine Auftragung der Werte bei 1 eq erfiillt diese Voraussetzung nicht.

Im Diagramm der absoluten Fluoreszenzdnderung erkennt man sehr gut, ob ein Peptid eine
Fluoreszenzloschung bewirkt oder nicht. So sieht man beispielsweise deutlich, dass bereits
diese Peptidkonzentration bei KKK ausreicht, um eine Fluoreszenzverstirkung zu erreichen,
wihrend KWK und KYK in allen Duplexen bis auf D3/A3 16schen bzw. die Emission unbe-
einflusst lassen. Um diese Abweichung in der Fluoreszenzintensitit zu relativieren und somit
den Effekt der Peptide untereinander vergleichbar zu machen, werden sie auf den Wert der
entsprechenden Fluoreszenz von D3/C3 (Duplex ohne abasic site) normiert. Abweichungen
von >10 % von den Werten des match-Duplexes sind dabei als signifikant zu werten.
Interessanterweise treten die groflten Abweichungen bei den beiden Duplexen D3/A2 und
D3/A4 auf, in denen sich die abasic site in 5’-Richtung vom PydU befindet. Zumindest bei
geringen Konzentrationen bewirkt diese Basenfehlpaarung in 5’-Position eine Verstirkung

des Ladungstransfers, was sich in einer Steigerung der Loscheffizienz zeigt. D3/A2 16scht mit
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den drei pNB-modifizierten Peptiden pNB-KKK, pNB-KYK und pNB-KWK deutlich effi-
zienter als die Referenz. Auch im System D3/A4 mit pNB-KYK verringert sich die Emission

starker als erwartet. In D3/A3 nimmt die Emission mit KWK unverhéltnisméBig zu.

Bei Peptidkonzentrationen unterhalb der Séttigung flihrt anscheinend der Einbau einer abasic
site in den DNA-Duplex zu einer Verstirkung der Peptid-DNA-Interaktion. Diese wiederum
kann das Loschen der PydU-Fluoreszenz mit einem Peptid entweder begiinstigen (D3/A2,
D3/A4) oder erschweren (D3/A3). Tendenziell bewirkt eine Fehlstelle in 5’-Richtung mit
einem pNB-haltigen Peptid eine stirkere Loschung. Moglicherweise interkaliert hier der
pNB-Rest bevorzugt in der abasic site. Der Indolrest des Tryptophans scheint eine Sonder-
stellung innerhalb der aromatischen Aminosduren in der DNA-Peptid-Wechselwirkung ein-

zunehmen.

Diese Ausnahmestellung der Tryptophan-haltigen Peptide spiegelt sich sehr schon in den fol-
genden Diagrammen zur absoluten und relativen Fluoreszenzinderung bei 200 eq Peptidzu-
gabe wider. Bei dieser Peptidkonzentration ist in allen Duplexen schon ein weitgehender Sét-
tigungseffekt zu beobachten. In der Auftragung der absoluten Fluoreszenzénderung wird die

ungewdhnliche Fluoreszenzsteigerung von D3/A3 mit KWK erneut sichtbar.
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Abbildung 4-30: Auftragung der Restfluoreszenzen bei Zugabe von 200 eq Peptid.
Absolute Anderung (links), Relative Anderung (rechts)

KKK und KYK fiihren in jedem der betrachteten Duplexe zu einer erhohten Emission. Alle
pNB-enthaltenden Peptide 16schen die Fluoreszenz. Eine Betrachtung der relativen Fluores-
zenzdnderung veranschaulicht eine bemerkenswerte Verringerung der Loscheffizienz von
pNB-KWK in allen Duplexen, auler D3/A2. pNB-KKK unterliegt demselben Effekt in den
Duplexen mit der abasic site in 3’-Position vom PydU, also D3/A3 und D3/A5. Insgesamt
betrachtet sind in D3/A2 bis auf KKK und KYK alle Loscheffizienzen héher und in D3/A3
bis auf KKK und pNB-KYK niedriger als im Referenzduplex. Die bereits in vielen Fluores-
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zenzexperimenten beobachtete Richtungsabhéngigkeit des Ladungstransfers zeigt sich hier

erneut.

Betrachtet man die Differenz-CD-Spektren als Indikator fiir Unterschiede im Bindungsver-
halten eines Peptids an DNA, so erkennt man beispielweise im Falle des pNB-KKK, dass

dieses in den verschiedenen Duplexen nur wenig unterschiedlich bindet.

® [mdeg]

—
200 220 240 260 280 300 320 340
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Abbildung 4-31: Differenz-CD-Spektrum von 2.5 uM Duplex in 10 mM
NaP; und 250 mM NaCl mit 50 uM pNB-KKK.

Die beobachtete Richtungsabhédngigkeit des Landungstransfers zeigt sich nicht durch eine
signifikante Verdnderung des Bindungsverhaltens. Somit ergibt sich die Direktionalitdt nicht
aus einer unterschiedlichen Bindung des Peptids an die DNA sondern tatséchlich aus einer

intrinsischen Eigenschaft des modifizierten Oligonukleotids.

4.2.4.2 Experimente mit Abasic-Site-Duplexen des Ethidiumnukleotids

Wie bereits bei den Fluoreszenzldschexperimenten der match-Duplexe so wird auch hier das
Quenchverhalten der PydU-Duplexe mit denen des Ethidiums verglichen. Eingesetzt werden
hierfiir die mit einer abasic site modifizierten Duplexe E/A6-E/A10 aus Kapitel 3.2.3. Da sich

[188] vollzieht, der stark vom Abstand zwi-

hier der Ladungstransfer in einem Tunnelprozess
schen Donor- und Akzeptor abhédngt, kann davon ausgegangen werden, dass sich hier die re-
giospezifische Einlagerung aromatischer Aminosédureseitenketten besonders deutlich aus-

wirkt.
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Abbildung 4-32 zeigt eine Ubersicht der gemessenen Fluoreszenzkurven. Eine Tendenz ist

prinzipiell zu erkennen: Das Loschvermdgen und somit der Ladungstransfer nehmen nicht zu.

Der Duplex E/A6 zeigt einen vergleichbaren Kurvenverlauf wie E/CS, alle anderen Kurven

verlaufen deutlich flacher als im match-Duplex. Das System KWK-E/A6 weicht etwas von

den tibrigen ab und weist eine Verstarkung der Fluoreszenz auf.
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Abbildung 4-32: Fluoreszenzloschung von 5 uM Duplexen in 10 mM NaP; (A= 360 nm).

Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit den Erwartungen aus dem mechanistischen Mo-

dell des Superaustausches. In E/A6 binden die Peptide bevorzugt in unmittelbarer Nidhe des

Ethidiumchromophors, wihrend sie in E/A7-E/A10 weiter entfernt binden. Dementsprechend
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ist die Effizienz des Elektronentransfers und somit der Fluoreszenzloschung in E/A6 hoher.
KWK reagiert sehr sensibel auf die Anwesenheit einer abasic site und verdndert seine Inter-

aktion mit dem Ethidiumchromophor stark .

In den Differenz-CD-Spektren zeigt sich eindeutig, dass sowohl pNB-KKK als auch KWK
an alle Duplexe in gleicher Weise bindet. Es sind keine signifikanten Unterschiede festzu-
stellen. Diese Daten belegen, dass die Strukturstérung in den Ethidium-modifizierten Duple-
xen so weit geht, dass der sich bei den PydU enthaltenden Doppelstrangen abzeichnende Ef-
fekt der abasic sites nicht auftritt. Entsprechend liefern diese Daten keine weiteren Erkennt-

nisse.
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Abbildung 4-33: Differenz-CD-Spektrum von 2.5 uM Duplex in 10 mM NaP; und
250 mM NaCl mit 50 uM pNB-KKK (links) und KWK (rechts).

4.2.5 Zusammenfassung der Untersuchung des Ladungstransfers in nicht

kovalenten Peptid-DNA-Systemen

Fiir den Ladungstransfer zwischen PydU-haltiger Duplex-DNA und kurzen Peptiden mit pNB

als Elektronenakzeptor lassen sich mehrere grundlegende Resultate benennen.

= Die Stirke der Bindung zwischen Oligonukleotid und Peptid entscheidet {iber die Effi-
zienz des Ladungstransfers, wie die Untersuchung der Oligolysine zeigt.

= Die pNB-Gruppe interkaliert in allen verwendeten Peptiden in den Basenstapel des Duple-
Xes.

= Die Interkalation des Ladungsakzeptors ist eine notwendige Bedingung fiir einen effizien-

ten Ladungstransfer. Dabei spielt es keine Rolle, ob es sich dabei um den Elektronenak-
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zeptor selbst oder um eine Aminosdureseitenkette mit entsprechendem Redoxpotential
(Trp) handelt.

= Der Ladungstransfer kann gleichzeitig an unterschiedlichen Positionen der Peptid-DNA-
Schnittstelle oxidativ und reduktiv ablaufen, wie das Beispiel des pNB-KWK zeigt.

= FEine Thiol- (Cys) und eine sekundére Alkoholfunktion (Thr) greifen nicht unmittelbar in

den Ladungstransferprozess zwischen dem Peptid und der DNA ein.

Der Ladungstransfer im Ethidum-pNB-System wird wie im PydU-pNB-System durch die
Bindung zwischen Peptid und DNA bestimmt. Auch hier ist die Interkalation des Ladungsak-
zeptors notwendig, um einen Elektronentransfer zu ermdglichen. Anders als im Fall des
PydU-Chromophors wird die Bindung des Peptids in E/CS durch die kationische Ladung am
Chromophor beeinflusst. Diese fiihrt zu einer Neutralisation anionischer Ladung des DNA-
Riickgrates und zu einer Abstossung von Molekiilteilen mit gleichnamiger Ladung. Beides
bewirkt eine Verschlechterung der Bindung von Lysinseitenketten an den Duplex, v. a. im
Bereich des Ladungsdonors. Durch den stark vom Donor-Akzeptor-Abstand abhéngigen
Elektronentransfer nach dem Superaustauschmechanismus ist in den Fluoreszenzldsch-Expe-
rimenten von E/CS mit den verschiedenen Peptiden insgesamt ein viel geringerer Effekt zu

beobachten als beim PydU-Duplex D3/C3.

Der PydG-haltige Duplex G/C6 weist eine ausgeprigte Strukturstdrung im Bereich des PydG-
Chromophors auf. Das wird anhand der zum PydU-Duplex unterschiedlichen Bindungsten-
denz der Peptide ersichtlich. Mit der pNB-Gruppe als Elektronenakzeptor findet ein redukti-
ver Elektronentransfer statt, wihrend mit Tryptophan-Seitenketten ein Lochtransfer zu be-
obachten ist. Somit verhélt sich das PydG-Oligonukleotid im Ladungstransferverhalten ambi-

valent.

Abasic sites sind in der Lage, die Interkalation bestimmter aromatischer Reste in den DNA-
Basenstapel zu verbessern wie die Untersuchungen mit den Duplexen D3/A1-D3/AS gezeigt
haben. Diese Wechselwirkung beeinflusst den Ladungstransfer zwischen Peptiden und Oligo-
nukleotiden. In der iiberwiegenden Anzahl der Fille wird er erleichtert. Die Indolseitenkette
des Tryptophans nimmt dabei eine Sonderstellung ein.

Wird die Duplexstruktur eines Oligonukleotids wie im Falle der Ethidium-Sequenzen E/A6-
E/A10 nicht durch das Einbringen einer abasic site beeinflusst, so dndern sich auch in diesem

System die Eigenschaften des Ladungstransfers zwischen Peptiden und DNA nicht.
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4.3 Untersuchung der Fluoreszenzloschung in spezfischen Peptid-
DNA-Komplexen

Durch den Einsatz sequenzspezifisch bindender Peptide soll ein strukturell besser definiertes

Donor-Akzeptor-System untersucht werden.

4.3.1 Spezifische Oligonukleotid- und Peptid-Sequenzen

Durch den Einbau einer abasic site wurde bereits zuvor versucht, eine Bindungsstelle fiir ein
Oligopeptid zu schaffen, was bei den PydU-Duplexen auch gelang. Der néchste Schritt be-
steht nun darin, spezifisch an DNA bindende Oligopeptide mit einer pNB-Gruppe zu versehen
und die Erkennungssequenz des Oligonukleotids mit PydU zu modifizieren. In den Fluores-

zenztitrationsexperimenten werden folgende DNA-Sequenzen und Oligopeptide eingesetzt.

DNA-Erkennungssequenzen Sequenzspezifische Peptide

D5 3’-CGC-AGC-XTT-AAT-CGC-GAG-5’ P1 pNB-P-R-G-R-P-G

C7 5’-GCG-TCG-AAA-TTA-GCG-CTC-3’ P2 pNB-P-R-G-R-P-K-K
D6 3’-CGC-AGC-TXT-AAT-CGC-GAG-5’ Nicht spezifisches Kontroll-Peptid
C7 5’-GCG-TCG-AAA-TTA-GCG-CTC-3’ P3 pNB-P-R-K-S-P-R-K

Nicht spezifische Kontrollsequenz
D3 3’-TAG-TCA-CAX-ATA-CTG-AC-5’
C3 5’-ATC-AGT-GTA-TAT-GAC-TG-3’ X =PydU

Als Erkennungsmotiv in den Peptiden wurde mittels NMR ,,PRGRP** identifiziert, wobei die
beiden Arginine die elektrostatische Bindung zur DNA darstellen. Das zentrale Glycin, sowie
die flankierenden Proline sind essentiell fiir die Sequenzspezifitdt und dienen als strukturbe-
stimmende Abstandsdeterminanten. Es wird angenommen, dass P1-P3 eine dem Distamycin
dhnliche gebogene Struktur besitzen.!** >4

Die Peptide P1 und P2 sollen spezifisch die Basensequenz ,,AATT** erkennen. Entsprechend
sind die DNA-Erkennungssequenzen ausgewihlt. Sie enthalten direkt neben (D5/C7) bzw. am
Rande (D6/C7) der vom Peptid gebundenen DNA-Sequenz PydU als Elektronendonor, um

durch einen geringen Abstand zum Elektronenakzeptor einen mdglichst hohen Ladungstrans-
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fer zu ermdglichen. Als Kontrollen werden der Duplex D3/C3, der keine Erkennungssequenz
enthélt, sowie das Peptid P3, das kein PRGRP-Motiv enthélt, eingesetzt. Sie liefern die Refe-

renzwerte fiir eine unspezifische Bindung.

4.3.2 Charakterisierung der Peptide

Die Peptide enthalten durch die angekniipfte pNB-Gruppe einen Chromophor, der bei 270 nm

eine absorptive Bande mit hoher Extinktion besitzt.
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Abbildung 4-34: UV-Vis- (links) und CD-Spektren (rechts) von 50 uM Peptid in 10 mM NaP; (pH 7)
und 250 mM NaCl.

Die Absorptionsbande bei 270 nm bewirkt jedoch kein CD-Signal. Lediglich die Amidbin-
dung zeigt sowohl im UV-Vis- als auch im CD-Spektrum ein Signal.

Untersuchungen mittels 2D-NMR-Spektroskopie zeigen, dass alle drei Peptide in mehreren
Konformationen vorliegen, die miteinander austauschen. P2 und P3 besitzen je zwei Haupt-
konformationen (HK1 und HK2), P1 weist zusitzlich noch zahlreiche Nebenkonformationen
auf. Bei der Betrachtung der beiden Hauptkonformationen féllt auf, dass die Unterschiede in
der chemischen Verschiebung zwischen HK1 und HK2 fiir die Aminosduren am N-Terminus
grofler als am C-Terminus ausfallen. Das ist ein Hinweis darauf, dass die Konformationsidnde-
rung in der Ndhe des N-Terminus stattfindet. Die cis-/trans-Isomerisierung von Prolin ist ein
bekanntes Phdnomen in der Peptidanalytik. Auch in diesem Fall handelt es sich um die Kon-
formationsdnderung des N-terminalen Prolins. Aus den ROESY-Spektren und den relativen
Signalintensitidten (HK1>HK2) kann gefolgert werden, dass HK1 der trans- und HK2 der cis-

Konformation entspricht.



4 Ladungstransfer zwischen Oligonukleotiden und Peptiden 118

8.0 4
I
HNKé-HNK7/' @
8.1
8.2 @
H'G3-H"R4

8.3 H'R2-H"'G3

W, - H (ppm)

8.4 @

AUSTGUSChpeOk
H'R2-H"R2’

ot
g J

@

0 m

8.2 8.1 8.0

8.5

8.6

8:6 8i5 8i4
®,-"H (ppm)

Abbildung 4-35: Auschnitt aus dem ROESY-Spektrum von P2 in H,O. Es sind die ROESY-Kreuzpeaks der

NH-Protonen von R2-G3, G3-R4 und K6-K7 zu erkennen. Der Austauschpeak besitzt dasselbe Vorzeichen wie

die Diagonale des Spekrums und bezeichnet den konformationellen Austausch der NH-Protonen von R2 in HK1

und HK2.

P1 nimmt noch weitere Nebenkonformationen ein, die moglicherweise auf eine cis-/trans-
Isomerisierung des zweiten Prolins zurlickzufiihren sind. Es kommen allerdings noch weitere
Ursachen fiir die Konformationsidnderungen in Frage. Im Gegensatz zu den beiden anderen
Peptiden besitzt P1 einen vergleichsweise hydrophoben C-Terminus. Das kann dazu fiihren,
dass intramolekulare Wechselwirkungen begiinstigt werden, wie z. B. die Ausbildung von
Wasserstoftfbriicken der polaren Argininseitenketten mit der Nitrogruppe des pNB-Restes.
Dies fiihrt zu einer gebogenen Struktur mit in der Rotation gechemmtem pNB.

4.3.3 Charakterisierung der Oligonukleotid-Duplexe

Zunichst werden die spektroskopischen Eigenschaften der Duplexe D5/C7 und D6/C7 ohne
Zugabe eines Peptides bestimmt. Die Spektren von D3/C3 finden sich in Kapitel 3.1.
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Abbildung 4-36: UV-Vis- und absorptionskorrigiertes Fluoreszenzspektrum (Aex.= 360 nm)
von 5 pm Duplex in 10 mM NaP; (pH 7).

Das Absorptionsspektrum ist typisch fiir PydU modifizierte DNA. Das Maximum der Emis-
sion liegt in DS/C7 bei 483 nm, in D6/C7 bei 478 nm.
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Abbildung 4-37: CD-Spektrum (Ac= 360 nm) von 5 pm Duplex

in 10 mM NaP; (pH 7).

Im CD-Spektrum erkennt man bei D5/C7 eine Schulter im Minimum, wie sie auch beim
Duplex D1/C1 zu beobachten ist. Offensichtlich riihrt diese von dC in 3’-Position von PydU
aus gesehen her (vgl Kapitel 3.1).

4.3.4 Spektroskopische Untersuchung

Auffillig bei fast allen Fluoreszenztitrationen mit den Peptiden P1-P3 ist eine Verschiebung
des Fluoreszenzmaximums von 475 zu 456 nm mit den Duplexen D5/C7 und D6/C7. Auch
der Duplex D3/C3 weist mit P2 diesen signifikanten Shift auf.
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Abbildung 4-38: Auftragung der absorptionskorrigierten Fluoreszenzen (Aex. = 360 nm) von 5 uM Duplex in
10 mM NaP; (pH 7) bei Zugabe von P2. (links: D5/C7, Mitte: D6/C7, rechts: D3/C3)

Diese Verschiebungen der Maxima weisen auf eine komplexe Interaktion der Doppelstringe
mit den entsprechenden Peptiden hin, wie sie z. B. bei einer Interkalation des aromatischen
pNB-Restes in den DNA-Basenstapel auftreten. Es ist wahrscheinlich, dass die Peptide, v. a.
P2 durch ihre Anlagerung die Konformation des PydU-Chromophors beeinflussen und somit
einen Blaushift in der Fluoreszenz bewirken. Die hypsochrome Verschiebung legt dabei das
Herausdrehen des Pyrenrestes am PydU nahe. Die Bindung zwischen DNA und Peptid voll-
zieht sich offensichtlich in der Ndhe des modifizierten Nukleotids, also sehr wahrscheinlich

an der Erkennungssequenz.

Eine Betrachtung der Fluoreszenzkurven bei Quencherzugabe der einzelnen Duplexe ldsst die

Spezifitit der einzelnen Peptide fiir die jeweilige DNA erkennen.
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Abbildung 4-39: Fluoreszenzldschung (Ae = 360 nm) von

5 uM Duplex D3/C3 in 10 mM NaP; (pH 7).

Mit Duplex D3/C3 quenchen die Peptide entsprechend ihrer Mdglichkeiten zur elektrostati-
schen Bindung. P3 Idscht v. a. bei niedrigeren Konzentrationen sehr effektiv, was von den

vier positiv geladenen Seitenketten herriihrt. Zudem trigt dieses Peptid ein Serin, was zu einer
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zusitzlichen Wasserstoffbriicke vom Peptid zum Phosphatriickgrat der DNA beitragen kann.
P2 fiihrt zu einer rascheren Verminderung der Fluoreszenz als P1, was an der héheren Zahl an

elektrostatischen Wechselwirkungen durch Arginine und Lysine liegt.
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Abbildung 4-40: Fluoreszenzldschung (Ae = 360 nm) von 5 pM Duplex

D5/C7 in 10 mM NaP; (pH 7).

In den Duplexen D5/C7 und D6/C7 werden die Unterschiede in der Gestaltung der Erken-
nungsregion deutlich. In DS/C7, wo PydU die Erkennungsregion lediglich flankiert, wird die
Sequenzspezifitit der Fluoreszenzldschung in den einzelnen Peptiden durchaus sichtbar. Trotz
der geringeren Anzahl an elektrostatischen Bindungsmoglichkeiten verlduft die Kurve von P1
deutlich steiler als von P2. P3 weist aufgrund seiner vielféltigeren Interaktionsmoglichkeiten

und der unspezifischen Bindung die starkste Loschung auf.
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Abbildung 4-41: Fluoreszenzldschung (Ae = 360 nm) von 5 uM Duplex
D6/C7 in 10 mM NaP; (pH 7).
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Fiir Duplex D6/C7 und P1 sowie P3 gilt dasselbe wie fiir DS/C7. Mit P2 tritt hier ein kurz-
zeitiger Intensitdtsanstieg in der Fluoreszenz bis zur Zugabe von 5 eq auf. Erst bei hoherer
Konzentration setzt eine Loschung der Emission ein. Dieses Peptid wird in D6/C7 an der
Bindung gehindert. Das spricht fiir die sequenzspezifische Erkennung des DNA-Motivs. Da
sich aber genau an dieser Erkennungsregion eine Storstelle in Form des modifizierten PydU-

Nukleotids befindet, wird die spezifische Peptid-DNA-Bindung erschwert.

Die Auftragung der Quenchkurven der unterschiedlichen Duplexe mit demselben Peptid zeigt
wie stark das Peptid in seiner Wechselwirkung zwischen den Duplexen unterscheidet. Hier ist

zu beachten, dass sie nicht die Spezifitit der Peptid-DNA-Bindung zeigt.
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Abbildung 4-42: Fluoreszenzloschung (e = 360 nm) von 5 uM Duplex D3/C3, D5/C7 und D6/C7 in
10 mM NaP; (pH 7) mit P1 (links), P2 (Mitte), P3 (rechts).

Es ist dabei klar zu erkennen, dass vor allem P2 sehr sensibel auf den jeweils gebundenen
Duplex reagiert. Deutlich sieht man die gestorte Wechselwirkung zwischen D6/C7 und dem

Peptid durch die PydU-enthaltende Erkennungsregion anhand der flacher verlaufenden Kurve.

P1 und P3 zeigen mit jedem Duplex dieselbe Quenchcharakterisitik. Das deutet darauf hin,
dass in keinem der gebundenen Oligonukleotide die Peptid-DNA-Bindung durch die Anwe-
senheit des PydU-Nukleotids gestort wird. Es sagt aber nichts dariiber aus, wie spezifisch die
Bindung erfolgt, da jedes DNA-Peptid-System seine individuelle Fluoreszenzcharakteristik
aufweist. Lediglich der ein wenig flachere Kurvenverlauf von D3/C3 mit P1 legt die Vermu-

tutng nahe, dass P1 spezifisch auf D5/C7 und D6/C7 wirkt.

Die Auftragung der relativen Restfluoreszenzen erlaubt nochmals einen anderen Blickwinkel

auf die Sequenzspezifitit.
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Abbildung 4-43: Auftragung der relativen Anderung der Restfluoreszenzen bei Zugabe von
1 (links), 5 (Mitte) und 100 eq (rechts) Peptid.
Ab dem ersten zugegebenen Aquivalent wird die Abweichung im Loschverhalten von P2
sichtbar, ein erneuter Hinweis auf die Struktursensitivitit der Peptid-DNA-Bindung. P1 zeigt
bei hoherer Konzentration eine signifikante Abweichung (> 20 %) von der Norm. Der se-
quenzspezifische Effekt fillt bei diesem Peptid geringer aus, deshalb wird er erst bei hoheren
Aquivalenten in dieser Auftragung sichtbar. Er ist aber definitiv vorhanden. Der Vergleich
mit dem unspezifischen Peptid belegt das: P3 bleibt tiber den gesamten Messbereich in der

Norm.

Ein weiteres Indiz fiir die Sequenzspezifitit der Peptid-DNA-Bindungen von P1 und P2 fin-

det sich in den Differenz-CD-Spektren. Hier zeigen sich die Unterschiede in den Bindungs-

verhéltnissen.
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Abbildung 4-44: Differenz-CD-Spektren von 2.5 uM Duplex D5/C7 in 10 mM NaP; (pH 7) und 250 mM NaCl
mit 12.5 uM P1 (links), P2 (Mitte), P3 (rechts).

In dieser Gegeniiberstellung erkennt man klar, dass sich P1 im Bindungsmodus zwischen
D5/C7 und D6/C7 unterscheidet. Auch dieses Peptid bindet in der Erkennungsregion des Oli-
gonukleotids und wird durch die Anwesenheit des PydU-Chromophors beeinflusst. Dabei
kann offenbar die pNB-Gruppe von P1 in D6/C7 besser interkalieren und fiihrt somit auch zu
einer starkeren Fluoreszenzloschung. Das PydU in der Erkennungsregion 6ffnet diese sozusa-
gen fiir die Bindung zwischen P1lund D6/C7. Die beiden anderen Peptide lassen in den Diffe-

renz-CD-Spektren nichts dergleichen erkennen.
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4.3.5 Zusammenfassung der Untersuchungen des Ladungstransfers in

spezifischen Peptid-DNA-Komplexen

Die Fluoreszenzloschexperimente mit den sequenzspezifischen Peptiden belegen, dass die
Peptide P1 und P2 tatséchlich struktursensitiv auf die Duplexe DS/C7 und D6/C7 reagieren.
Dabei nimmt die Gestaltung der Erkennungsregion Einfluss auf die Art der Wechselwirkung
mit den Peptiden. Die pNB-Gruppe des kiirzeren und weniger geladenen P1 kann in D6/C7
starker interkalieren und verstarkt somit den Effekt der Fluoreszenzl6schung. P2 wird durch
die Anwesenheit des PydU-Nukleotids in der Erkennungsregion desselben Duplexes behin-

dert und fiihrt zu einer geringeren Fluoreszenzldschung.

Sequenzspezifische Peptide, die mit pNB-modifiziert wurden, zeigen eine geringere Fluores-
zenzloschung als unspezifische Peptide. Ein Grund dafiir liegt in der geringeren Anzahl an
vorhandenen Wechselwirkungen, die die Loschung der Fluoreszenz bewirken. Ein weiterer
Grund konnte die stirkere Beteiligung diffusiver Prozesse am Ladungstransfergeschehen bei

schwiécher gebundenen unspezifischen Peptiden im Bereich des PydU-Nukleotids sein.
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4.4 Strangbruchexperimente

Der Einsatz eines photochemisch anregbaren Elektronendonors in Kombination mit 5-Brom-
2’-desoxyuridin (BrdU) als Elektronenakzeptor in einem DNA-Duplex bewirkt eine chemi-
sche Reaktion als unmittelbare Folge des reduktiven Ladungstransfers.”*****! Die Produkte
dieser Folgereaktion fiihren nach der Behandlung mit heiem Piperidin zu einem Strangbruch.
Die entstehenden Fragmente lassen sich mittels HPLC analysieren und quantifizieren. Somit
dienen Strangbruchexperimente dem chemischen Nachweis des reduktiven Ladungstransfers
in DNA. Diese Methode zum Nachweis reduktiver Folgereaktionen in DNA wurde in unserer
Arbeitsgruppe entwickelt und wird mittlerweile auch von anderen Forschungsgruppen ange-

wendet.!'”]

4.4.1 Verwendete Oligonukleotid-Sequenzen

Der Ladungstransfer in PydU modifizierten DNA-Sequenzen unter dem Einfluss von pNB-
modifizierten Peptiden soll mit Hilfe des Strangbruchassays untersucht werden. Dabei kom-
men zwei Sequenzen zum Einsatz: Sequenz D1/C1 enthilt nur den Elektronendonor (PydU)
und dient als Kontrolle fiir eventuell durch die Piperidinbehandlung induzierten Strangbruch

nach der Bestrahlung, wenn kein BrdU vorhanden ist.

D1 3’-TCA-GTC-ACX-TAC-TGA-CT-5’ X =PydU
C1 5’-AGT-CAG-TGA-ATG-ACT-GA-3’

B 3’- TCA-GTC-AAX-BAC-TGA-CT-5’ B = BrdU
C8 5’-AGT-CAG-TTA-ATG-ACT-GA-3’

Vorversuche mit unterschiedlichen Abstinden zwischen PydU und BrdU haben gezeigt, dass
die Effizienz des Ladungstransportes in B/C8 ausreicht, um Strangbruchexperimente mit

Peptiden durchzufiihren.
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4.4.2 Methode: Piperidinspaltung und Bestrahlungsexperiment

Um einen Strangbruch durch photochemisch induzierten Elektronentransfer zu erzeugen, wird
ein DNA-Strang mit einem photochemisch anregbaren Elektronendonor (z. B. PydU, PtzdU)
modifiziert. BrdU wird in denselben Strang als kinetischer Elektronenakzeptor eingebaut.[332’
334331 Dieses spaltet bei Aufnahme eines Elektrons Bromid ab und hinterlisst ein Uridinradi-

kal, das verschiedene Folgereaktionen mit dem Solvent oder der DNA-Umgebung eingeht.

X X X X
et |- | owaET.. T ] ]

Abbildung 4-45: Photoangeregter Elektronentransfer von PydU auf BrdU fiihrt zur Bromid-Abspaltung.

So kann dieses Radikal von der Base in 5’-Richtung (dA in B/C8) ein C1’-H oder ein C2’-H
des Desoxyriboserestes abstrahieren, was zur Depurinierung dieser Nachbarbase fiihrt.!***]
Dabei entstehen DNA-Lésionen, die bei einer Behandlung mit Base bei erhohter Temperatur
zu Strangbriichen an der Stelle des beschadigten Nukleotids fithren. Typischerweise wird fiir
die Strangbruchreaktionen Piperidin bei 90°C verwendet. Die erhaltenen Fragmente lassen
sich mittels géngiger Methoden (z. B. HPLC, Gelelektrophorese) analysieren und gegebenen-

falls quantifizieren.

Beim Bestrahlungsexperiment erlaubt die Piperidinbehandlung den Nachweis sdmtlicher Fol-
gereaktionen in der DNA, auch ohne genaue Kenntnis der entstehenden Produkte. Um Fehl-
interpretationen durch nicht BrdU bedingte Spaltungen zu vermeiden, werden die erhaltenen
Daten im Vergleich zu entsprechenden Kontrollproben bewertet. Als Kontrolle dient dazu der
Duplex, der nur den Elektronendonor trigt, also kein BrdU enthélt. Fiir zuverldssige Zerfalls-
werte eines Donor-Akzeptor-Systems wird iiber mehrere Messreihen (in der Regel drei) ge-

mittelt.

In der Praxis wird eine Duplexldsung bekannter Konzentration mit Licht definierter Wellen-
lange im Bereich der Absorption des Chromophors bestrahlt. Ein cut-off-Filter sorgt fiir den
Ausschluss niedriger Wellenldngen (< 305 nm). Photochemische Prozesse durch energierei-

ches UV-Licht, wie die direkte Anregung des BrdU, werden so weitgehend ausgeschlos-
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13391 AnschlieBend wird alle fiinf Minuten eine Probe entnommen und im Dunklen aufbe-

sen.
wahrt, um weitere durch Licht induzierte Reaktionen zu vermeiden. Nach einer Stunde wer-
den alle Proben mit heilem Piperidin behandelt, lyophilisiert und mittels HPLC quantifiziert.
Das Verhiltnis der Flachen der Peaks im HPLC von dem modifizierten Strang zu dem ent-
sprechenden Gegenstrang stellt ein Mal} fiir den durch Ladungstransfer verursachten Strang-
bruch dar. Eine Auftragung dieser Werte gegen die Bestrahlungsdauer der entsprechenden
Probe ermoglicht einen Vergleich der Ladungstransfergeschwindigkeiten, die zu Strangbruch-
ereignissen fiithren.

Diese Strangbruchraten werden mit denen verglichen, die unter Zugabe von verschiedenen
Peptiden als Ladungsfianger ermittelt wurden. Dafiir werden zu Beginn der Bestrahlung zehn
Aquivalente des entsprechenden Peptids zugegeben. So erhilt man Aussagen iiber den Ein-

fluss kurzer, nicht kovalent bindender Peptide auf die Ladungstransfereigenschaften[199] und

die Folgechemie in diesem Donor-Akzeptor-System.

4.4.3 PydU-Systeme mit und ohne BrdU

Um den Einfluss von Peptiden auf den reduktiv induzierten Strangbruch zu untersuchen, muss

zuerst die Kinetik des Zerfalls des Duplexes ohne Peptidzugabe bestimmt werden.

Der Kontroll-Duplex D1/C1 (kein BrdU) zeigt gemil3 den Erwartungen keinen Strangbruch
und ist auch nach einer Stunde Bestrahlung noch intakt. Duplex B/C8 weist Strangbruch auf,
was ebenfalls den Erwartungen entspricht. Durch die photochemische Anregung des PydU in
B/C8 kommt es zu einem Elektronentransfer zum BrdU, das entsprechend Bromid abspaltet

und weiterreagiert.

Mittels ESI-MS lésst sich die chemische Folgereaktion des Elektronentransfers direkt verfol-
gen. In einem typischen HPLC-ESI-MS-Spektrum erkennt man eindeutig die Massen von
Strang (B) und Gegenstrang (C8), sowie das Produkt der Bromidabspaltung aus Sequenz B.
Diese Abspaltung des Bromidions kann in Ubereinstimmung mit Experimenten von Carell et
al. als unmittelbare Folge eines reduktiven Elektronentransfers vom Uridinradikalanion des

photoangeregten PydU auf das BrdU angesehen werden.**!)
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Abbildung 4-46: Zerfallskurve von 4 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7)
und 250 mM NaCl bei 1 h Bestrahlung ohne Zugabe von Peptid.

4.4.3.1 Einfluss von Oligolysinen
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In einer ersten Versuchsreihe werden der Beitrag der elektrostatischen Wechselwirkung zum

Ladungstransfer zwischen DNA und Peptid und der Einfluss von pNB als externem Elektro-

nenakzeptor auf die beiden Duplexe untersucht. Dafiir werden den Lésungen von D1/C1 und

B/C8 jeweils Trilysin und mit pNB modifiziertes Di- und Trilysin zugegeben und bestrahlt.
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Abbildung 4-47: Zerfallskurven von 4 uM Duplex D1/C1 (links) bzw. B/C8 (rechts) in 10 mM NaP; (pH 7)
und 250 mM NaCl bei Zugabe von 40 pM Peptid.

Die Duplexe D1/C1 und B/C8 ergeben dhnliche Resultate: KKK nimmt keinen Einfluss auf

die Geschwindigkeit des Strangbruchs. Ein Effekt durch die lokale Versteifung der

Duplexstruktur wie in der Fluoreszenztitration, ist nicht zu beobachten. pNB-KK und pNB-

KKK erhohen die Ausbeute der Strangbruchereignisse deutlich. Der intermolekulare Elektro-
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nentransfer auf die pNB-Gruppe des Peptids im DNA-Peptid-Komplex tritt nicht in Konkur-
renz zu dem intramolekularen Elektronentransferprozess, der zur Bromidabspaltung in B/C8
filhrt. Wére das der Fall, miisste die Strangbruchrate sinken (vgl. Abbildung 4-47). Stattdes-
sen bewirkt der pNB-Rest eine neue Folgereaktion, die nach der Piperidinbehandlung zu ei-
nem Strangbruch fiihrt. Diese Reaktion ist auch verantwortlich fiir den Strangbruch in D1/C1.
Die enorme Steigerung der Reaktionsrate legt nahe, dass eine weitere Reaktion an der Bil-

340], sind stark

dung basenlabiler DNA-Schiden beteiligt ist. Wie Schuster et al. vermuten!
wechselwirkende Polyamine in der Lage, an der Bindungsstelle die DNA von ihrem Solvent-
kéfig abzuschirmen. Befindet sich an der DNA eine reaktive Spezies, so kann diese nur noch
innerhalb des Oligonukleotids reagieren. Das gilt auch in diesem Fall sowohl fiir das Pyrenyl-
radikalkation als auch das Anion des Uridins. Werden zu B/C8 Lysin-haltige Akzeptor-modi-
fizierte Peptide gegeben, so fiihren diese zu einer effizienten Abschirmung des Pyrenylradi-
kalkations von seiner Losungsmittelumgebung, so dass dieses nurmehr intramolekular Folge-

reaktionen eingehen kann. Somit lésst sich bei den Oligolysinpeptiden mit Elektronenakzeptor

vermehrt Strangbruch detektieren.
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Abbildung 4-48: Modell der Wechselwirkung eines Lysin-haltigen pNB-Peptids mit B/C8. Das pNB-haltige
Peptid tritt mit dem photoangeregten PydU-Nukleotid in der DNA in Wechselwirkung und nimmt die negative
Ladung des Uridinrestes auf. Dadurch wird das pNB selbst zum negativ geladenen Radikalanion, das durch die
positiv geladenen Lysinseitenketten stabilisiert wird. Diese Ladungsumverteilung fiithrt zu einer Schwichung
der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen dem Peptid und der DNA, und das reduzierte Peptid diffundiert
vom Duplex ab. Diese Reaktion sollte die Strangbrucheffizienz vermindern. ( Die geladenene Phosphatgruppen

und Lysinseitenketten sind schematisch dargestellt.)

Die Anzahl der mdglichen elektrostatischen Wechselwirkungen der positiv geladenen Lysin-
seitenketten mit dem anionischen DNA-Riickgrat spielen keine Rolle fiir den Elektronentrans-

fer zwischen DNA und Peptid. Dieses Ergebnis widerspricht den Daten aus den Fluoreszenz-
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titrationen, wo mit zunehmender Anzahl an Lysinen die Effizienz der Fluoreszenzloschung

zunimmt.

4.4.3.2 Einfluss aromatischer Aminosdureseitenketten

Sollte ein Teil der Strangbriiche beim Einsatz von pNB-modifizierten Lysinen auf Schaden
durch das Pyrenylradikalkation zuriick zu fiihren sein, so miisste der Einsatz von Tryptophan
oder auch Tyrosin-haltigen Peptiden, die pNB tragen, die Folgechemie des Radikalkations
unterbinden, da beide Aminoséureseitenketten aufgrund ihres Redoxpotentials (E°(W"™/W) =
1.0 V, E(Y"7/Y)~ 0.9 V) in der Lage sein sollten, das Radikalkation des Pyrens (E’(Py""/Py)

~ 1.28 V) zu reduzieren.
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Abbildung 4-49: Zerfallskurven von 4 uM Duplex D1/C1 (links) bzw. B/C8 (rechts) in 10 mM NaP; (pH 7)
und 250 mM NacCl bei Zugabe von 40 uM Peptid.

Tatsdchlich sind die aromatischen Aminosduren Tryptophan und Tyrosin in der Lage, die
durch pNB zusitzlich ausgelosten Strangbruchreaktionen zu unterbinden. Das Oxidationspo-
tential dieser beiden Aminoséureseitenketten reicht hier aus, die radikalische Ladung am Py-
ren abzufangen. Die Ladung am Uridinrest bleibt davon unbeeinflusst, die Bromidabspaltung

in B/C8 findet weiterhin statt.

Das bedeutet fiir das Modell der Wechselwirkung, wie es sich aus der Untersuchung der Ly-
sin-Peptide ergibt, dass nun pNB nicht mehr so schnell in der Lage ist, das Elektron des Uri-
dinrestes aus dem photoangeregten PydU abzufangen. In diesem Fall wiirde die Strangbruch-

geschwindigkeit geringer werden als bei der Messung des DNA-Stranges ohne Peptidzugabe.
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Aus den vorangegangenen Experimenten zur Fluoreszenzldschung geht aber eindeutig hervor,

dass ein Elektronentransfer von PydU auf den pNB-Rest weiterhin stattfindet.
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Abbildung 4-50: Zerfallskurven von 4 pM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7)
und 250 mM NaCl bei Zugabe von 40 uM Peptid.

Der nahezu identische Verlauf der Kurven von D1/C1 und B/C8 ohne die Zugabe von Peptid,
bei der Zugabe von pNB-KWK und pNB-KYK spricht fiir eine bevorzugt stattfindende

Interaktion der aromatischen Aminosauren (W, Y) mit PydU.

Bleibt man bei dem oben genannten Modell, so fiihren die Indol- und Phenolgruppen der

Aminoséuren die positive radikalische Ladung des Pyrenylradikalkations ab.
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Abbildung 4-51: Modellvorstellung zum Ausbleiben zusitzlicher Strangbruchreaktionen mit

pNB-KWK und pNB-KYK.

Moglicherweise kann in pNB-KWK und pNB-KYK aus sterischen Griinden die pNB-
Gruppe nicht mehr so gut in den Basenstapel interkalieren, da auch Tryptophan und Tyrosin

in Konkurrenz zum Elektronenakzeptor interkalieren. Somit vollzieht sich auch der intermo-
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lekularer Elektronentransfer schlechter. Die mechanistische Vorstellung zu den Verhiltnissen
in B/C8 bei der Zugabe von pNB-KWK und pNB-KYK sind in Abbildung 4-51

zusammengefasst.
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Abbildung 4-52: Zerfallskurven von 4 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7)
und 250 mM NaCl bei Zugabe von 40 uM Peptid.

Trifft diese Vorstellung von der Interaktion zwischen DNA und Peptid zu, so ist fiir die Be-
strahlungsreihen von B/C8 und D1/C1 mit den unmodifizierten aromatischen Peptiden KWK
und KYK derselbe Kurvenverlauf wie fiir eine Bestrahlung ohne Peptid zu erwarten. Es ver-
hilt sich tatsdchlich so, eine Folgereaktion des Pyrenylradikalkations unterbleibt durch den

Lochtransfer auf die aromatische Aminosdureseitenkette.

4.4.3.3 Crosslinking

Von den Aminosduren Cystein und Threonin ist bekannt, dass sie aufgrund ihrer Nukleophilie
sehr einfach crosslinks mit Radikalen in DNA ausbilden. Eine Mdglichkeit, einen crosslink
mit DNA zu induzieren, ist die Verwendung von BrdU als reaktive Position fiir einen derarti-

gen nukleophilen Angriff eines Peptids auf die DNA.F

Die Bestrahlungen mit KCK, KTK, pNB-KCK, und pNB-KTK und den Duplexen D1/C1
sowie B/C8 ergeben das folgende Bild. D1/C1 zeigt keinen nennenswerten Strangbruch nach
einer Stunde Bestrahlung, unabhédngig davon, ob die Peptide eine pNB-Gruppe tragen oder

nicht. In einem PydU enthaltenden Duplex entsteht also wéhrend einer Bestrahlung keine von
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Nukleophilen angreifbare Spezies, die nach einer Piperidinbehandlung zu einem Strangbruch
fithren. Ein crosslinking der Cystein- und Threoninseitenketten in den Peptiden mit dem Py-
renylradikalkation allerdings ist nicht ausgeschlossen, da die Folgeprodukte dieser chemi-
schen Reaktion nicht zu einer Piperidin induzieren Spaltung fiihren. In den analytischen

HPLC-Spektren fanden sich keine Anhaltspunkte fiir Peptid-Oligonukleotid-Konjugate.
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Abbildung 4-53: Zerfallskurven von 4 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7)
und 250 mM NaCl bei Zugabe von 40 pM Peptid.

Sobald die Peptide mit pNB modifiziert sind, sollte ein Strangbruch wie mit den modifizierten
Lysinen zu erwarten sein, sofern der Elektronenakzeptor mit dem Uridinrest des PydU wech-
selwirken kann. An D1/C1 zeigt sich, dass das nicht passiert, ein Strangbruch bleibt aus.

Der Duplex B/C8 zeigt fiir alle vier Peptide eine deutlich flachere Strangbruchkurve als ohne
Peptidzugabe. Lediglich pNB-KTK zeigt einen etwas steileren Verlauf als die anderen Pep-
tide, erreicht aber bei Weitem nicht die Strangbruchrate des Duplexes ohne Peptidzugabe. Das
legt den Schluss nahe, dass ein konkurrierender Prozess zum intramolekularen Elektro-

nentransfer stattfindet.

Die Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Nitrogruppe des pNB-Restes
und der Thiol bzw. Alkoholfunktion des Cysteins bzw. Threonins, kann in diesen Experi-
menten nicht als Ursache gelten. Andernfalls diirften KCK und KTK die Strangbruchrate
nicht beeinflussen. Um die Ergebnisse der Fluoreszenzldschexperimente mit denen der
Strangbruchexperimente in Einklang zu bringen, muss man in beiden Féllen davon ausgehen,
dass die SH- bzw. OH-Funktion der beteiligten Peptide durch Ausbildung einer Wasserstoft-
briicke oder durch Protonierung einer reaktiven Spezies die Fluoreszenz verstirken und
gleichzeitig die Strangbruchrate senken. Vermutlich handelt es sich bei dem entsprechenden

Prozess um die Protonierung des Uridinradikals, dass bei der Bromid-Abspaltung des BrdU
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gebildet wird. Wire auch das dU-Radikalanion des PydU beteiligt, miissten diese Peptide eine

Fluoreszenzloschung zeigen, was aber nicht der Fall ist.

4.4.4 Strangbruchexperimente mit PtzdU als Elektronendonor

Um die Ergebnisse der PydU-Experimente besser einordnen und bewerten zu kénnen, werden
die Bestrahlungsexperimente mit PtzdU als Elektronendonor in der DNA wiederholt. Im Ge-
gensatz zu Py™ ist Ptz nicht in der Lage, dG zu oxidieren (E°(Ptz""/Ptz*) = -2.0 V). Somit
dienen die Experimetne mit PtzdU als Elektronendonor als wichtige Kontrollexperimente, die
Aufschluss iiber die Beteiligung von oxidativen Folgereaktionen an der Strangbruchreaktion

in den vorherigen Untersuchungen mit PydU-Duplexen geben.

7Z1/C9 dient als Kontrolle fiir den nicht durch BrdU induzierten Strangbruch. Z2/C10 und
Z3/C11 unterscheiden sich von B/C8 dadurch, dass PtzdU und BrdU durch ein Basenpaar
getrennt sind, im Fall von Z2/C10 durch TA, bei Z3/C11 durch CG.

71 3’-TCA-GTC-ATZ-TAC-TGA-CT-5’ Z = PtzdU
(6 5’-AGT-CAG-TAA-ATG-ACT-GA-3’

72 3’-TCA-GTC-ATB-TZA-CTG-ACT-5’ B= BrdU
C10 5’-AGT-CAG-TAA-AAT-GAC-TGA-3’

73 3’-TCA-GTC-ATB-CZA-CTG-ACT-5’
C11 5’-AGT-CAG-TAA-GAT-GAC-TGA-3’

Bereits durchgefiihrte Bestrahlungen!'” ohne Peptide haben ergeben, dass Z2/C10 schr viel
schneller Strangbruchreaktionen eingeht als Z3/C11. Der Grund dafiir liegt in dem schnelle-
ren Elektronentransfer iiber das TA-Paar im Gegensatz zu CG. Z1/C9 zeigt keine Strang-

bruchreaktion bei Bestrahlung.

Die Ergebnisse der Bestrahlungsreihen mit Peptiden lassen sich kurz zusammenfassen. Keines
der zugegebenen Peptide {ibt einen Einfluss auf die Strangbruchraten im PtzdU/BrdU-System
aus. Offensichtlich ist weder die pNB-Gruppe hier in der Lage, die Ladung des Uri-
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dinradikalanions des PtzdU abzufangen, noch kénnen Tyrosin oder Tryptophan mit der posi-

tiven Ladung am Ptz-Rest wechselwirken.
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Abbildung 4-54: Zerfallskurven von 4 uM Duplex Z1/C9 (links) bzw. Z2/C10 und Z3/C11 (rechts) in
10 mM NaP; (pH 7) und 250 mM NacCl bei Zugabe von 40 uM Peptid.

4.4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der Bestrahlungsexperimente

Die Bestrahlungsexperimente von Elektronendonor-modifizierten Oligonukleotiden, die BrdU
als chemische Sonde fiir den reduktiven Elektronentransport tragen, mit pNB-markierten
Peptiden liefern interessante Ergebnisse iiber den Ladungstransport zwischen DNA und Pep-

tiden.

Durch photochemisch induzierten Ladungstransfer ldsst sich die Reduktion von BrdU errei-
chen, die in der Folge basenlabile Schiden in den Oligonukleotiden hervorruft. Durch die
Behandlung mit heilem Piperidin kénnen diese als Strangbriiche nachgewiesen und mittels
HPLC analysiert werden. Andere, aber auf gleiche Weise detektierbare DNA-Léasionen in den
Peptid-DNA-Systemen konnen durch Folgereaktionen des Pyrenylradikalkations und des Uri-
din- bzw. pNB-Radikalanions ausgeldst werden. Eine Reaktion, die zum Strangbruch fiihrt,
findet statt, wenn
= der pNB-Rest in den Basenstapel interkaliert und das Elektron eines beteiligten Uridin-
restes aufnimmt. Dadurch gelangt das entstehende pNB-Radikalanion in unmittelbare

Nahe der Desoxyriboseeinheit eines Nukleotids, mit dem es reagiert
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= das bei der photochemischen Anregung entstechende Pyrenylradikalkation durch die
Anlagerung von Oligolysinresten, die {iber eine interkalierende pNB-Gruppe sehr fest an
die DNA gebunden sind, von einer Reaktion mit der Solvathiille abgeschirmt wird und
somit einen Oxidationsprozess in der DNA induziert.

Beides ist bei den Versuchen mit pNB-Oligolysinen der Fall.

Es findet kein Strangbruch statt, wenn

= der pNB-Rest an der Interkalation in den Basenstapel gehindert wird. Das ist bei aromati-
schen Aminoséureresten der Fall.

= die Ladung des Pyrenylradikalkations durch redoxaktive aromatische Aminosdurereste
(W, Y) abgefangen werden kann.

= die Ladung des Uridinradikals des BrdU mittels Protonierung durch eine alkoholische
Aminoséureseitenkette (C, T) abgefangen wird.

Die Ladungstransferprozesse in der DNA und zwischen Peptiden und Oligonukleotiden hin-

gen also nicht allein von den Redoxpotentialen der beteiligten Donoren und Akzeptoren ab.

PtzdU und PydU verhalten sich grundsitzlich verschieden in dem gewéhlten System. Der

Ladungstransfer im PtzdU-System ldsst sich nicht durch die Zugabe von Peptiden beeinflus-

sen. Das liegt zum einen an der verdnderten elektronischen Struktur und Reaktivitit des pho-

toangeregten Zustands und zum anderen an einer unterschiedlichen Struktur der Elektronen-

donoren im modifizierten DNA-Duplex.
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4.5 Kovalente Peptid-DNA-Konjugate (POCs)

Der Ladungstransfer zwischen Oligonukleotiden und kurzen Peptiden ldsst sich durch nicht
kovalente Peptid-DNA-Wechselwirkungen beeinflussen, wie Fluoreszenzloschexperimente
mit verschiedenen auch sequenzspezifischen Peptiden und abasic site Duplexen gezeigt ha-
ben. Nun gilt es, das Fluoreszenzverhalten eines strukturell klar definierten Donor-Akzeptor-
Systems zu untersuchen. Eine kovalente Verkniipfung von DNA und Peptid verringert die
unkontrollierbare Assoziation und Dissoziation des gebildeten Komplexes. In einem kova-
lenten Peptid-Oligonukleotid-Konjugat ldsst sich zudem der Ort der Wechselwirkung durch
die Art der Verkniipfung festlegen.

4.5.1 Synthetische Moglichkeiten zur kovalenten Verkniipfung von Pepti-

den mit Oligonukleotiden

Zur Darstellung kovalenter Peptid-Oligonukleotid-Konjugate (POCs)**!

gibt es prinzipiell
zwei Moglichkeiten: a) die schrittweise Aufbausynthese und b) die Fragmentkupplung. Im
Idealfall lassen sich beide Strategien an der festen Phase durchfithren. Obwohl die SPPS und
die DNA-Festphasensynthese (vgl. Kapitel 2.2.1) hoch optimiert sind und im
ProduktionsmaBstab durchgefiihrt werden konnen, stellt die Synthese von Konjugaten beider
Biopolymere ein Problem dar, da die Bedingungen der beiden Synthesemethoden nicht kom-

patibel sind.

Eine klassische Festphasesynthese nach der Aufbaustrategie besteht darin, auf einem CPG-
Trager das Oligopeptid nach der Fmoc-Strategie zu kuppeln, terminal eine primiare OH-Funk-
tion einzufiihren (z. B. w-Hydroxy-Carbonsdure an N%) und daran eine Oligonukleotid-
synthese nach der Phosphoramiditmethode anzuschliessen. Dann wird zuerst der Peptid-An-
teil unter sauren Bedingungen entschiitzt, danach erfolgt die Entschiitzung des Oligonukleo-
tidrestes und die Abspaltung vom CPG unter basischen Bedingungen.*** Mégliche Probleme
dieser Vorgehensweise bestehen hauptsichlich in der Entschiitzung der Seitenkettenschutz-
gruppen bei niedrigem pH, aber auch bei der Behandlung mit Base kann es im Peptid-Teil des

Molekiils zur Spaltung von Amidbindungen kommen. Bei niedrigem pH-Wert kommt es zu
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Depurinierungen im DNA-Anteil des Konjugates. Dieses Problem versucht man zu umgehen,
indem moglichst mild abspaltbare Schutzgruppen bei den Aminosduren eingesetzt werden.
Eine Alternative bietet auch der Aufbau des Peptids nach der Boc-Strategie, bei der die Sei-
tenketten basenlabil mit Fmoc-Gruppen versehen sind.

Der Einsatz bifunktionaler Linker stellt eine weitere Mdglichkeit zur Festphasensynthese von
POCs dar.*** 4 Dabei handelt es sich um ein auf einem Triger immobilisiertes Molekiil,
dass an einem Ende eine Fmoc-geschiitzte Aminofunktion und am anderen einen DMT-ge-
schiitzten Alkohol trdgt. Der Vorteil dieses Systems liegt darin, dass sich hier der Peptidrest
nicht nur 3’-terminal an ein Oligonukleotid einfiihren l4sst, sondern auch an einer internen

Position im DNA-Strang.

Fmoc—N O—DMT Fmoc—N/\(\O—DMT
H H
7 N I
Q - 0=P—0
Peptid-Synthese DNA-Synthese |

O
v )

Abbildung 4-55: Beispiele fiir Festphasentriger mit Ankniipfungsmdglichkeiten fiir die SPPS und die DNA-
Festphasensynthese; links: Peptid an 3’-Ende der DNA, rechts: Peptid an seitlicher Verzweigung des DNA-

Stranges

Trotz der Entwicklung verschiedener modifizierter fester Phasen, die z. T. auch kommerziell
erhéltlich sind, bleibt die unterschiedliche Schutzgruppenstrategie in den Peptiden und den
Oligonukleotid-Sequenzen ein grundsdtzliches Problem. Aus diesem Grund gibt es alternativ
ein sich stindig weiterentwickelndes Arsenal an Fragmentkupplungsmethoden, bei denen die
Verkniipfung zwischen den beiden Molekiilbestandteilen erst nach der erfolgten Synthese und
Aufreinigung des jeweiligen Teiles erfolgt. Diese Art der kovalenten Anbindung ermdglicht
eine groBe Varianz im Molekiilaufbau: Das Oligopeptid kann in 3°-3*=*"1 oder 5°-Postion!'**

3173201 an das Oligonukleotid angebracht, aber auch intern an den Strang iiber ein modifizier-

tes Nukleotid angekniipft werden.**#2°%

Die kovalente Verkniipfung kann iiber eine Vielzahl von Bindungstypen geschehen. Haufig

[351] 321 yerwendet. Auch die

werden dafiir Schwefelbindungen oder Amidbindungen!
Phosphatgruppe kann zur Ankniipfung dienen. Fiir die eigentliche Fragmentkupplung werden
beide Molekiile vorher entsprechend chemisch modifiziert. Fiir die Kniipfung der Bindung ist

es unwichtig, welche reaktive Gruppe an welchem Teil des Konjugats liegt. Reaktive Amino-
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sdureseitenketten wie Cysteine und Lysine konnen an jeder Position eines Oligopeptids ein-
gebaut werden. Die Funktionalisierung der Oligonukleotide kann beispielsweise iiber die Ak-
tivierung der 5’-terminalen OH-Funktion mit 1,1’-Carbonyldiimidazol geschehen.*>*! So
kann ein Amin mit Oligonukleotiden zur Reaktion gebracht werden. Dieses kann als Linker
dienen, wenn es eine zweite reaktive Gruppe fiir eine weitere Ankniipfung enthélt. Selbst eine
sehr reaktive Aldehydfunktion kann am Oligonukleotid fiir eine Konjugation erzeugt werden.
Der Schliisselschritt ist dabei die Periodat-Spaltung eines geeigneten Vorldufermolekiils, das

iiber konventionelle Festphasensynthese in die DNA eingebracht wird."**”!
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Abbildung 4-56: Schematische Darstellung einer Auswahl von Verkniipfungsarten

zwischen Oligonukleotiden und Peptiden.

Da ein groBes Interesse an POCs herrscht, existiert eine Reihe kommerziell erhiltlicher

Phosphoramidite fiir die terminale oder interne Anbindung iiber Thiol oder Amino-Gruppen,

die sich in der konventionellen DNA-Festphasensynthese einsetzen lassen. ! 317320 345-330]
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Abbildung 4-57: Verschiedene kommerziell erhéltliche Verbindungen zur DNA-Modifikation.
Die blauen Gruppen zeigen die Ankniipfungspunkte fiir den C-Terminus von Peptiden, die

Disulfidbriicken werden zur Verkniipfung gespalten.

Die Darstellung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten POCs bzw. der Testkonjugate
erfolgte liber die Einfilhrung eines Aminolinkers an den 5’-Terminus der Oligonukleotidse-
quenz. Diese Synthesemethode hat sich bereits bei der Darstellung von Peptid-DNA-Konju-

gaten bewihrt.!'*> 2%

o
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Abbildung 4-58: Schematische Darstellung der Einfiihrung eines Aminolinkers an ein Oligonukleotid.

z

An die primidre Aminofunktion kann der C-Terminus eines beliebigen Seitenkettengeschiitz-
ten Peptids oder eine Carbonsdure mit den Kupplungsmethoden der SPPS angebunden wer-

den.
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4.5.2 Bestimmung des Donor-Akzeptor-Abstands

Im Rahmen dieser Arbeit ist geplant, Oligonukleotide am 5’-Ende mit einem 1,9-Diaminono-
nanlinker versehen, an den iiber eine Amidbindung pNB als Elektronenakzeptor gekniipft
wird. Als Elektronendonor dient das modifizierte Nukleotid PydU. Die Modifikation der
DNA erfolgt nach einem Festphasenprotokoll. Dafiir werden die geschiitzten Oligonukleotide
nach der Darstellung im Synthesizer auf dem CPG belassen.

Die mit einem Linker versehenen festphasengebundenen Oligonukleotidsequenzen sind unter
Feuchtigkeitsausschluss liber mehrere Wochen haltbar und kénnen auf Vorrat hergestellt wer-
den. Uber ein modifiziertes Protokoll aus der SPPS kdnnen mit der Aktivestermethode daran
sowohl eine pNB-Gruppe als auch Seitenketten- und N-terminal geschiitzte Peptide angebun-

den werden.

In Vorexperimenten wird der Elektronenakzeptor pNB aus zwei Griinden direkt an den Ami-

nolinker gekuppelt:

= Der Unterschied in den Ladungstransfereigenschaften wird erst durch den Vergleich von
Fluoreszenzeigenschaften moglich. Dafiir miissen die Eigenschaften von Elektronendo-
nor- und Peptid-substituierten Doppelstrangen mit denen von nur PydU-tragenden Duple-
xen verglichen werden. Da nicht sichergestellt ist, dass der Elektronentransfer von der
DNA auf die pNB-Gruppe ausschliesslich iiber die Wechselwirkung der Peptid-Seiten-
ketten mit den Nukleotiden vermittelt wird, sondern auch direkte Interaktionen des
Elektronenakzeptors mit den Basenpaaren mdglich sind, muss das PydU-pNB-Konjugat
ohne Oligopeptid als Referenz im Fluoreszenzvergleich herangezogen werden.

= FEin moglichst einfaches System erleichtert die Optimierung der Synthesebedingungen,
ohne dass groBerer Mengen an Peptid kostenintensiv dargestellt und eingesetzt werden

miissen.



4 Ladungstransfer zwischen Oligonukleotiden und Peptiden 142

4.5.2.1 Vorversuche

In einem ersten Vorversuch werden die Sequenzen C3 und CS mit pNB modifiziert und un-

tersucht.

D3 5’-CAG-TCA-TAX-ACA-CTG-AT-3’ X =PydU

M1 3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-TA-AN-pNB = Aminononanlinker
E 5’-CAG-CAT-GTT-EAT-GCT-G-3’ E = Ethidium

M2 3’-GTC-GTA-CAA-CTA-CGA-C-AN-pNB

Die Wahl fiel auf diese beiden Sequenzen, da die Fluoreszenzeigenschaften der Duplexe
D3/C3 und E/CS bereits sehr intensiv untersucht wurden (s. Kapitel 3 und 4). Eine Modifika-
tion des DNA-Stranges alleine mit pNB am Aminolinker soll zeigen, ob in diesem System ein

reduktiver Ladungstransfer auf den pNB-Rest stattfindet.
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Abbildung 4-60: Absorptionskorrigierte Abbildung 4-59: Absorptionskorrigierte
Fluoreszenz (A = 360 nm) von 5 puM Fluoreszenz (Aexe = 530 nm) von 1.5 uM
Duplex in 10 mM NaP; (pH 7). Duplex in 10 mM NaP; (pH 7).

Wie die Daten zeigen, beobachtet man mit dem PydU-Duplex keine Fluoreszenzloschung. Da
die pNB-Gruppe allerdings in den nicht kovalenten Experimenten eine Loschung der Emis-
sion bewirkt, muss der ausbleibende Ladungstransfer in D3/M1 mit gro3er Wahrscheinlich-

keit auf einem zu groBBen Abstand zwischen PydU und pNB zuriickgefiihrt werden.

Der Ansatz mit E/M2 wird nicht weiter verfolgt und soll hier nur zeigen, dass die Experi-

mente auch prinzipiell mit dem Ethidiumnukleosidanalogon funktionieren wiirden.
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4.5.2.2 Synthese der pNB-Oligonukleotid-Konjugate

Um den optimalen Abstand von Donor und Akzeptor zu bestimmen, werden Oligonukleotid-
sequenzen synthetisiert, die PydU in unterschiedlichen Entfernung vom 3’-Ende tragen. Die
entsprechenden Gegenstringe werden mit einem Aminononan-Linker versehen, an den die
PNB-Gruppe kovalent gebunden wird (Sequenzen D7-D9). Um auszuschlieBen, dass der Ein-
bau von Donor und Akzeptor in unterschiedliche Strange eines Duplexes Einfluss auf die La-
dungstransfereigenschaften nimmt, werden auch Oligonukleotide dargestellt, die PydU sehr
nah am 5°-Ende der Sequenz tragen (Sequenzen D10 und D11).

D7 5’-CAG-TCA-TAT-ACA-CTG-XT-3’ C12 3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-AA-5’
M3 3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-AA-AN-pNB

D8 5’-CAG-TCA-TAT-ACA-CTX-AT-3’ C13 3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAA-TA-5’
M4 3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAA-TA-AN-pNB

D9 5’-CAG-TCA-TAT-ACA-CXG-AT-3’ C3 3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-TA-5’
M1 3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-TA-AN-pNB

D10 3’-TAG-TCA-CAT-ATA-CTG-XC-5’ C14 5’-ATC-AGT-GTA-TAT-GAC-AG-3’
M5 3’-TAG-TCA-CAT-ATA-CTG-XC-AN-pNB

D11 3’-TAG-TCA-CAT-ATA-CTX-AC-5’ C15 5’-ATC-AGT-GTA-TAT-GAA-TG-3’
Me6 3’-TAG-TCA-CAT-ATA-CTX-AC-AN-pNB
X =PydU, = Aminononanlinker

Die Synthese dieser DNA-Konjugate erfolgt analog zu einem Festphasenprotokoll, das bereits

fiir die Ankniipfung von Peptiden an Oligonukleotide genutzt wurde.!'*- %!

Die DNA-Sequenz wird zuerst im Synthesizer trityl-off synthetisiert. Die Aktivierung des
freien 5’-OH des Oligonukleotids mit CDI erfolgt von Hand {iber die Zugabe der Reaktions-
und Waschlosungen mittels Spritzen (vgl. Sonogashira-Protokoll Kapitel 5.6.2).

Als Linker wird 1,9-Diaminononan verwendet, das an einem Aminende mit der aktivierten
Alkoholfunktion der 2’-Desoxyribose reagiert. Dieser Nonanlinker hat sich bereits bei der
Einfiihrung verschiedener Chromophore an DNA bewdhrt und gewihrleistet durch seine
Liange die Interaktion einer terminal verkniipften Gruppe mit dem 3. bis 5. Basenpaar des
DNA-Duplexes. Trotz der hohen Basizitdt des 1,9-Diaminononans ldsst sich eine Entschiit-

zung und Abspaltung der DNA durch eine kurze Reaktionszeit vermeiden.
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An diesen Linker wird die para-Nitrobenzoesdure als Aktivester nach der HOBt/TBTU-Me-
thode iiber ein modifiziertes Festphasenprotokoll der Peptidsynthese gekuppelt. Die erhalte-
nen modifizierten Oligonukleotide lassen sich mit den {ibliche Methoden iiber HPLC reinigen

und fallen in guter Ausbeute an.

4.5.2.3 Spektroskopische Untersuchung der pNB-Oligonukleotid-Konjugate

Die UV/VIS-, Emissions- und CD-Spektren ermdglichen nicht nur eine Aussage, welcher
Abstand zwischen PydU und pNB fiir die Beobachtung eines Ladungstransfers im kovalent
verkniipften Peptid-DNA-System eingehalten werden muss, sondern geben dariiber hinaus
Hinweise iiber das Verhalten des Pyrenchromophors in unterschiedlicher Basenumgebung

bzw. in der Nihe eines Doppelstrangendes.

Absorptionsspektren und Schmelzpunkte

Eine Betrachtung der Absorptionsspektren der Duplexe D7/C12-M6/C15 zeigt die weitge-
hende Identitdt der sich entsprechenden Paare (D7/C12 und D7/M3, etc.) in der Absorption
im Pyrenbereich. Das Maximum bei ca. 350 nm ist breit und wenig strukturiert, was typisch

fiir PydU-haltige Doppelstriange ist.
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Abbildung 4-61: Absorption von 5 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7).

links: unmodifizierte, rechts: pNB-modifizierte Duplexe

Es treten keine nachweisbaren Grundzustandswechselwirkungen zwischen der pNB-Gruppe

und dem PydU auf, die Einfluss auf den Ladungstransfer nehmen konnten.
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Die Konjugate sind dhnlich stabil wie die PydU-Duplexe, ihre Schmelzpunkte unterscheiden
sich kaum (vgl. Abschnitt 7.6.7). Der Linker mit der pNB-Gruppe bewirkt also keine
Destabilisierung der Duplexarchitektur. Allerdings besitzt der Duplex D11/C15 bzw. M6/C15
im Vergleich zu den anderen einen niedrigeren Schmelzpunkt: Ein PydU am 5’-Ende eines

Oligonukleotids wirkt offensichtlich destabilisierend.

Fluoreszenzspektren

Interessant sind die Fluoreszenzspektren der unmodifizierten Doppelstrange. Betrachtet man

die nicht verlinkten Duplexe, so variiert beispielsweise die Quantenausbeute betrdchtlich,

ohne dass eine Tendenz fiir eine bestimmte Basenumgebung des PydU erkennbar ist.
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Abbildung 4-62: Absorptionskorrigierte Fluoreszenz (Ae = 360 nm) von
5 uM unmodifizierten Duplexen in 10 mM NaP; (pH 7).

Auffallend ist, dass die Duplexe D10/C14 und D11/C1S5 eine leichte Blauverschiebung ihres
Fluoreszenzmaximums von 476 zu 470 nm zeigen. In beiden befindet sich das PydU sehr nah
am 5’-Ende des Stranges. Beide emittieren mit fast derselben Quantenausbeute, obwohl sie
eine vollkommen unterschiedliche Basenumgebung fiir das PydU aufweisen.

Diese Resultate weisen darauf hin, dass der Chromophor in diesen Sequenzen durch die Nihe
zum 5’-Terminus eine andere Konformation einnehmen kann als in den iibrigen Doppelstrian-
gen. Das fiihrt zu einer verdnderten Wechselwirkung des PydU mit dem Basenstapel und so-
mit zu einem abweichenden Verhalten im Fluoreszenzverhalten. Moglicherweise bewirkt

diese Position eine zusétzliche Dynamik in der PydU-Umgebung, die Einfluss auf den Elek-
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tronentransfer nimmt. In gewisser Weise bestitigen sich bei diesen Duplexen die Ergebnisse
der abasic site Duplexe aus Kapitel 3.2.2: Der Elektronentransfer hangt davon ab, ob sich in
5’-Richtung vom PydU ein intaktes Basenpaar befindet. Man beobachtet lediglich eine ge-
ringfligige Loschung der Fluoreszenz, wenn sich dort eine abasic site oder der Terminus des

Oligonukleotids befindet.
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Abbildung 4-63: Normierte Fluoreszenz (Aey. =360 nm) von 5 uM Duplexen in 10 mM NaP; (pH 7).

Die hypsochrome Verschiebung in D10/C14 und D11/C15 liefert einen Hinweis auf ein aus
dem Basenstapel herausgedrehtes Pyren. Die bereits erwdhnte Asymmetrie der Wechselwir-
kungen des PydU mit dem Basenstapel zeigt sich auch hier in den abweichenden Ergebnissen
fiir die Duplexe mit PydU in der Néhe des 3’-Endes, die sich nicht so verhalten. (vgl. Kapitel
3.2.2)
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Abbildung 4-64: Absorptionskorrigierte Fluoreszenz (Aex. = 360 nm) von

5 uM pNB-modifizierten Duplexen in 10 mM NaP; (pH 7).
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Die Anbindung des pNB-Restes iiber den Aminononanlinker bewirkt in allen Duplexen (au-
Ber D3/M1) eine Fluoreszenzldschung. Einen Sonderfall stellen auch hier die Duplexe von
MS5/C14 und M6/C15 dar, bei denen die Ankniipfung des Elektronenakzeptors zu einem zu-
satzlichen Blaushift in der Emission fiihrt. Bei M6/C15 findet nur eine sehr geringe Fluores-
zenzldschung statt (vgl. Tabelle 4-1). Auch daran lésst sich die durch den 5’-Terminus lokal

stark gestorte Struktur im Bereich des modifizierten Nukleotids erkennen.

CD-Spektroskopie

Die CD-Spektren lassen keinen einheitlichen Trend fiir die Basenumgebung erkennen. Im Fall
der Linker-modifizierten Duplexe dhneln sich die Spektren mehr, da hier die optischen Eigen-

schaften des pNB-Restes dominieren.
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Abbildung 4-65: Absorption von 5 pM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7) und 250 mM NaCl.
links: unmodifizierte, rechts: pNB-modifizierte Duplexe
Auffillig ist eine Verschiebung des Maximums bei ~ 290 nm, das in den Duplexen D3/C3
und D8/C13 bei 280 nm erscheint. Die Bandenform des breiten Minimums bei ca. 240 nm
weist in allen Duplexen aufler D3/C3 eine Schulter bei >260 nm auf. Diese spektroskopischen
Daten belegen erneut die Sensibilitdt der Duplexstruktur im Bereich des PydU-Nukleotids
(vgl. Kapitel 3.2).
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4.5.2.4 Bestimmung des Abstands

In der Auftragung der absorptionskorrigierten Fluoreszenzen werden die Unterschiede in der

Ladungstransfereffizienz der einzelnen Duplexe mit und ohne pNB-Gruppe sichtbar.

Wihrend zwischen D3/C3 und D3/M1 kaum ein Unterschied erkennbar ist, differiert die
Emission in den anderen Duplexpaaren. Besonders ausgepragt ist er im Vergleich von D9/C3
und D9/M1, D8/C13 und D8/M4 sowie D10/C14 und M5/C14. Der jeweilige mit dem

Elektronenakzeptor versehene Duplex weist eine deutlich verminderte Emission auf.

1.0 —p7ic13

----D7/M3
——D8/C14
- - - - D8/M4

0.9 1
0.8 1
0.7 1

—— D10/C15
- - - - M5/C15

0.6—-
05-
0.4—-
0.3—-

0.2 4

Korrigierte Fluoreszenz (normiert)

0.1 1

0.0 7

Abbildung 4-66: Absorptionskorrigierte Fluoreszenz (Aex. =360 nm) von 5 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7).

In Tabelle 4-1 sind die absoluten und realtiven Restfluoreszenzen zusammengefasst. Die
absolute Fluoreszenz gibt dabei Auskunft, wie hoch die Emission eines Duplexes im Ver-
gleich mit dem nicht unmodifizierten Duplex D3/C3 ausfillt, wihrend sich die relative Rest-
fluoreszenz auf den Unterschied zwischen unmodifiziertem und pNB-modifizierten Doppel-
strang bezieht.

In den DNA-Sequenzen mit kleiner relativer Restfluoreszenz ist der Donor-Akzeptor-Abstand
also optimal fiir einen Ladungstransfer. Die Position des PydU weist darauf hin, dass die
pNB-Gruppe, bedingt durch den Linker, in unmittelbarer Ndhe zum Chromophor mit der
DNA interagiert, dabei spielt es keine Rolle, ob die pNB-Gruppe in demselben Strang oder im
Gegenstrang zum PydU sitzt.
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Tabelle 4-1: Zusammenfassung der Fluoreszenzintensititen von unmodifizierten und pNB-Duplexen

Duplexe Restfluoreszenz ab- Restfluoreszenz
solut*[%] relativ:*[ %]
D3/C3 100 _
D3/M1 100 99
D7/C12 13 ]
D7/M3 11 %0
D8/C13 40 ]
D8/M4 30 3
D9/C3 80 )
D9/M1 62 26
D10/C14 51 ]
MS5/C14 33 64
D11/C15 52 ]
Meé6/C15 49 93

* Werte bezogen auf maximale Fluoreszenzintensitit von D3/C3

** Werte bezogen auf maximale Fluoreszenzintensitét des entsprechenden unmodifizierten Duplexes

Da die Duplexe in etwa das gleiche Ausmall an Fluoreszenzloschung zeigen, wird fiir die

Modifikationen mit Peptiden auf Duplexe von D9 zuriickgegriffen. Das hat mehrere Griinde:

= Diese Duplexe zeigen eine hohe Grundfluoreszenz, was fiir die Emissionsspektroskopie
giinstig ist.

= Thre Anwendung erfordert keine Synthese Pyren-haltiger Duplexe, die modifiziert werden
miissen, stattdessen konnen zu einem PydU-haltigen Strang verschiedene konventionelle
Gegenstriange fiir die kovalente Anbindung verwendet werden. Da die Synthese der Pep-
tid-Konjugate erst noch erprobt werden muss, ist diese Alternative giinstiger.

= Da die Ursache des Fluoreszenzshifts in M5/C14 nicht bekannt ist, und somit dessen Fol-
gen fiir den Ladungstransfer nicht abgeschétzt werden konnen, ist es sinnvoller, auf an-

dere Duplexe zuriickzugreifen.
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4.5.3 Kovalente Ankniipfung

4.5.3.1 Synthese

Das Ziel der synthetischen Arbeit ist die Entwicklung einer Darstellungsvorschrift fiir Peptid-
DNA-Konjugate, die die DNA-Festphasensynthese mit der SPPS kombiniert.

oder pNB
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Abbildung 4-67: Schematische Darstellung der Synthese von Peptid-DNA-Konjugaten.
Befindet sich eine pNB- statt der Fmoc-Gruppe am Peptid, so verbleibt diese am POC.

In der SPPS miissen dabei die Peptide mit Schutzgruppen versehen werden, die sich unter den
Bedingungen der DNA-Synthese abspalten lassen. Da die Peptidsynthese nach der Fmoc-
Strategie erfolgen soll, scheidet die Verwendung basenlabiler Seitenkettenschutzgruppen, die
bei der Abspaltung des modifizierten Oligonukleotids vom CPG-Triager mit entfernt werden,
aus. Diese Vorgehensweise bietet gegeniiber der alternativen Boc-Strategie den Vorteil, dass
der N-Terminus des Peptids, falls er nicht durch eine pNB-Gruppe blockiert wird, mit der
basenlabilen Fmoc-Gruppe versehen bleibt. Sdurelabile Schutzgruppen (z. B. Boc) lassen sich
nicht mehr in Anwesenheit von DNA abspalten. Durch die Verwendung der orthogonalen
Alloc-Schutzgruppe fiir die Seitenketten (der Lysine) ldsst sich ein weiterer Syntheseschritt, d.

h. eine weitere Schiitzung, nach der Abspaltung des Peptids vom TCP-Harz verhindern. Die-
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ser ist durch die erforderlichen Reinigungsprozesse immer mit einem gewissen Substanzver-
lust und einem Mechraufwand an Kosten und Zeit verbunden. Gelingt die Abspaltung der Al-
loc-Gruppen auf dem CPG, ist damit eine sehr effiziente Darstellungsform fiir Peptid-DNA-

Konjugate gefunden.

Auf der Basis der Vorversuche mit D9/M1 sollen drei Peptid-DNA-Konjugate fiir erste Mes-

sungen dargestellt werden.

D9 5’-CAG-TCA-TAT-ACA-CXG-AT-3’ X =PydU
M7 3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-TA-AN-KK-pNB = Aminononanlinker
M8 3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-TA-AN-KWK

M9 3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-TA-AN-KWK-pNB

Das Konjugat M7 dient dabei als Kontrolle, wie die elektrostatische Interaktion des Dilysin-
restes an der DNA das Fluoreszenzverhalten des kovalent verkniipften PydU-pNB-Systems
beeinflusst. Die beiden Tryptophan enthaltenden Konjugate M8 und M9 sollen den Einfluss
einer aromatischen Aminoséure aufzeigen, die in den Ladungstransfer von PydU au pNB ein-
greifen kann: M8 zeigt dabei den Effekt des Lochakzeptors Tryptophan allein, M9 die Wir-
kung der Kombination aus Loch- und Elektronenakzeptor. Im Vergleich mit den Duplexen
D9/C3 und D9/M1 konnen die Ladungstransfereigenschaften des pNB-PydU-Systems be-

wertet werden.

Die Synthese der bendtigten Alloc-geschiitzten Peptide mittels SPPS verlduft problemlos.
Auch die Kupplung des Peptids an die mit dem Aminononanlinker modifizierte DNA-Se-
quenz liefert befriedigende Ergebnisse. Die Entschiitzung der Lysinseitenketten stellt aller-
dings ein Problem dar. In der Literatur existieren verschiedene Methoden zur Entschiitzung
von Alloc-Gruppen.

Alloc lasst sich mittels Pd(0)-Katalyse unter Zuhilfenahme eines Allylakzeptors abspalten, der
die Riickiibertragung eines Allylrestes auf die entschiitzte Aminofunktion vermeidet. Eine
Reihe von Abspaltreagenzien kann dabei auch in Anwesenheit von DNA eingesetzt wer-
den.>* 31 Solange die Nukleobasen die wihrend der Festphasensynthese bendtigten Schutz-

gruppen tragen, kann keine Nebenreaktion mit einem abgespaltenen Allyrest erfolgen.

Fiir die Abspaltung von Alloc-Gruppen als Schutzgruppen an Nukleobasen wihrend der
DNA-Festphasensynthese schlagen Hayakawa et al.”>* ***! den Einsatz von Pd(PPhs), als
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Katalysator und verschiedener Allylakzeptoren in THF vor. Dieser Veroffentlichung folgend
werden Dimedon und frisch dargestelltes n-Butylamin/Ameisensdure-Salz als Akzeptoren
verwendet. Beide Systeme liefern bei vergleichbarer Reaktionszeit dhnliche Ergebnisse. 3-
Amino-1-propanol, das bei der Entschiitzung eines Ethidium-Nukleosidanalogons erfolgreich

[356]

angewendet wurde" ™, zeigt bei den Peptid-DNA-Konjugaten keine Umsetzung.

4.5.3.2 Probleme

Das grundlegende Problem bei der Optimierung der Abspaltung liegt in den Schwierigkeiten
der Analytik und Reinigung der entstehenden Konjugate. Eine konventionelle HPLC-Analytik
oder gar praparative Trennung mit den erprobten HPLC-Sdulen liefert unbefriedigende Er-
gebnisse. Auch eine Ethanol-Prézipitation des Peptid-DNA-Konjugates, wie sie zur Reini-
gung von Oligonukleotiden oft verwendet wird, bringt keine Verbesserung. Die Bestimmung
der Masse mittels MALDI der erhaltenen DNA-Stringe sowohl aus den Rohprodukten, als
auch von den aus den HPLC-L&ufen erhaltenen Fraktionen ergibt extrem schwache Signale.
Die Reinigung derartiger kurzer Peptid-Konjugate wird in der Literatur durchaus als schwie-

[357

rig beschrieben.”>” Auch die Massenspektrometrie derartiger Verbindungen stellt aufgrund

der sich gegensitzlich verhaltenden Eigenschaften des Peptid- und DNA-Restes eine Heraus-
forderung dar, wenn keiner der beiden Oligomerreste deutlich groBer als der andere ist. %
Die Ausbeute an Peptid-DNA-Konjugaten kann in zukiinftigen Arbeiten bei einer entspre-

chenden Optimierung der Synthese deutlich verbessert werden.

4.5.3.3 Ergebnisse

Durch die Probleme in der Aufreinigung der Konjugate sind die Resultate der spektroskopi-
schen Untersuchung nur als erste Ergebnisse aus Vorversuchen zu bewerten. Durch die ge-
ringe Konzentration und das kleine Probenvolumen der erhaltenen Sequenzen mussten die
Messungen in 3 mm Kiivetten durchgefiihrt werden, was keine Bestimmung des Schmelz-
punktes erlaubte. Das Signal-zu-Rausch Verhéltnis in den Absorptions- und Fluoreszenzmes-

sungen ist aufgrund der geringen Schichtdicke entsprechend schlecht.
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Durch Absorptionsmessungen lielen sich in den Fraktionen der HPLC-Laufe die DNA-Pep-
tid-Konjugate als Einzelstringe identifizieren und quantifizieren. Sie zeigen als einzige Kom-
ponenten eine DNA-typische Absorption bei 255 nm mit einer Schulter bei ~275 nm. Die
UV-Vis-Spektren der Duplexe D9/M7-D9/M9 dhneln den Duplexen D9/C3 und D9/M1. Die
CD-Spektren erscheinen um 10 nm verschoben, zeigen aber immer noch den typischen Ver-
lauf. In den Emissionsspektren lédsst sich eine Blau-Verschiebung des Fluoreszenzmaximums

beobachten von 475 nm bei D9/C3 und D9/M1 zu 460 nm in den Peptid-DNA-Konjugaten.

Die Betrachtung der Fluoreszenz-Quantenausbeute ermdglicht schlielich eine Aussage iiber
die Ladungstransfereigenschaften der kovalenten Peptid-DNA-Konjugate. Dafiir werden die
Restfluoreszenzen der nicht kovalenten und kovalenten Systeme miteinander verglichen. Er-
wartungsgemal sollte die Restfluoreszenz des Duplexes D3/C3 mit 1 eq nicht kovalent ge-
bundenen Peptid hoher sein als im kovalenten System, da nicht 100 % der zugegebenen Pep-

tidmenge tatséchlich an die DNA gebunden wird.

Tabelle 4-2: Fluoreszenzen Peptid-modifizierter Duplexe im Vergleich zum nicht kovalenten Loschexperiment

Duplexe Restfluoreszenz*

[Yo]
D3/C3 (1 eq pNB-KK) 98
D9/M1 80
DI/M7 60
D3/C3 (1 eq KWK) 98
D9/M8 60
D3/C3 (1 eq pNB-KWK) 95
D9/M9 45

*Der Wert bezieht sich auf die Fluoreszenzintensitit von D9/C3

Wie Tabelle 4-2 zeigt, ist das tatsdchlich der Fall. D9/M1 weist 80 % der Fluoreszenz von
D9/C3 auf und dient als Grenzwert fiir die Loscheffizienz der pNB-Gruppe ohne Beteiligung
einer peptidischen Wechselwirkung. Obwohl die Werte der Peptid-DNA-Konjugate fehlerbe-
haftet sind, ldsst sich dennoch ein wichtiger Trend aus ihnen ableiten. Die kovalente Ankniip-
fung von pNB-KK und KWK lésst die Fluoreszenz um rund ein Drittel auf 60 % sinken. Die
Verlinkung mit pNB-KWK 16scht die Fluoreszenz um rund die Hélfte. Damit liegen diese
Werte sdmtlich unter denen des Duplexes D9/M1 und belegen, dass eine Ankniipfung an
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Peptiden zu einer Erhohung der Ladungstransfereffizienz fiihrt, egal ob es sich wie im Fall
des D9/M7 um einen Elektronentransfer oder wie bei D9/M8 um einen Lochtransfer handelt.
Die gleichzeitige Ankniipfung eines Loch- und Elektronenakzeptors wie in D9/M9 steigert

die Ladungstransfereffizienz erheblich.

4.6 Zusammenfassung der Resultate zur Untersuchung des La-

dungstransfers zwischen Peptiden und Oligonukleotiden

Der Ladungstransfer zwischen Peptiden und DNA ist von der Art und Stirke der Bindung
zwischen beiden Molekiilen abhingig. Dabei gilt: Je stirker die Bindung zwischen Oligo-
nukleotid und Oligopeptid, desto mehr Ladung kann transferiert werden. Dabei ist die Anwe-

senheit einer aromatischen Gruppe (pNB, W oder Y) notwendig.

Die Effizienz des Donor-Akzeptor-Systems hdngt vom vorherrschenden Mechanismus fiir den
Ladungstransfer ab. Im PydU-pNB-System ist Elektronentransfer dank des Hopping-Mecha-
nimus auch iiber grofere Distanzen zwischen Donor und Akzeptor moglich, wahrend im
Ethidium-pNB-System der Ladungstransfer aufgrund des Superaustauschmechanismus nur

iber sehr kurzen Entfernungen (ca. 2 bp) erfolgt.

Ein kovalentes System ist einem nicht kovalenten nur bedingt iiberlegen. Es ist nicht allein die
Starke einer Bindung entscheidend, vielmehr kommt es auch auf die Lokalisation der Kon-
taktstelle von Peptid und Oligonukleotid an. Befinden sich Ladungsdonor und -akzeptor zu
weit voneinander entfernt, sei es durch eine nicht kovalente Interaktion in groer Entfernung
voneinander oder durch eine erzwungene Position der Wechselwirkung durch ein kovalent

verkniipftes System, findet kein Ladungstransfer mehr statt.

Eine lokale Stérung der Struktur im Bereich des PydU-Chromophors, wie z. B. der Einbau

einer abasic site, kann ebenso eine Behinderung des Ladungstransfers zur Folge haben.

Eine wichtige Rolle bei den Ladungstransferereignissen spielen Faktoren, die sich in der un-

mittelbaren Umgebung der Reaktionszentren auswirken. Dazu gehdren Einfliisse wie die Ab-
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schirmung einzelner Molekiilteile von der Solventhiille der DNA, die Ausbildung von Was-
serstoffbriicken, die den Elektronenakzeptor an der Interkalation in den Basenstapel hindern,
die sterische Hinderung der Einlagerung des Elektronenakzeptors oder die Protonierung einer
reaktiven Spezies. Gerade diese Faktoren werden durch die anwesenden Seitenketten der be-

teiligten Peptide beeinflusst.

Da zu Beginn dieser Arbeit nicht klar war, in wie vielféltiger Weise die Zusammensetzung
eines Peptids die Ladungstransfereigenschaften innerhalb eines Oligonukleotids und zwischen
DNA und Peptiden beeinflusst, bilden diese Resultate eine wichtige Grundlage fiir das Ver-
standnis des Ladungstransfers in den biologisch aktiven DNA-Protein-Komplexen. Die er-
staunliche Komplexitit der elektronischen Wechselwirkungen zwischen Oligonukleotiden
und Peptiden in diesen kleinen Modellsystemen ldsst die viel hohere Komplexitét in gro3en

Protein-DNA-Komplexen erahnen.
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5 Entwicklung neuer DNA-basierter Fluoreszenzsonden

5.1 Nukleinsauren in der Nanotechnologie

In der Nanotechnologie sind Nukleinséduren aufgrund ihrer biologischen Funktion und ihrer
besonderen supramolekularen Materialeigenschaften ein ideales Medium fiir die Entwicklung
neuartiger Werkstoffe und Werkzeuge. Besonders die Selbstkomplementaritit und die La-
dungstransfereigenschaften der DNA bilden dabei die Grundlage, molekulare Maschinen und
Materialien in der GroBenordnung von Nanometern nach dem Vorbild der Natur darzustellen.
Hinzu kommen wichtige Eigenschaften wie Stabilitdt, Flexibilitdt und die vorhandenen che-
mischen Werkzeuge zur Modifikation, die die Nukleinsduren fiir die Nanotechnologie so inte-

ressant machen 23368

Dabei ist eine Vielzahl von Anwendungen vorstellbar. An dieser Stelle sollen beispielhaft ein

paar aufgefiihrt werden:

= Kiinstliche Photorezeptoren, die auf dem Prinzip der Selbstkomplementaritit beruhen,
konnen in der Biosensorik und Diagnostik Anwendung finden. Eine wichtige Rolle spie-
len dabei fluoreszente Systeme, deren optische Eigenschaften sich genau und einfach mo-
dulieren lassen und die hoch sensibel auf Strukturdnderungen der DNA reagieren. Diese
Anforderungen erfiillen z. B. DNA-basierte Multi-Chromophorstrukturen. ' 36%37

= Neuartige Wirkstoffe, die auf der Ebene der Nukleinsduren arbeiten, ermoglichen neue
Therapieformen in der Medizin.?%-3%%!

= Kiinstliche Enzyme, die DNA-templatgesteuerte chemische Synthese betreiben, konnen
als Nanosynthesizer z. B. in der kombinatorischen Chemie eingesetzt werden.*>*"!

»= Ein Einsatz in der Nanorobotik ist denkbar, wenn die konformationelle Beweglichkeit
beispielsweise iiber die thermische Stabilitdt von Duplexen oder die Anwesenheit alterna-
tiver Partner zur Ausbildung von Basenpaarungen gesteuert werden kann.***-%

= Fin verbesserter Ladungstransfer in Nukleinséduren konnte in der DNA-Diagnostik fiir
Chips mit direktem elektronischen read-out Verwendung finden oder in der Nanoelektro-
nik in Form von Nanodrihten.!® ¢! 394-400]

= Konjugate von Nukleinsduren und ithren Monomeren mit diversen funktionellen Einheiten

konnen zu neuartigen Molekiilen mit vollig neuen, Nukleinsdure fremden Eigenschaften
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fihren.[*'** So lassen sich beispielsweise Bolaamphiphile von Nukleosiden mit

Polyglykoleinheiten in der Phasentransferkatalyse nutzen.**”’

Auf allen genannten Gebieten sind bereits erste Erfolge zu verzeichnen. Fiir die praktische
Anwendung der Verfahren ist allerdings zum Teil noch ein erheblicher Forschungsaufwand

vonnoten.

Im Rahmen dieser Arbeit wird Grundlagenforschung fiir die nanotechnologische Anwendung

im Bereich der Biosensorik betrieben. Mithilfe verschiedener in unserer Gruppe verwendeten

photochemisch anregbaren Elektronendonoren in Oligonukleotiden sollen DNA-basierte Flu-

oreszenzsonden erzeugt werden, die neuartige strukturelle und elektronische Eigenschaften

aufweisen. Unter diesem Aspekt werden zwei Ansétze verfolgt:

= PydU bzw. PtzdU werden in unterschiedlicher Anzahl und Anordnung in DNA eingebaut
und spektroskopisch untersucht. Das Hauptaugenmerk gilt dabei den Struktureinfliissen,
denen ein Oligonukleotid durch den Einbau mehrerer modifizierter Nukleotide unterwor-
fen wird. Diese entscheiden letztlich dariiber, inwieweit sich ein modifiziertes Oligo-
nukleotid selbstkomplementdr verhélt und somit zur Erkennung bestimmter DNA-Se-
quenzen geeignet ist.

B8 wird 1-

» Uber Sonogashira-Reaktion an festphasengebundenen Oligonukleotiden!
Ethinylpyren als neuer Chromophor eingefiihrt, spektroskopisch untersucht und auf mog-

liche Anwendungen hin getestet.
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5.2 Zweifach-modifizierte Oligonukleotide

5.2.1 Hintergrund und Design

Die einzige Bedingung fiir die Anordnung mehrerer Chromophore in einem Oligonukleotid,
die fiir eine Anwendung in der Praxis sinnvoll erscheint, ist die Moglichkeit der elektroni-
schen Wechselwirkung zwischen den Fluorophoren. So kann die Integritdt der Basenumge-
bung sondiert werden, indem die Emission iiber die strukturellen Verdnderungen moduliert
wird. Eine Interaktion der einzelnen Chromophore kann nur stattfinden, wenn diese sich in
rdumlicher Ndhe zueinander befinden. Das bedeutet, dass sie prinzipiell sowohl in einem
Strang hintereinander angeordnet sein konnen als auch gegeniiberliegend in Strang und Ge-
genstrang. Die Untersuchung des folgenden zweifach fluoreszenzmarkierten Oligonukleotids
soll zeigen, ob eine Anordnung von zwei PydU-Nukleotiden als komplementédre Basen als
Hybridisierungssonde einsetzbar ist. Eine theoretische Vorhersage fiir diesen Fall fillt schwer,
da die Struktur PydU-haltiger Duplex-DNA bislang nicht hinreichend bekannt ist. Wie die
vorangehenden Kapitel gezeigt haben, existieren Hinweise darauf, dass je nach Basenumge-
bung der Pyrenrest des PydU-Nukleotids nicht aus der DNA-Helix heraus in die gro8e Furche
ragt, sondern vielmehr eine leicht verzerrte Konformation aufweist, was eine teilweise Inter-
aktion des Pyrenrestes mit dem Basenstapel ermoglicht.

Um das Verhalten des Pyrenchromophors in einem zweifach modifizierten System zu iiber-
priifen, wird die selbstkomplementédre Oligonukleotidsequenz H synthetisiert, die je nach ge-
wihlten Hybridisierungbedingungen intramolekular eine Haarnadelstruktur ApH oder inter-

molekular den Duplex H/C16 bilden kann.

H 3’-GTG-XCG-AAG-CGX-CAC-5’ X =PydU
C16 5’-CAC-AGC-TTC-GCA-GTG-3’

H ist so entworfen, dass sich in ApH die beiden PydU-Einheiten direkt gegeniiber liegen,

wihrend sie in H/C16 durch sieben Basenpaare getrennt sind.
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5.2.2 Spektroskopische Untersuchungen am zweifach-markierten Oligo-

nukleotid

Ein Vergleich der Absorptionsspektren von Einzelstrang ssH, Duplex H/C16 und Hairpin
hpH liefert keinen Hinweis auf eine elektronische Kopplung der beiden PydU-Chromophore.
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Abbildung 5-1: Absorption von 5 pM DNA in 10 mM NaP; (pH 7).

Die Fluoreszenzspektren unterscheiden sich deutlich voneinander: Tragt man die korrigierte
Emission auf, so erkennt man, dass H/C16 am stirksten fluoresziert, der Einzelstrang erreicht
noch etwa 80 %, hpH dagegen nurmehr 70 % der Intensitdt. Die Lage des Fluoreszenzmaxi-

mums bleibt dabei nahezu unverindert.
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Abbildung 5-2: Absorptionskorrigierte Fluoreszenz von 5 uM Duplex-DNA und
2.5 uM Einzelstrang-DNA in 10 mM NaP; (pH 7) bei A =360 nm.

Der Unterschied in der Emission zwischen ssH und H/C16 entspricht den Erwartungen, der

Riickgang der Emission in ApH im Vergleich zu ssH ist jedoch ungewdhnlich. Der Anstieg in
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der Fluoreszenz vom Einzel- zum Doppelstrang lédsst sich auf den Einfluss der Basenumge-
bung auf die Exciplexemission von PydU zuriickfiihren. Umgekehrt gilt fiir die Abnahme der
Emission von ApH zu ssH dass zumindest lokal eine grdssere Flexibilitdt im Bereich der
PydU-Einheiten vorliegt. Die Strukturverhéltnisse im lokalen Umfeld der PydU-Gruppen sind
in ApH und ssH dhnlich. Das zeigen auch die fast identischen Absorptionsspektren.

Die CD-Spektren von H/C16 und ApH unterscheiden sich klar voneinander. Zwischen 320
und 400 nm liegt das positive Signal der Pyrenbande. In H/C16 weist es bei 360 nm ein Ma-
ximum auf, in ApH bei 365 nm. Auch das Maximum der DNA-Bande erscheint verschoben:
Es liegt im Duplex bei 290 nm, im Hairpin bei 280 nm. Ebenso zeigen sich Verschiebungen
im kurzwelligen Absorptionsbereich des Pyrens fiir die beiden DNA-Strukturen, also zwi-
schen 200-260 nm, die darauf hindeuten, dass ApH im Gegensatz zu H/C16 nur teilweise he-

likal vorliegt.
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Abbildung 5-3: CD-Spektrum von 5 uM DNA in 10 mM NaP; (pH 7) und 250 mM NaCl.

Gestiitzt werden die Beobachtungen aus den CD-Spektren durch die Anregungsspektren, die
bei einer Emissionswellenldnge von 475 nm aufgenommen wurden. Die Anregungsprofile
von H/C16 und ApH zeigen im Vergleich ebenfalls eine hypsochrome Verschiebung der Py-
renabsorptionen. Der Grund dafiir liegt in der unterschiedlichen Basenumgebung des PydUs

in H/C16 und hpH.
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Abbildung 5-4: Anregungsspektrum bei A.,,=475 nm mit 5 uM DNA in 10 mM NaP; (pH 7).

5.2.3 Zusammenfassung

Befinden sich zwei PydU-Chromophore im Abstand von sieben Basenpaaren in einem DNA-
Duplex wie in H/C16, so beeinflussen sich diese aufgrund der groen Entfernung nicht ge-
genseitig. Liegen sich zwei PydU-Chromophore wie in der Haarnadel ApH direkt gegeniiber,
so kommt es zu einer Strukturstérung an dieser Stelle, die sich in einer verringerten Fluores-
zenzausbeute zeigt. Die modifizierten Nukleotide nehmen in Duplex und Haarnadel unter-
schiedliche Konformationen ein, wobei in ApH eine verminderte Wechselwirkung des Pyren-

restes mit dem Basenstapel erfolgt, wie die groBe Ahnlichkeit von #pH und ssH beweist.

Fiir die Planung weiterer DNA-Systeme bedeutet dies zum einen, dass der Abstand zwischen
den Chromophoren nicht zu grof3 sein darf. Zum anderen sollten die Chromophore in demsel-
ben Strang liegen. Die einfachsten Systeme, die diese Bedingungen erfiillen, sind Oligonukle-

otide, in denen modifizierte Nukleotide direkt benachbart liegen.
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5.3 Funffach-PydU-modifizierte Oligonukleotide

5.3.1 Hintergrund und Design

Die Synthese mehrfach gelabelter Oligonukleotide stellt den nédchsten Schritt in Richtung
Nanodevice dar. Fiinf nebeneinander eingebaute PydU-Einheiten sollen dabei zeigen, ob sich
eine geordnete Struktur ausbildet und die Pyrenreste in elektronische Wechselwirkung mit-

einander treten konnen.

N1 3’-CAG-TCA-TAX-ATA-CTG-AC-5’ X =PydU
C17 5’-GTC-AGT-ATA-TAT-GAC-TG-3’

N2 3’-ACG-TGC-AXX-XXX-ACG-TGC-A-5’
C18 5’-TGC-ACG-TAA-AAA-TGC-ACG-T-3’

Die mit fiinf benachbarten PydU-Nukleotiden versehene DNA N2 und die einfach markierte
Kontroll-DNA N1 wurden zu diesem Zweck synthetisiert und untersucht. Beide Sequenzen
enthalten AT-Basenpaare als direkten Nachbarn der fluorophoren Gruppen. Ein effektiver

reduktiver Elektronentransfer in den Basenstapel wird somit signifikant unterdriickt.

5.3.2 Spektroskopische Untersuchung am fiinffach-markierten

Oligonukleotid

5.3.2.1 Messungen am Einzelstrang

Die spektroskopische Untersuchung des Einzelstranges ssN1 zeigt die Eigenschaften des
DNA-Pyrensystems ohne ausgebildeten helikalen Basenstapel, da die Wechselwirkungen der
Nukleobasen untereinander fehlen. Somit lisst sich durch den Vergleich von Messungen an
ssN1 und N1/C17 die Bedeutung der DNA-Architektur fiir die elektronischen Interaktionen

zwischen den PydU-Chromophoren ermitteln.
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Wie erwartet, absorbiert der Einzelstrang ssN2 im Pyrenbereich etwa fiinfmal so stark wie
ssN1. Das Maximum der sehr breiten Absorptionsbande liegt dabei in beiden Einzelstringen

bei ca. 350 nm.
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Abbildung 5-5: Absorptionsspektren von 2.5 pM Einzelstrang in 10 mM NaP; (pH 7).

Die Emission der Einzelstringe zeigt bei ssN1 und ssN2 ein Maximum bei 475 nm. Wie aus
der korrigierten Emission ersichtlich, ist die Quantenausbeute von ssN2 fast so hoch wie in

ssN1, was aufgrund der ungeordneten Struktur der Einzelstrange auch zu erwarten ist.
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Abbildung 5-6: Absolutes (links) und absorptionskorrigiertes (rechts) Emissionsspektrum (Aq =340 nm)
von 2.5 uM Einzelstrang in 10 mM NaP; (pH 7).

In guter Nédherung lisst sich sagen, dass die PydU-Chromophore in ssN2 keinen Einfluss auf-

einander ausiiben. Sie verhalten sich annéhernd wie flinf einzelne PydU-Einheiten.
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5.3.2.2 Absorption und Emission im Doppelstrang

Die spektroskopische Untersuchung der Duplexe liefert ein etwas anderes Bild. Das Absorp-
tionsspektrum der Duplexe N1/C17 und N2/C18 ist gegeniiber den Einzelstrangmessungen
nur leicht verdndert und weist im Pyrenbereich ein breites, leicht strukturiertes Maximum bei
nunmehr 356 nm auf.

Das Emissionsverhalten von einfach und fiinffach modifiziertem Duplex dagegen zeigt nun
deutliche Unterschiede. Beide Doppelstriange fluoreszieren im Duplex deutlich mehr als im
Einzelstrang, was prinzipiell den Erwartungen entspricht. Eine Auftragung der korrigierten
Fluoreszenzen macht den Anstieg der Emission in N2/C18 im Vergleich zu Duplex N1/C17
sichtbar. Durch die rdumliche Abschirmung der inneren drei PydU-Einheiten der Fiinfer-
gruppe von den Nachbarbasen im DNA-Strang, werden Elektronentransferprozesse zwischen
den Chromophoren und den Nachbarbasen unterbunden, die zu einer Loschung der Fluores-
zenz fiihren. Somit ist insgesamt betrachtet die Emission in N2/C18 um ein Vielfaches hoher

als im Kontrollduplex.
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Abbildung 5-7: Absorption und absorptionskorrigierte Emission (Aex=360 nm)
von 5 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7).

Das Maximum der Emission von N1/C17 liegt wie im Einzelstrang bei 475 nm, wahrend bei
N2/C18 eine deutliche Blauverschiebung zu 445 nm eintritt. Diese Verschiebung ins Blaue
bei N2/C18 basiert vermutlich auf einer teilweisen elektronischen Entkopplung der benach-

barten Chromophorsysteme im angeregten Zustand.

Die Anregungsspektren bei den Emissionsmaxima von N1/C17 und N2/C18 liefern keine

weiteren Erkenntnisse, die iiber die Informationen aus den Absorptionsspektren hinausgehen.
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Abbildung 5-8: Normierte Emission (=360 nm) von 5 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7).

5.3.2.3 CD-Spektroskopie des Duplexes

Das Spektrum von N1/C17 wird von den Signalen der Chromophore dominiert, die sich in
einer chiralen Umgebung befinden. Auffillig ist der Verlauf der CD-Kurve des Duplexes
N2/C18 vom Negativen ins Positive zwischen 320 und 400 nm mit einem Nulldurchgang bei
370 nm (Absorptionsmaximum des Pyrens). Ein derartiges excitonisches Signal des Pyren-

restes fehlt bei N1/C17.
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Abbildung 5-9: CD-Spektrum von 2.5 uM Duplex in 5.5 mM NaP; (pH 7) und 250 mM NaCl.

Dieses ausgepriagte Signal deutet auf eine rechtshelikale Anordnung der Pyrenchromophore

hin. Auch die Bande der B-DNA-Struktur mit ihrem stark positiven Cotton-Effekt wird durch
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den Chromophorstapel in N2/C18 beeinflusst. Thr Signal wird im Vergleich zu N1/C17 stir-
ker und das Maximum verschiebt sich von 280 zu 300 nm. Im Wellenldngenbereich von 200-
260 nm wird durch den Vergleich von N1/C17 mit N2/C18 ebenfalls die Verdnderung im
Bereich der Pyreneinheiten durch ihre Einbindung in eine geordnete Struktur sichtbar. Im
Bereich der kurzwelligen Pyrenabsorption (A < 260 nm) zeigen sich verschiedene Auswir-
kungen wie Verschiebungen der Extrema und eine Umkehr der Vorzeichen von Cotton-Ef-
fekten.

Somit weisen die Strukturuntersuchungen mittels CD-Spektroskopie auf eine geordnete, heli-
kale Anordnung der fiinf PydU-Chromophore hin. Die PydU-Einheiten haben sich so orien-
tiert, dass ihre Pyreneinheiten iiber Stapelung in starke elektronische Wechselwirkung treten
konnen und sich durch die Ausbildung von Watson-Crick-Paarungen ihrer Uridin-Einheiten
mit dem Komplementirstrang entlang der DNA-Helix ausrichten und diese stiitzen. Dies be-

wirkt eine ebenfalls rechtsgéingig helikale Anordnung der Chromophore.

5.3.2.4 Temperaturabhiingige Messungen

Die helikale Anordnung der PydU-Chromophore hingt von der Intaktheit der tragenden
Duplex-Architektur ab, d. h. eine Stérung der B-DNA-Helix fiihrt zu verdnderten elektroni-
schen Interaktionen der Fluorophore und somit zu anderen optischen Eigenschaften. Dies ldsst

sich anhand temperaturabhingiger Messungen eindeutig zeigen.

In der Absorption von N2/C18 ist bei Temperaturen iiber dem Schmelzpunkt (T > 50°C) eine
Verschiebung im Maximum der Pyrenabsorption von 360 nm zu 350 nm zu beobachten. Dies
deckt sich mit den Absorptionswerten des Einzelstrangs (Amax ® 350 nm). Die Struktur der
Pyrenbande liefert Anhaltspunkte dafiir, dass im Duplex Grundzustandswechselwirkungen
zwischen den fiinf Chromophoren bestehen, die Absorptionsbanden bei iiber 360 nm liefern.
Diese Interaktionen werden durch die Dehybridisierung des Duplexes zerstort, und die Ab-
sorption verdndert sich entsprechend. Das Auftreten eines isosbestischen Punktes bei 356 nm
weist dabei auf einen Ubergang zwischen zwei Konformationen in der Nihe des Schmelz-

punktes hin.
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Abbildung 5-10: Temperaturabhéngige Absorptionsspektren von 2.5 uM Duplex N2/C18 in 10 mM NaP;
(pH 7) und 250 mM NaCl. Der Einschub zeigt eine VergroBerung des Bereichs der Pyrenabsorption.

Das CD-Spektrum zeigt bei hohen Temperaturen das Verschwinden des excitonischen Signals
der Pyrene zwischen 320 und 400 nm. Es ist kein Nulldurchgang mehr bei 370 nm zu be-

obachten, und es verbleibt nurmehr ein negatives Extremum bei 350 nm.
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Abbildung 5-11: Temperaturabhéngige CD-Spektren von 2.5 uM Duplex
N2/C18 in 10 mM NaP; (pH 7) und 250 mM NaClL.

In den temperaturabhingigen Emissionsspektren erkennt man die Verédnderung der optischen
Eigenschaften von N2/C18 bei iiber 50°C ebenfalls. Es sind sowohl ein starker Riickgang in
der Fluoreszenz als auch eine Verschiebung des Maximums von 445 nm zu 480 nm zu be-

obachten. Hierbei findet keine langsame Verdnderung in den elektronischen Gegebenheiten
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tber viele Zwischenzustinde statt, es kommt in einem Schritt zu einer neuen elektronischen

Struktur. Das legt auch der isosbestische Punkt im Absorptionsspektrum nahe.
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Abbildung 5-12: Temperaturabhingige Emissionsspektren (A.=360 nm) von 2.5 uM Duplex
N2/C18 in 10 mM NaP; (pH 7) und 250 mM NaCl (links:absorptionskorrigiert, rechts:normiert).

Mit der Dehybridisierung des DNA-Geriistes bricht die Helixstruktur der PydU-Einheiten
zusammen. Diese Kopplung der Anordnung der Chromophore mit dem Vorhandensein der
intakten Duplex-Struktur erkennt man darin, dass die spektroskopischen Eigenschaften bei
Temperaturen bis 40°C fast unverdndert bleiben, sich bei 50°C deutlich verdndern und ab
60°C erneut ungefahr gleich bleiben. Beim Zerstéren der Sekundirstruktur des Chro-
mophorstapels scheint es sich also wie bei der Dehybridisierung der DNA um einen hochgra-

dig kooperativen Prozess zu handeln.
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Abbildung 5-13: Schmelzpunkte von 2.5 uM Duplex N2/C18 in 10 mM NaP; (pH 7) und 250 mM NacCl bei

unterschiedlicher Absorptionswellenldnge (links: DNA-Absorption, rechts: Pyrenabsorption).

Vergleiche der Schmelzkurven bei 260 nm und 360 nm bestdtigen diese Interpretation. Be-
merkenswert dabei ist, dass die Kurve bei der DNA-Absorptionswellenldnge den bekannten
Hyperchromizitétseffekt mit einem Anstieg der Absorption in den Einzelstrangen gegeniiber

dem Duplex aufweist, wihrend die Kurve bei der Pyrenabsorptionswellenldnge einen Hy-
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pochromizititseffekt mit einem Minimum in der Ableitung zeigt. Die beiden erhaltenen
Schmelztemperaturen sind dhnlich (vgl. Abschnitt 7.6.4). Die Schmelztemperatur im Bereich
der Chromophorabsorption liegt ca. 6°C unter der des DNA-Gertistes, was belegt, dass der
PydU-Stapel niedrigerer Temperatur dehybridisiert wird als der iibrige DNA-Basenstapel.

5.4 Funffach-PydU- und PtzdU-modifizierte Oligonukleotide

5.4.1 Hintergrund und Design

Fiir eine potentielle Anwendung in der Biosensorik reicht es nicht allein aus, iiber einen
struktursensitiven und fluoreszenzverstiarkten Chromophorstapel zu verfiligen, vielmehr beno-
tigt man einen modulierbaren Multichromophor, das vielfdltige Einsatzmdglichkeiten als
Hybridisierungssonde bietet. In dieser Arbeit wird versucht, die Eigenschaften des Pyren-
Multichromophors durch den Einbau zweier verschiedener modifizierter Nukleotide zu variie-
ren. Derartige heterogene Multichromophor-Systeme sollten dhnlich wie im Fall des fiinffa-
chen PydU-Stapels in N2/C18 als supramolekulare Architektur im Duplex andere elektroni-

sche Eigenschaften besitzen als die einzelnen eingesetzten Chromophorbausteine.

In diesem Fall werden alternierend PydU- und PtzdU-Einheiten nebeneinander in einen DNA-
Strang eingebaut, so dass hier insgesamt ebenfalls fiinf Chromophoreinheiten benachbart sind.
Mit einer symmetrischen Anordnung ergeben sich zwei Sequenzen, im Fall von N3 stehen
zwei PtzdU-Nukleotide mit den Nachbarbasen in Wechselwirkung, bei N4 zwei PydU-
Nukleotide.

N3 3’-ACG-TGC-AZX-ZXZ-ACG-TGC-A-5’ X=PydU, Z=PtzdU
C18 5’-TGC-ACG-TAA-AAA-TGC-ACG-T-3’

N4 3’-ACG-TGC-AXZ-XZX-ACG-TGC-A-5’
C18 5’-TGC-ACG-TAA-AAA-TGC-ACG-T-3’

Wie bei Duplex N2/C18 sind fiir den fiinf PtzdU-tragenden Duplex die spektroskopischen

Eigenschaften aus anderen Arbeiten der Arbeitsgruppe bekannt. Auch hier ordnen sich die
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Phenothiazin-modifizierten Nukleotide helikal an, treten in starke elektronische Wechselwir-

kung und rufen eine verdnderte optische Eigenschaften hervor.

5.4.2 Spektroskopische Untersuchung der fiinffach-modifizierten Duplexe

5.4.2.1 Absorption, CD und Schmelzpunkte

Die Hohe der Absorption zwischen 300 und 400 nm von N3/C18 und N4/C18 wird bestimmt
durch die Anzahl der PydU-Einheiten. Die Absorption der PtzdU-Nukleotide (270-300 nm)
liegt unter der DNA-Bande. Es tritt keine Grundzustandswechselwirkung bei Wellenldngen
>360 nm wie bei N2/C18 auf. Somit entsprechen die Absorptionsspektren der Duplexe
N3/C18 und N4/C18 den Erwartungen und gleichen denen von N1/C17 und N2/C18.
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Abbildung 5-14: Absorption von 5 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7).

Der Vergleich der CD-Spektren von N3/C18 und N4/C18 mit N2/C18 und N1/C17 lésst die
strukturellen Besonderheiten der einzelnen Duplexe sehr gut erkennen. Bei Duplex N4/C18,
der drei Pyrenchromophore tragt, wird das im Duplex N2/C18 sichtbare excitonische Signal
zwischen 330 und 400 nm fiir den helikal geordneten PydU-Stapel deutlich kleiner, und es
verbleibt ein schwacher negativer Cotton-Effekt mit einem Extremum bei 332 nm. Bei 290
nm erkennt man das positive Signal der B-DNA, allerdings ist es schwécher als in N2/C18

und erscheint leicht verschoben.
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In Duplex N3/C18 dominieren die Eigenschaften des Ptz-Chromophors. Man erhélt ein aus-
gepragtes positives Maximum bei 365 nm, das darauf hinweist, dass die iibergeordnete

Struktur der PtzdU-Einheiten durch den Einbau von PydU sehr wenig gestort wird.
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Abbildung 5-15: CD-Spektrum in 10 mM NaP; (pH 7) und 250 mM NaCl
von 2.5 uM (N1/C17, N2/C18) bzw. 5 uM (N3/C18, N4/C18) DNA .

In beiden Spektren treten im Bereich der kurzwelligen Pyrenabsorptionsbanden zwischen 200
und 260 nm im Vergleich zu N2/C18 Veridnderungen auf, die das Spektrum dem einfach
PydU modifizierten Duplex N1/C17 dhnlicher machen.

Durch die symmetrische Anordnung der beiden unterschiedlichen Chromophore erhélt man
Duplexe, die ebenso wie die homogen gelabelten Doppelstringe eine geordnete Struktur ent-
lang des DNA-Riickgrates einnehmen. Diese ist jedoch von der des PydU-Stapels in N2/C18
verschieden und orientiert sich weitaus weniger an der B-DNA-Struktur, wie das schwéchere
CD-Signal bei 260 nm zeigt. N3/C18 und N4/C18 reagieren deshalb vermutlich weniger em-
pfindlich auf Strukturstérungen als N2/C18. Durch diese neue Anordnung der Chromophore
in N3/C18 und N4/C18 sind zudem andere elektronische Wechselwirkungen der PydU-Ein-

heiten als im Homolabel zu erwarten.
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Abbildung 5-16: Schmelzpunkte von 5 pM DNA in 10 mM NaP; (pH 7)

und 250 mM NaCl bei 360 nm.



5 Entwicklung neuer DNA-basierter Fluoreszenzsonden 172

Die erhaltenen Schmelzpunkte bei 260 nm weisen auf eine geringe Destabilisierung der

Hybridisierung in N3/C18 und N4/C18 hin (s. Abschnitt 7.6.4).

5.4.2.2 Fluoreszenzeigenschaften

Die auffilligste Anderung in den spektroskopischen Eigenschaften der Duplexe N3/C18 und
N4/C18 ist die fast vollstindige Loschung der Fluoreszenz. N4/C18 besitzt weniger als 2 %
der Fluoreszenz von N2/C18, N3/C18 weniger als 1 %. Der Quantenausbeute nimmt mit stei-

gender Zahl an PtzdU-Einheiten ab.
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Abbildung 5-17: Absorptionskorrigierte Emissionsspektren von 5 pM DNA (A¢=360 nm)

in 10 mM NaP; (pH 7). Der Einschub zeigt eine VergroBerung des Spektrums.

Ein Grund dafiir liegt zum einen in der elektronischen Entkopplung der PydU-Nukleotide
untereinander, wodurch keine Fluoreszenzverstirkung auftritt. Zum anderen 16scht die Anwe-
senheit von PtzdU die Fluoreszenz der benachbarten PydU-Chromophore sehr effektiv, was
vermutlich auf Elektronentransferprozesse zuriickzufiihren ist. Bemerkenswert ist hierbei die
Tatsache, dass der Loscheffekt von PtzdU als Nachbarbase deutlich stirker ist als von den
unmodifizierten DNA-Basen. Wire das ndmlich der Fall, miisste N3/C18 eine hohere korri-
gierte Fluoreszenz zeigen als N4/C18. PtzdU selbst fluoresziert im Gegensatz zu PydU kaum
und leistet keinen nennenswerten Beitrag zur Emission. Eine Verschiebung des Emissionsma-
ximums in N4/C18 zu hoheren Wellenldangen (468 nm) im Vergleich zu N2/C18 (445 nm)
belegt die energetische Verdnderung der beteiligten Zustdnde. Bei N3/C18 ist eine Aussage

wegen der niedrigen absoluten Fluoreszenz nicht moglich.



5 Entwicklung neuer DNA-basierter Fluoreszenzsonden 173

1.0

0.9 4 —N1/C17
i —N2/C18

0.8 ——N4/C18

0.7—-
0.6—-
0.5—-
0.4

0.3 1

Normierte Fluoreszenz

0.2 4

0.1

0.0

380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
A [nm]
Abbildung 5-18: Normierte Emissionsspektren von 5 uM DNA (A¢ =360 nm) in 10 mM NaP; (pH 7).

N3/C18 fehlt aufgrund der &duflerst geringen Fluoreszenzintensitt.

Die Daten der gemessenen Anregungsspektren decken sich mit den Informationen aus den
Absorptionsspektren und zeigen keine signifikanten Verdnderungen im Anregungsprofil. Wie
die Absorption so ist auch die Emission bestimmt durch die nicht miteinander in Wechselwir-

kung stehenden Pyrenchromophore.
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5.5 Mismatch-Duplexe funffach-modifizierter Oligonukleotide

5.5.1 Hintergrund und Design

Ein ideales, fiir die diagnostische Anwendung geeignetes Mehrfach-Fluoreszenzlabel reagiert
auf Verdnderungen der Basenumgebung mit einer Verdnderung seiner Fluoreszenzeigen-
schaften. Wie sich durch die Integration von PtzdU in einen PydU-Multichromophor gezeigt
hat, fithrt der Einbau von PtzdU zu einer Neuanordnung der Chromophore und bewirkt eine
Rotverschiebung und Loschung der Fluoreszenz des Pyrens. Es wird erwartet, dass geringe
Strukturstorungen, die typischerweise mit Basenfehlpaarungen einhergehen, einen Effekt auf
die spektroskopischen Eigenschaften von N2, N3 oder N4 haben. Ist dies der Fall, besitzt man
mit dem filinffach-PydU-Chromophor eine Fluoreszenzsonde, die zur Detektion von Fehlstel-

len in der DNA genutzt werden kann.

C19 3’-TGC-ACG-TAA-GAA-TGC-ACG-T-5’
C20 3’-TGC-ACG-TAG-AGA-TGC-ACG-T-5’

C21 3’-TGC-ACG-TGG-GGG-TGC-ACG-T-5’

Um weitere Informationen tliber den Einfluss der Struktur auf die Wechselwirkung der Chro-
mophore untereinander zu bekommen, werden die fiinffach-modifizierten Einzelstringe ssN2,
ssN3 und ssN4 mit Gegenstrangen (C19-20) hybridisiert, die im Bereich der fiinf nebeneinan-
der liegenden Chromophore zu einer, zwei und fiinf Basenfehlpaarungen fithren. Zu diesem
Zweck wurde die entsprechende Gegenbase zu der Uridin-Einheit des modifizierten Nukleo-
tids, also Adenin, durch das sterisch dhnliche Guanin ausgetauscht. Eine Watson-Crick-Ba-
senpaarung ist nun zwischen PydU bzw. PtzdU und dG nicht mehr méglich. Ein Vergleich
dieser fehlgepaarten Duplexe mit den Duplexen N2/C18, N3/C18 und N4/C18 liefert weitere

Erkenntnisse zum Versténdnis der fliinffach-modifizierten Duplexe.
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5.5.2 Spektroskopische Untersuchung des Ladungstransfers

Aus den Absorptions- und CD-Spektren, sowie den Fluoreszenzspektren ergibt sich folgendes
Bild: Das Auftreten einer Basenfehlpaarung in den Duplexen N2/C19, N4/C19 und N3/C19
lasst die spektroskopischen Eigenschaften im Vergleich zu den match-Duplexen N2/C18,
N4/C18 und N3/C18 praktisch unverindert. Lediglich die Fluoreszenz nimmt bei N2/C19 um
mehr als 50 % gegeniiber N2/C18 ab. Eine Diskussion der Fluoreszenzdnderung zwischen
den fehlgepaarten Duplexen N4/C19 und N3/C19 im Vergleich zu den reguldren Duplexen
N4/C18 und N3/C18 ist aufgrund der geringen Fluoreszenzintensititen nicht moglich.
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Abbildung 5-19: Absorptionskorrigierte Emissionsspektren von 2.5 uM DNA

(Aexc=360nm) in 10 mM NaP; (pH 7) und 250 mM NaCl .

Eine weitere Zunahme der Basenfehlpaarungen wirkt sich bei den Duplexen N2/C20 und
N2/C21 sehr deutlich aus. In der Absorption zeigen N4/C20, N4/C21, N3/C20 und N3/C21
keine Verdnderung gegeniiber dem jeweiligen match-Duplex. N2/C20 und N2/C21 hingegen
gleichen nun sowohl in der Form der Absorptionsbande im Pyrenbereich als auch in der Lage
des Maximums (350 nm statt 360 nm) den inhomogen modifizierten Duplexen von N4 und
N3. Der Anteil an der Absorption bei Wellenlédngen > 360 nm, der einer Grundzustandswech-

selwirkung der PydU-Einheiten zugerechnet wurde, fehlt nun.
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Abbildung 5-20: Absorptionsspektren von 2.5 pM DNA in 10 mM NaP; (pH 7) und 250 mM NaCl .

rechts: VergroBerung des Bereichs der Pyrenabsorption.

Die dramatische Verdnderung im absorptiven Verhalten von N2/C18 und N2/C19 zu N2/C20

und N2/C21 ist ebenfalls in den CD-Spektren wieder zu finden. Das ausgeprégte excitonische

Signal zwischen 275-400 nm mit einem Nulldurchgang bei 370 nm ist in N2/C20 und

N2/C21 nicht mehr vorhanden. Gleichzeitig verliert das Signal der B-DNA-Helix etwa ein

Drittel an Intensitit und wandert im Maximum von 300 nm zu 290 nm. Somit dhnelt der Ver-
lauf der CD-Kurve von N2/C20 und N2/C21 den Duplexen von N4 und N3 im Wellenlén-
genbereich > 260 nm bzw. von N1/C17 im Bereich von 200-300 nm.
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Abbildung 5-21: CD-Spektren von 2.5 pM DNA
in 10 mM NaP; (pH 7) und 250 mM NaCl .

T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
A [nm]



5 Entwicklung neuer DNA-basierter Fluoreszenzsonden 177

Die Basenfehlpaarungen scheinen eine deutliche Strukturstérung im PydU-Stapel hervorzuru-
fen. Die Duplexe von N3 und N4 reagieren wegen der durch die PtzdU-Einheiten ohnehin
unterbrochenen elektronischen Kopplung der PydU-Nukleotide ohne grofle Verdnderungen
auf Fehlpaarungen, wihrend die Duplexe von N2, in denen die PydU-Chromophore stark
elektronisch gekoppelt sind, sehr sensibel darauf ansprechen. Der Duplex N2/C19 verhilt sich
N2/C18 noch relativ dhnlich, der Grund dafiir liegt in der relativ kleinen Storung des PydU-
Stapels, die zudem in der Mitte der Sequenz liegt.

Bei N4 und N3 nimmt der kooperative Effekt bei der Dehybridisierung mit zunehmender Zahl
an Fehlpaarungen ab. Eine Basenfehlpaarung hat keinen grolen Einfluss auf die Stabilitat.
Das ist ein weiterer Hinweis auf die weitaus weniger von der B-DNA-Struktur abhéngige

Ordnung des Chromophorstapels in den PydU- und PtzdU-Einheiten tragenden Duplexen.

5.5.3 Zusammenfassung und Ausblick

Ein Ansatz zur Entwicklung neuer DNA-basierter Fluoreszenzsonden besteht in der Darstel-
lung mehrfach modifizierter Oligonukleotide. An einem zweifach modifizierten Oligonukleo-
tid wurde gepriift, ob sich ein System aus zwei sich gegeniiberliegenden PydU-Nukleotiden
als Hybridisierungssonde eignet. Dies ist nicht der Fall, da sich die spektroskopischen Eigen-

schaften von ApH, ssH und H/C16 nicht ausreichend unterscheiden.

Der Einbau von fiinf PydU-Nukeotiden in N2/C18 fiihrt zu einer hochgradig geordneten An-
ordnung der Pyrenreste der modifizierten Nukleotide. Dabei lagern sich die aromatischen
Gruppen entlang des Desoxyribose-Phosphat-Riickgrats helikal iibereinander an und treten in
starke elektronische Kopplung. Dies fiihrt zu einer Blauverschiebung und Verstirkung der
Fluoreszenz. Die inneren PydU-Nukleotide werden von der Basenumgebung und somit von
Fluoreszenzloschung durch Elektronentransfer in den Basenstapel abgeschirmt. Temperatur-
abhingige Messungen zeigen eindeutig die Abhdngigkeit der Chromophoranordnung von der
Integritdt der helikalen Duplexarchitektur. Diese Eigenschaften machen die flinffach-PydU-
modifizierten Oligonukleotide zu einer struktursensitiven Fluoreszenzsonde, die die Hybridi-

sierung zu einem Duplex durch einen Anstieg der Fluoreszenz bei gleichzeitiger Blauver-
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schiebung des Maximums der Emission anzeigt. Im Fall der fiinffach markierten DNA

N2/C18 kann somit von einem Multichromophor gesprochen werden.

Die Eigenschaften des flinffach-PydU-Chromophors sollen durch den Einbau von PtzdU-Ein-
heiten moduliert werden. Der Aufbau gemischter Chromophorstapel aus PydU- und PtzdU-
Einheiten fiihrt zu einer elektronischen Entkopplung der PydU-Chromophore. Die hochge-
ordnete helikale Architektur in N2/C18 wird durch eine andere Anordnung ersetzt. Die Ab-
sorptions- und Fluoreszenzeigenschaften werden in N4/C18 und N3/C18 vom PydU-Nukleo-

tid bestimmt.

Die spektroskopische Untersuchung von fehlgepaarten Duplexen der flinffach-modifizierten
Oligonukleotide zeigt erneut die hohe Abhingigkeit der PydU-Struktur im Duplex N2/C18
von der Intaktheit der Watson-Crick-Basenpaarungen zwischen den Nukleobasen. Die Ein-
fiihrung mehrerer Fehlpaarungen erzeugt eine gestorte Struktur. Die Chromophoranordnung
in N3 und N4 reagiert weitaus weniger sensibel auf die Stérung der Duplexstruktur, wie die
geringfiigigen Anderungen in den Spektren zeigen. Hier erscheint es als wahrscheinlich, dass
bereits in den korrekt gepaarten Duplexen N3/C18 und N4/C18 die modifizierten Nukleoba-
sen keine reguliren Wasserstoffbriicken mit dem jeweiligen Gegenstrang ausbilden. Das
konnte z. B. der Fall sein, wenn die Phenothiazin- und Pyrenreste zumindest teilweise in den

Basenstapel hineinragen.

Das Ziel weiterer Forschung wird es sein, Multichromophorstapel modulierbar zu machen.
Das Potential als struktursensitive Fluoreszenzsonde ist in jedem Fall vorhanden. Dazu
miissen noch weitere Fragen, hauptsdchlich hinsichtlich der Struktur gekldrt werden. Ein
Ansatz, der direkt an diese Experimente anschlieft, besteht darin, asymmetrisch
Basenfehlpaarungen im Gegenstrang einzufiihren und deren Lage und Art zu variieren. Einen
weiteren Ausgangspunkt stellen die Auswirkungen von abasic sites an unterschiedlichen
Positionen im Gegenstrang in der Nédhe des Chromophorstapels dar: Das Fehlen einer
Gegenbase konnte zu einer Umorientierung der modifizierten Nukleotide oder der Ausbildung
einer neuen Struktur zwischen den aromatischen Resten der modifizierten Nukleotide und
dem DNA-Basenstapel fithren. Derartige weitere Versuche werden das Verstindnis dieser
DNA-Strukturen erweitern und sie mdoglicherweise Anwendung in der Nanobiotechnologie

und Diagnostik finden lassen.
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5.6 PyindC-modifizierte DNA-Oligonukleotide

5.6.1 Hintergrund

Die Ankniipfung eines Pyrens als Chromophor an eine Nukleobase hat sich als interessantes
Mittel zur Synthese modifizierter Oligonukleotide herausgestellt. Diese DNA besitzt spektro-
skopische Eigenschaften, die sich u. a. in der Bioanalytik nutzen lassen. Die Detektion von
Strukturdnderungen der DNA spielt eine wichtige Rolle bei der Identifizierung von DNA-
Schadigungen oder bei der Charakterisierung von Protein-DNA-Komplexen. Da diese kon-
formativen Verdnderungen sehr unterschiedlich aussehen konnen und unter sehr verschiede-
nen Bedingungen festgestellt werden miissen, ist die Entwicklung weiterer photoaktiver

DNA-Hybridisierungssonden mit unterschiedlichen Eigenschaften von grofer Bedeutung.

Die Einfiihrung des iiber eine Alkinylbriicke kovalent gebundenen Pyrens (Pyin) an eine
Nukleobase bietet gegeniiber dem einfach angekniipften Aromaten einige Vorteile. Die Pyin-
Gruppe lésst sich wie der Py-Chromophor Palladium-katalysiert an ein halogeniertes Nukleo-
sid kuppeln. Statt einer Suzuki-Miyaura-Kupplung wird hier eine Sonogashira-Reaktion
durchgefiihrt, die sich sogar an der festen Phase wihrend der DNA-Synthese durchfiihren
lasst. Durch die kommerziell erhédltlichen halogenierten Phosphoramidite aller vier nativen
Nukleobasen besteht der Zugang zu den modifizierten Nukleotiden PyindA, PyindG, PyindU
und PyindC ohne den Umweg iiber eine komplexe Synthese des Pyin-Phosphoramidits als
DNA-Synthesebaustein. So lassen sich einfach und schnell beliebige Positionen einer Oligo-
nukleotid-Sequenz modifizieren.

Die rigidere Struktur des Pyin-Chromophors fiihrt im Vergleich zu der Py-Gruppe zu veréin-
derten Eigenschaften des modifizierten Nukleotids. Uber die Alkinylbriicke sind die Nukleo-
base und das Pyren (anders als in den pyrenmodifizierten Nukleotiden) stark elektronisch ge-
koppelt. Das verdndert die Fluoreszenzeigenschaften dieser Nukleotide in der DNA. Die
starre Dreifachbindung bewirkt eine deutliche rdumliche Trennung von Pyreneinheit und Ba-

senstapel trotz elektronischer Kopplung.

Um die spektroskopischen Eigenschaften des Pyin-Chromophors in DNA zu untersuchen,
wurden in der Arbeitsgruppe Oligonukleotide mit den Nukleotiden PyindA, PyindG, PyindU

und PyindC synthetisiert und spektroskopisch untersucht.!” **** Die Ergebnisse dieses Pro-
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jekts sind in mehreren Publikationen verdffentlicht. Im Rahmen dieser Arbeit werden zum
einen die Ergebnisse der eigenen spektroskopischen Untersuchungen der PyindC-Duplexe S1-

S6 prisentiert und zum anderen deren potentielle Anwendungen diskutiert.

Duplex S1 3’-CAG-TCA-GTA-YAT-GAC-TGA-C-5° Y =PyindC
5’-GTC-AGT-CAT-ITA-CTG-ACT-G-3’ I=dl
Duplex S2 3’-CAG-TCA-GTG-YGT-GAC-TGA-C-5’

5’-GTC-AGT-CAC-ICA-CTG-ACT-G-3’

Duplex S3 3’-GTC-AGT-CAC-YCA-CTG-ACT-G-5’
5’-CAG-TCA-GTG-IGT-GAC-TGA-C-3°

Duplex S4 3’-GTC-AGT-CAT-YCA-CTG-ACT-G-5’
5’-CAG-TCA-GTA-IGT-GAC-TGA-C-3’

Duplex S5 3’-GTC-AGT-CAC-YTA-CTG-ACT-G-5’
5’-CAG-TCA-GTG-IAT-GAC-TGA-C-3’

Duplex S6 3’-GTC-AGT-CAT-YTA-CTG-ACT-G-5’
5’-CAG-TCA-GTA-IAT-GAC-TGA-C-3’

Bei den Oligonukleotidsequenzen S1-S6 handelt es sich um statistische Basenfolgen. Das
modifizierte Nukleotid befindet sich in der Mitte der Sequenz, um ihm eine vollstindig aus-
gebildete Duplexumgebung zu bieten. Durch den Einbau unterschiedlicher Nachbarbasen
kann deren Einfluss auf die spektroskopischen Eigenschaften des PyindC untersucht werden.
Fir PyindC konnte bislang im Gegensatz zu PydU kein intramolekularer Elektronentransfer
vom photoangeregten Pyren auf das Pyrimidin nachgewiesen werden.

Als Gegenbase des artifiziellen Nukleotids dient das Desoxyribonuklotid des Inosins (dI).
Durch diese Substitution eines Guanosins soll eine eventuell stattfindende direkte Reduktion

des Cytidinrestes (im angeregten Zustand) verhindert werden.
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5.6.2 Sonogashira-Kupplung an der festen Phase

Die Sonogashira-Kupplung!?*®2"!!

ist dhnlich wie die Suzuki-Miyaura-Reaktion, eine Palla-
dium katalysierte Kreuszkupplungsreaktion mit halogenierten Aromaten. Als aktive Spezies
wird hier ein Kupferacetylid angenommen, das in situ aus der priméiren aromatischen Alkin-
Verbindung und Cu(I)-Salzen unter basischen Bedingungen generiert wird. Der exakte Ver-
lauf der Reaktion ist ungeklért, man vermutet aber, dass sie nach dem iiblichen Mechanismus
Palladium katalysierter Kreuzkupplungen ablduft.

+ RN

R’>=H + CuX T R”-=-Cu
- RINH'X

Abbildung 5-22: Bildung der aktiven Kupfer-Alkin-Spezies R’-M (typisch: X =1, R = Ethyl).

R-R’ R-X
Pd(0)L,
3) Reduktive 1) Oxidative
Eliminierung Addition
R-Pd(II)L,-R" R-Pd(II)L,-X

2) Transmetallierung

M-X R’-M

Abbildung 5-23: Typischer Katalysezyklus Palladium katalysierter Kreuzkupplungsreaktionen
(X =Halogenid, L = Ligand (z. B. PPh;) )

Die Bedingungen der Sonogashira-Kupplung sind mit denen der DNA-Festphasensynthese

(361 Die Reaktion mit bromierten und iodierten Derivaten der Phosphoramidite ist

kompatibel.
bei Raumtemperatur ausreichend schnell. Durch groBziigiges Waschen des CPG koénnen
Uberschiisse an Reagenzien und Salzen zuverlissig entfernt werden.

In der praktischen Durchfiihrung wird das Oligonukleotid bis zu der Position mit dem haloge-
nierten Baustein (hier: 1dC) trityl-on synthetisiert. Das CPG wird aus dem Synthesizer ent-

nommen und die Kupplung mit den unterschiedlichen Reagenzien durchgefiihrt. Die Reakti-
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ons- und Waschlosungen werden dazu iiber Spritzen unter Lichtausschluss zugegeben. Nach
erfolgter Kupplung wird das CPG wieder in den Synthesizer eingesetzt. Die automatische
Synthese kann nun zu Ende gefiihrt werden. Die Abspaltung und Aufarbeitung der Oligo-
nukleotide erfolgt nach Standardprotokollen.

DNA-Synthesizer

DMTO Sonogashira-Kupplung
DMTO

O O
(X)n |
X

&
=
B)——

DNA-Synthesizer

Abbildung 5-24: Schematische Darstellung der Synthese eines
PyindC-modifizierten Oligonukleotids (X = Nukleotid).

5.6.3 Spektroskopische Untersuchung PyindC-modifizierter Oligonukleo-
tide

5.6.3.1 Absorptions- und CD-Spektren

Die Messungen an den modifizierten Einzelstrangen erfolgen sowohl in Wasser als auch in
DMSO um zu tiberpriifen, inwieweit bereits im Einzelstrang ungeordnete hydrophobe Wech-
selwirkungen vorhanden sind. DMSO ist in der Lage, die Interaktionen zwischen den Nukleo-

basen zu verhindern.
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Der Vergleich der Absorptionsspektren der Einzelstringe in beiden Medien zeigt keinen sig-
nifikanten Unterschied. Im Bereich der Pyrenabsorption (300-400 nm) tritt ein breites struktu-

riertes Signal mit Maxima bei ca. 400 nm, 375 nm und 360 nm auf.
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Abbildung 5-25: UV-Vis-Spektren von 1.25 uM Einzelstrang in 10 mM NaP; (pH 7) (links) bzw. DMSO (rechts).

Die Einschiibe zeigen jeweils den Bereich der Pyrenabsorption vergrofert.

Die UV-Vis-Spektren der Duplexe S1-S6 zeigen zwischen 310-410 nm eine markante Ab-

sorption. Im Vergleich mit den Duplexen der anderen Pyin-modifizierten Nukleotide lassen

sich diese Ergebnisse genauer interpretieren.
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Abbildung 5-26: UV-Vis-Spektren von 2.5 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7).
Der Einschub zeigt den Bereich der Pyrenabsorption vergrofert.

Die PyindC- und PyindU-markierte Doppelstringe weisen Absorptionsmaxima bei 375 und
400 nm auf, PyindG- und PyindA-modifizierte Duplexe im Vergleich dazu bei 390 und 420
nm. Diese Banden bei 400 bzw. 420 nm lassen sich auf die strukturellen Unterschiede zwi-
schen Pyin-Pyrimidin- und Pyin-Purin-Duplexe zuriickfiihren. Wahrscheinlich liegen PyindC

und PyindU in Oligonukleotiden in der anti-Konformation vor, wéhrend es sich bei PyindG
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und PyindA um die syn-Konformation handelt. Die Absorptionsbande bei 400 bzw. 420 nm
stammt von Grundzustandswechselwirkungen zwischen der Ethinylbriicke des Pyin-Chro-
mophors und der Nukleobase in 5’-Richtung. Somit reagiert diese Bande sehr empfindlich auf

die Konformation des Nukleotids.

3!

t \

J

5:

Abbildung 5-27: Schematische Darstellung der Grundzustandswechselwirkung zwischen dem Pyin-

Chromophor und der Nukleobase in 5’-Richtung in einem PyindC-modifizierten Oligonukleotid.

Die CD-Spektren der Duplexe S1-S6 verlaufen im Bereich >260 nm nahezu identisch. Im

kurzwelligen Bereich unterscheiden sich die Spektren je nach Nachbarbasenumgebung.
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Abbildung 5-28: CD-Spektren von 2.5 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7).

Auftillig sind dabei zwei Effekte: Wahrend die Duplexe S1 und S2 den typischen Verlauf fiir
B-DNA aufweisen, besitzen die Duplexe S5 und S6 keinen Nulldurchgang und somit keinen
negativen Signalanteil unter 260 nm Wellenldnge. Dieser Effekt wird offensichtlich durch das
dT in 5’-Richtung von PyindC hervorgerufen. S3 und S4 zeigen einen negativen Signalanteil,

dieser enthélt jedoch eine deutliche Schulter. Sie enthalten in 3’-Richtung ein dC. Diese Be-
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obachtung deckt sich mit den CD-Spektren der PydU-Dupexen aus Abschnitt 3.1. Diese
Analogie stiitzt die Vermutung, dass PyindC, dhnlich wie PydU, eine asymmetrische Position
im Basenstapel einnimmt und mit den Basen in verschiedenen Richtungen unterschiedlich
stark interagiert (s. Abbildung 5-27).

Wie die Messungen des Schmelzpunktes bei 260 nm belegen (s. Abschnitt 7.6.6), sind die
Oligonukletide S1-S6 stabil und unterliegen keinen destabilisierenden Faktoren (vgl. leichte
Destabilisierung mit PydU) durch den Einbau von PyindC. Messungen der Schmelztempera-
tur bei 400 nm belegen, dass die lokale Hybridisierung der PyindC-Struktur frither aufgebro-
chen wird (AT, =15°C), da in diesem Bereich eine starke Strukturstorung vorliegt. Dies wird

auch in PyindU-, PyindA- und PyindG-modifizierten Duplexen beobachtet.

5.6.3.2 Emissionsspektren

Eine Anregung bei unterschiedlichen Wellenldngen (359 nm, 376 nm, 400 nm) ergibt Fluo-
reszenzspektren, deren Aussagen identisch sind. Deshalb werden exemplarisch die Spektren

bei 376 nm Anregungswellenldnge dargestellt.

ssS1 ssS1

$sS2

——sSsS2

ssS4

SsS6

Korrigierte Fluoreszenz (normiert)
Korrigierte Fluoreszenz (normiert)
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Abbildung 5-29: Absorptionskorrigierte Emissionsspektren (A= 376 nm) von 1.25 pM Einzelstrang in 10 mM
NaP; (pH 7) (links) bzw. DMSO (rechts).

Betrachtet man die Emissionsspektren der Einzelstridnge in Puffer und DMSO, so erkennt man
jeweils ein strukturiertes Spektrum mit zwei Emissionsmaxima bei rund 410 nm und 430 nm,
was typisch fiir eine Pyrengruppe ist.

Im Vergleich werden die Unterschiede zwischen dem vollstindig entkoppelten Einzelstrang
in DMSO und den teilweise gekoppelten Elektronensystemen in Puffer ersichtlich. In DMSO

sind die Unterschiede zwischen den einzelnen Stringen kleiner als im wissrigen Medium.
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Das deckt sich mit der Erwartung, dass bei vollstindiger Entkopplung die Fluoreszenzinten-
sitét aller Strange dhnlich sein sollte. Zudem dndert sich die relative Intensitit von ssS1-6 in

DMSO im Vergleich mit der in Puffer. Auch das Verhiltnis der beiden Fluoreszenzmaxima

ist in DMSO umgekehrt.

Im Duplex befindet sich PyindC in einer durch Wasserstoffbriicken wohl definierten Umge-
bung. Die erhaltenen Fluoreszenzspektren von S1-S6 sind in ihrer Struktur den Einzelstrang-
spektren in Puffer dhnlich und deuten auf eine nur schwache elektronische Kopplung zwi-

schen Pyrenrest und Nukleobase im PyindC hin.
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Abbildung 5-30: Absorptionskorrigierte Emissionsspektren (A= 376 nm) von
2.5 uM Duplex in 10 mM NaP; (pH 7).

Die hochste Fluoreszenz zeigen die Duplexe S1 und S6. S2-S4 fluoreszieren nur noch mit
etwa 30 % der Intensitdt, S5 mit ca. 40 %. In S1 und S6 ist PyindC jeweils von zwei AT-Ba-
senpaaren flankiert, in allen anderen Duplexen ist jeweils mindestens eines davon ein GC-
Paar. Bereits die Anwesenheit eines einzigen GC-Paares in der Umgebung des PyindC reicht
aus, um die Fluoreszenzintensitit um mehr als die Hilfte zu 16schen. S2 und S3 weisen ent-
sprechend die niedrigste Fluoreszenz auf. S4 trigt das GC-Paar in 5’-Richtung vom modifi-
zierten Nukleotid und 16scht deshalb ebenfalls sehr effektiv, da die Wechselwirkung mit dem
Basenpaar in 5’-Position ist starker als in 3’-Richtung. S5, das in 5’-Richtung ein AT besitzt,
fluoresziert stirker als S4, da das AT-Basenpaar keine Fluoreszenzloschung hervorruft.

PyindC ist also offenbar in der Lage, dG zu oxidieren.

Die Fluoreszenzeigenschaften der Pyin-modifizierten Oligonukleotide unterscheiden sich

deutlich voneinander. PyindG-markierte Oligonukleotide zeigen ein Fluoreszenzverhalten,
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das ebenfalls auf eine schwache elektronische Kopplung schlieen ldsst. Die Maxima der
Emission sind hier deutlich bathochrom verschoben (430/455 nm). PyindU- und PyindA-ent-
haltende Oligonukleotide zeigen dagegen Fluoreszenzspektren mit einer breiten unstruktu-
rierten Emissionsbande (Maximum bei 452 bzw. 447 nm), die auf die Bildung eines intramo-
lekularen Exciplexes mit partiell ladungsgetrenntem Charakter hinweist. Das modifizierte

Nukleotid zeigt hier also eine starke elektronische Kopplung

5.6.4 Das PyindX-Chromophor als neue Fluoreszenzsonde in der DNA-
Analytik

Durch die Synthesemethode mittels Sonogashira-Kupplung an der festen Phase sind alle vier
natiirlichen Pyin-modifizierten Nukleotide leicht zugédnglich. Durch die unterschiedlichen
Eigenschaften der einzelnen PyindX-Nukleotide stellt die Pyin-Modifikation eine modulier-

bare, potentiell anwendbare Fuoreszenzsonde fiir die Bioanalytik dar.

Das Auftreten einer neuen starken Absorptionsbande bei 400 (PyindU, PyindUC) oder 420
nm (PyindA, PyindG) im Duplex lisst sich als Hybridisierungsmarker fiir DNA nutzen.”) Da
diese Absorptionsbande auf eine excitonische Wechselwirkung des PyindG mit den benach-
barten Basenpaaren zuriickgefiihrt wird, sich diese aber nur im hybridisierten Zustand ausbil-
den kann, stellt die Bande einen zuverldssigen Marker fiir die Doppelstrangigkeit dar. Auch
der signifikante Anstieg in der Doppelstrang-Fluoreszenz bis auf das 40-fache der Einzel-
strangemission von PyindU- und PyindG-Oligonukleotiden kann dem Nachweis der Hybridi-

sierung dienen.

Werden die Eigenschaften der PyindX-Nukleotide kombiniert, so lassen sich weitere spektro-
skopische Werkzeuge auf DNA-Basis zu entwickeln. Eine in unserer Arbeitsgruppe bereits
beschriebene potentielle Anwendung eines kombinierten Labels aus PyindG und PyindC als
FRET-Sonde soll hier kurz vorgestellt werden.*"

PyindG zeigt durch eine signifikante Anderung seines UV-Vis-Spektrums an, ob es im Ein-
zelstrang oder im Duplex vorliegt. Diese Absorption ldsst sich in einem Fluoreszenzresonanz-

Energietransfer-System (FRET, s. Kapitel 2.1.1.3) ausnutzen. Das Prinzip des Energietrans-

fers nach Forster beruht auf zwei Chromophoren, von denen einer (Energiedonor) mit seiner
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Fluoreszenzemission die Absorption des anderen (Energieakzeptor) anregt. Diese Ubertra-
gung an Energie ist stark vom Abstand zwischen Donor und Akzeptor abhéngig und funktio-
niert nur iber kurze Distanzen. PyindC und PyindG erfiillen die Anforderungen fiir ein
FRET-Paar. Mit seiner Emission ist PyindC in der Lage, die Absorption von PyindG bei 420
nm anzuregen. Dieser Energieilibertrag wird in der Fluoreszenz des PyindG sichtbar. In der
Praxis wiirde man in die unterschiedlichen Stringe eines Duplexes PyindG und PyindC so
einbauen, dass sie sich gegeniiber stehen. Im Falle einer erfolgreichen Hybridisierung ist die
rdumliche Ndhe zwischen beiden Nukleotiden so groB3, dass die Fluoreszenz des PyindG bei

einer Anregungswellenlénge auftritt, bei der dieses Nukleotid kaum absorbiert.

5.6.5 Zusammenfassung

Ein zweiter Ansatz zur Entwicklung neuer Fluoreszenzsonden besteht in der Darstellung
PyindX-modifizierter Oligonukleotide. Hier wird mittels Sonogashira-Kupplung an der festen
Phase eine Pyin-Gruppe an ein halogeniertes Nukleotid ein neuer Chromophor in die DNA
eingebracht.

Das PyindC-Nukleotid befindet sich dhnlich wie PydU innerhalb der DNA in einer asymmet-
rischen Umgebung. Es interagiert mit dem Nukleotid in 5’- Richtung stirker als mit dem in
3’-Richtung. Zu einer Loschung der Fluoreszenz kommt es, wenn im Duplex ein GC-Paar
benachbart ist. Bereits im Einzelstrang ist eine Tendenz zur Wechselwirkung mit einem be-
nachbarten dC zu erkennen. Der Verlust an Fluoreszenzintensitit ist auf einen Ladungstrans-
ferprozess vom PyindC auf das GC-Paar zuriickzufiihren.

PyindX-Nukleotide eignen sich aufgrund ihrer charakteristischen spektroskopischen Eigen-
schaften und der guten synthetischen Zugénglichkeit als neue Fluoreszenzsonden fiir die

Hybridisierung von Oligonukleotiden.
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6 Zusammenfassung

Seit iiber 40 Jahren werden Ladungstransferprozesse in DNA untersucht. Dennoch sind noch
einige Fragen offen. Durch die Bedeutung dieser Prozesse in der Natur und mittlerweile auch
in der Technik, stellt ihre Untersuchung auch heute noch ein wichtiges Forschungsgebiet dar.
In dieser Arbeit werden zur Untersuchung des Ladungstransfers in DNA verschiedene La-
dungsdonor-/-akzeptor-Systeme verwendet, um den oxidativen Lochtransfer und den redukti-
ven Elektronentransfer zu studieren. Der erste Schwerpunkt liegt dabei in der Untersuchung
struktureller Einfliisse auf die Fluoreszenz- und Ladungtransfereigenschaften von PydU- und

Ethidium-modifizierten DNA-Strangen. Zu diesem Zweck wurden PydU- und Ethidium-mo-

difizierte Oligonukleotide synthetisiert, charakterisiert und mit Gegenstrangen hybridisiert,

die eine abasic site im Komplementirstrang tragen. Diese Studien fiihren zu folgenden Re-
sultaten:

* In PydU-haltigen DNA-Sequenzen fiihrt die abasic site zu einer Verbesserung der
Ladungstransfereigenschaften des modifizierten Oligonukleotids im Vergleich zu einem
herkdmmlichen Duplex.

= Die durch das PydU-Nukleotid hervorgerufene Stérung in der Duplexstruktur erstreckt
sich mindestens iiber zwei Basenpaare in jede Richtung, wobei die Stérung an der Stelle
der direkten Gegenbase selbst ist. Die Auswirkungen in der Entfernung von zwei Basen-
paaren sind schwicher als in direkter Nachbarschaft zum PydU. Das Fehlen eines intakten
Basenpaares an diesen beiden Positionen fiihrt zu einer Destabilisierung der Duplexe.

= Im reguldren PydU-Duplex spielen Grundzustandswechselwirkungen von PydU mit
benachbarten Basenpaaren in groflerer Entfernung eine Rolle. Ein intaktes Basenpaar in
5’-Richtung ist Voraussetzung fiir einen effizienten Ladungstransfer. Befindet sich in 3’-
Richtung freier Platz, so fiihrt das zu einer Verbesserung der Elektronentransfereffizienz.

= Die schlechteren Ladungstransfereigenschaften gehen im PydU-Duplex mit einer
Verschiebung des Emissionsmaximums zu kleineren Wellenlédngen einher. Das deckt sich
mit der Modellvorstellung, dass sich bei der Bildung des ladungsgetrennten Zustands im
PydU-Nukleotid der Winkel zwischen Pyren- und Uridinrest verringert, d. h. mit der
Koplanarisierung des photoangeregten PydU erhoht sich die Elektronentransfereffizienz

des Systems. Diese Strukturdnderung begiinstigt gleichzeitig die Integration des PydU in
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den Basenstapel. Findet weniger Elektronentransfer statt, ist der Winkel zwischen Pyren-
und Uridinrest gréer und der Pyrenrest ragt weiter in die grof3e Furche.

» Die Verwendung von abasic sites als komplementire Basen zum Nukleosidanalogon des
Ethidiums zeigen, dass komplexe Grundzustandswechselwirkungen mit benachbarten Ba-
senpaaren hier die entscheidende Rolle spielen. Die Fluoreszenzeigenschaften werden be-
stimmt durch ein unterschiedliches Ausmass an Interkalation in den Basenstapel. Dabei
hat die Gegenbase diesbeziiglich den grofiten Einfluss. Das Ethidiumnukleosid liegt un-
symmetrisch zwischen den beiden Nachbarbasen und wechselwirkt mit den Basen in 5°-

Richtung starker.

Da Ladungstransferprozesse in der biologischen Umgebung der DNA in der Regel in Anwe-
senheit von Proteinen verlaufen oder sogar durch Proteine vermittelt werden, gilt der zweite
Schwerpunkt in dieser Arbeit der Untersuchung des Ladungstransfers zwischen Ladungsdo-
nor-modifizierten Oligonukleotiden und Ladungsakzeptor-modifizierten kurzen Peptiden.

Der Ladungsakzeptor ist dabei entweder die Aminosdure Tryptophan oder Tyrosin (Lochak-
zeptor beim oxidativen Lochtransfer) oder para-Nitrobenzoyl (pNB, Elektronenakzeptor beim
reduktiven Elektronentransfer). Der erfolgreiche Ladungstransfer wurde entweder spektroko-
pisch durch Fluoreszenzexperimente nachgewiesen oder chemisch durch die Piperidin indu-
zierte Spaltung BrdU-substituierter Oligonukleotide. Als Modellpeptide wurden in einer
Reihe von Versuchen kurze Tripeptide vom Typ KXK verwendet. Ist X eine aromatische
Aminoséure, so kann deren Seitenkette in den Basenstapel interkalieren, ist X Threonin oder
Cystein, kann der Einfluss einer nukleophilen Aminosdureseitenkette auf die wiahrend des
Ladungstransfers gebildeten Intermediate untersucht werden. Als Ladungsdonoren wurden
PydU, PtzdU, PydG und Ethidium eingesetzt.

In weiterfiihrenden Experimenten mit PydU- und Ethidium-modifizierten Duplexen wurde der
Einfluss einer spezifischen DNA-Peptid-Bindung untersucht. Dabei wurden zwei Ansitze
verfolgt: Erstens wird durch den Einsatz abasic site-modifizierter Duplexe die Position der
Interkalation einer aromatischen Seitenkette der Tripeptide gesteuert, da diese Aromaten be-
vorzugt in abasic sites interkalieren. Zweitens ermoglicht die Verwendung sequenzspezifisch
an PydU-haltige Oligonukleotide bindender Peptide die Untersuchung des Ladungstransfers
spezifischer Peptid-DNA-Komplexe.
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Fiir den Ladungstransfer zwischen Peptiden und DNA gilt, dass die Ladungstransferprozesse

in der DNA und zwischen Peptiden und Oligonukleotiden nicht allein von den Redoxpotenti-

alen der beteiligten Donoren und Akzeptoren abhéngen:

Der Ladungstransfer hiangt von der Art, Stiarke und Héufigkeit der Bindungen zwischen
beiden Molekiilen ab. Dabei gilt, dass eine unspezifische Bindung den Ladungstransfer
erhoht, da die Wahrscheinlichkeit fiir eine Bindung mit geeignetem Abstand von Donor
und Akzeptor steigt. Als Ladungsdonoren eignen sich PydU, PydG und Ethidium glei-
chermaf3en.

Wie Messungen der CD-Spektren belegen, ist die Interkalation des Ladungsakzeptors eine
notwendige Bedingung fiir einen effizienten Ladungstransfer. Dabei spielt es keine Rolle,
ob es sich dabei um den Elektronenakzeptor pNB oder um eine Aminosdureseitenkette
handelt. Der Ladungstransfer kann dabei in einem System abhidngig von den redoxaktiven
Gruppen gleichzeitig reduktiv und oxidativ verlaufen.

Aus den Untersuchungen mit abasic site-modifizierten Duplexen konnte gezeigt werden,
dass die Effizienz des Donor-Akzeptor-Systems vom vorherrschenden Mechanismus fiir
den Ladungstransfer abhdngt. Im PydU-pNB-System ist Elektronentransfer dank des
Hopping-Mechanimus auch {iber groBere Distanzen zwischen Donor und Akzeptor mog-
lich, wihrend im Ethidium-pNB-System der Ladungstransfer aufgrund des Superaus-
tauschmechanismus nur iiber sehr kurzen Entfernungen (ca. 2 bp) erfolgt.

Bei Ethidium-modifizierten Oligonukleotiden wird die Bindung zwischen Peptid und
DNA durch die kationische Ladung am Chromophor beeinflusst. Diese fiihrt zu einer
Neutralisation anionischer Ladung des DNA-Riickgrates und zu einer Abstossung von

Molekiilteilen mit gleichnamiger Ladung.

Dariiberhinaus lieferten die Strangbruchexperimente folgende Erkenntnisse, die zeigen, in

welch vielfaltiger Weise Aminosdureseitenketten in den Ladungstransfer von Oligonukleoti-

den zu Peptiden eingreifen konnen:

Das Strangbruchverhalten des PtzdU/BrdU-System ldsst sich im Gegensatz zum
PydU/BrdU-System durch die Zugabe von Peptiden nicht beeinflussen.

Sowohl Folgereaktionen des Pyrenylradikalkations als auch des Uridin- bzw. pNB-
Radikalanions konnen zum Strangbruch fiithren. Eine wichtige Rolle spielt dabei die Hy-
drathiille der DNA. So konnen Oligolysine, die iiber eine interkalierende pNB-Gruppe
sehr fest an die DNA gebunden sind, das bei der photochemischen Anregung entstehende
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Pyrenylradikalkation von der Solvathiille abschirmen und so einen Oxidationsprozess in
der DNA induzieren.

= Fine Strangbruchreaktion ldsst sich verhindern, indem die Ladung eines reaktiven
Intermediats durch einen Ladungsakzeptor abgefangen wird. Das gilt sowohl fiir das Ab-
fangen der Ladung des Pyrenylradikalkations durch redoxaktive aromatische Aminoséure-
reste (W, Y) als auch fiir die Ladung des Uridinradikals des BrdU, die mittels Protonie-
rung durch eine alkoholische Aminosdureseitenkette (C, T) neutralisiert wird. Wird der
pNB-Rest an der Interkalation in den Basenstapel durch die Anwesenheit aromatischen

Aminoséureseitenketten gehindert, findet ebenfalls kein Strangbruch statt.

Nach den Experimenten mit den nicht kovalenten Peptid-DNA-Systemen wurde der La-
dungstransfer an strukturell genau definierten kovalenten Peptid-Oligonukleotid Konjugaten
(POC) weiter untersucht. Zu diesem Zweck wurde ein Festphasenprotokoll fiir die Modifika-
tion von Oligonukleotiden mit pNB und pNB-modifizierten Peptiden entwickelt. Dabei zeigte
sich, dass ein kovalentes System einem nicht kovalenten nur bedingt iiberlegen ist, da nicht
allein die Stdrke einer Bindung entscheidet. Befinden sich Ladungsdonor und -akzeptor zu

weit voneinander entfernt, findet auch im PydU/pNB-System kein Ladungstransfer mehr statt.

Da modifizierte Nukleinsduren zunehmend an Bedeutung in der Nanobiotechnologie und der

Bioanalytik gewinnen, stellt die Entwicklung neuer DNA-basierter Fluoreszenzsonden als

bioanalytisches Werkzeug den dritten Schwerpunkt in dieser Arbeit dar. Hierfiir wurden zwei

Strategien verfolgt.

Die Darstellung mehrfach fluoreszenzmarkierter Nukleotide dient der Entwicklung einer sen-

siblen DNA-Struktursonde. Durch den Einbau mehrerer Pyren-modifizierter Uridine in un-

mittelbarer Nachbarschaft lassen sich Duplexe erzeugen, die im Vergleich zu einfach modifi-

zierten Duplexen neue strukturelle und spektroskopische Eigenschaften aufweisen.

= Die PydU-Einheiten ordnen sich im intakten Duplex so an, dass die Uridinreste
Wasserstoffbriicken mit den Adenosinen des Gegenstranges ausbilden, wihrend die Py-
renreste aus dem Basenstapel in die groe Furche ragen und sich helikal entlang des
DNA-Riickgrates anordnen. Dies fiihrt zu einer intensiven elektronischen Kopplung der
Chromophore untereinander und somit zu einer deutlichen Verstarkung der Emission.

= Durch Dehybridisierung, nicht komplementire Basen im Gegenstrang und den Einbau von

PtzdU anstelle von PydU wird diese PydU-Helix und somit auch die elektronische Kopp-
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lung der PydU-Nukleotide gestort. Es bilden sich alternative Strukturen aus, die nicht von

der Intaktheit der Watson-Crick-Basenpaarungen abhédngen.

Abbildung 6-1: Schematische Darstellung der helikalen Anordnung
der Chromophore in einem fiinffach PydU-markierten Oligonukleotid.

Die Einfiihrung einer neuen Nukleotidmodifikation stellt den zweiten Ansatz zur Entwicklung
neuer Fluoreszenzsonden dar. Der Pyin-Chromophor ldsst sich iiber Sonogashira-Kupplung
an der festen Phase an einem halogenierten Nukleotid einfithren. Es gelingt die Darstellung
aller vier PyindX-modifizierter Oligonukleotide. Untersuchungen mit PyindC-modifizierten
Oligonukleotiden ergeben, dass dieses Nukleotid in der DNA mit dem Nukleotid in 5’- Rich-
tung stirker als mit dem in 3’-Richtung wechselwirkt. Ein Ladungstransferprozess vom
PyindC auf dG fiihrt zu einer Loschung der Fluoreszenz des Chromophors. Alle PyindX-
Nukleotide eignen sich aufgrund ihrer charakteristischen spektroskopischen Eigenschaften
und der guten synthetischen Zugénglichkeit als neue Fluoreszenzsonden in der Bioanalytik

oder Diagnostik.
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7 Materialien und Methoden

7.1 Materialien und Gerite

Reagenzien
Die verwendeten Reagenzien stammen von den Firmen Merck, Fluka, Sigma-Aldrich, Lan-

caster, ICN, Eurogentech und ABCR.

Losungsmittel
Alle technischen Losungsmittel werden vor Gebrauch destilliert. Als Losungsmittel fiir den
Betrieb der HPLC dienen hochgereinigte organische Losungsmittel (LiChrosolv, Merck), so-

wie entionisiertes Wasser aus einer Millipore-Entsalzungsanlage.

Reaktionsfiihrung
Die Reaktionen werden gegebenenfalls unter Lichtausschluss und unter Argonatmosphire
(SchweiBargon 4.6, 99.996 % rein) zum Luft- und Feuchtigkeitsausschluss durchgefiihrt. Die

bendtigten Glasgerite werden in diesem Fall vorher im Hochvakuum ausgeheizt.

Sdulenchromatographie

= Diinnschichtchromatographie (DC): Es werden DC-Alufolien der Firma Merck mit einer
Schichtdicke von 0.25 mm verwendet, die mit Kieselgel 60 F,s4 beschichtet sind. Die
Auswertung der Platten erfolgt optisch {iber Fluoreszenzloschung bei 254 nm bzw. Fluo-
reszenzanregung bei 366 nm, sowie chemisch mittels verschiedener Anfarbereagenzien:
RoutinemiBig wird MeOH/H,SO4-Reagenz (2 %) verwendet. Zum Erhitzen dient ein
HeiBluftfon. Fiir Amine wird 5 % Ninhydrin in Ethanol eingesetzt.

= Préparative DC (PTLC): Es werden DC-Glasplatten der Firma Merck mit einer Schicht-

dicke von 2 mm verwendet, die mit Kieselgel 60 F,s4 beschichtet sind.
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» Flash-Sdulenchromatographie (FC): Als stationdre Phase wird Kieselgel 60 der Firma
Merck mit einer Korngrofie von 40-63 um verwendet. Es wird nass gepackt und nach dem
Verfahren von W. C. Still bei ca. 0.4 bar Uberdruck chromatographiert. Die Auftragung
der zu reinigenden Substanz erfolgt als Losung im Laufmittel oder gegebenenfalls auf

Kieselgel aufgezogen.

HPLC

Reversed-Phase HPLC wird mit einem Shimadzu HPLC System durchgefiihrt (Autosampler
SIL-10AD, Pumpenmodul LC-10AT, Steuereinheit SCL-10A, Multidiodenarray SPD-
M10A). Fiir die Analytik wird eine Supelcosil LC-318-Saule (25 cm x 4.6 mm, Supelco) ver-
wendet, fiir die priparative Trennung eine Supelcosil LC-318 (25 cm x 10.0 mm ID, 5 um).
Die Sdule wird mit 50 mM Ammoniumacetat-Puffer (pH 6.5, Laufmittel A) equilibriert und
mit einem Acetonitril-Gradienten (Laufmittel B) durchgefiihrt. Die Elution erfolgt mit einer
FlieBgeschwindigkeit von 1 ml/min (analytisch) bzw. 2.5 ml/min (préparativ). Die Detektion
der DNA-Striange erfolgt bei 260 und 290 nm im Fall nicht fluoreszenter Oligonukleotide und
bei 260 und 340 nm fiir PydU-enthaltende DNA (Spaltbreite 8§ nm).

Lyophilisation
Wissrige Losungen werden an einer Speed-Vac RC 10.22 der Firma Joan nach Ausfrieren in

fliissigem Stickstoff lyophilisiert.

DNA-Festphasensynthese

Die DNA-Festphasensynthese wurde an einem Expedite 8900 Nucleic Acid Synthesizer der
Firma PerSeptive Biosystems durchgefiihrt. Als Trager dienen CPGs mit 1 umol Belegung
(500 A). Phosphoramidite und CPG-Séulen stammen von ABI oder Glen Research, Synthesi-

zerchemikalien und Reagenzien von ABI.

Massenspektrometrie (MS)
Die ESI-Massenspektren werden an einem Finnigan LQC-ESI-Spektrometer aufgenommen.

Die Proben werden dafiir in Acetonitril (LiChrosolv® Firma Merck) gelost und durch einen
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0.45 um HPLC-Filter der Firma Satorius gegeben. Die Angaben erfolgen in m/z mit Angabe
der Intensitdt in % des Basispeaks. Die MALDI-TOF Massenspektren der Oligonukleotide
werden an einem Bruker Biflex III Spektrometer im negativen Detektionsmodus aufgenom-

men.

NMR-Spektroskopie

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgt an einem AC 250 bzw. DMX 500 Spektrometer der
Firma Bruker bei 300 K. Das jeweilige deuterierte Losungsmittel ist angegeben. Die Proben
befinden sich in Probenréhrchen mit 5 mm AuBBendurchmesser und beinhalten ca. 10 mg Sub-
stanz in 0.5 ml Losungsmittel. Die chemischen Verschiebungen beziehen sich auf Trimethyl-
silan als Nullpunkt. Die Angabe der chemischen Verschiebungen & erfolgt in ppm, die An-
gabe der Kopplungskonstanten (*J bzw. *J) in Hz.

Die Aufnahme, Prozessierung und sequentielle Zuordnung der 2D-Spektren der Peptide P1-
P3 erfolgt an einem DMX600 Spektrometer (Bruker) durch Andreas Enthart aus der Arbeits-
gruppe Prof. Kessler.

Optische Spektroskopie

Soweit nichts anderes angegeben ist, werden 1 cm-Quarzglas-Kiivetten (Starna) verwendet.

= Die Absorptions- und Schmelzpunktmessungen werden an einem Cary 100 Bio (Varian)
mit Temperatureinheit vorgenommen. Die Aufnahme der UV/VIS-Spektren erfolgt mit
dem Programm ,,Scan‘ mit folgenden Einstellungen: SBW 2 nm, Average time 0.1 s, Data
interval 1, Light source change over 330-350 nm (je nach Absorptionsmaximum der
Probe). Bei temperaturabhdngigen Messungen wird das Programm ,,Thermal® mit den
identischen Einstellungen verwendet. Die Spektren werden gegen die Absorption des Lo-
sungsmittels basislinienkorrigiert. Schmelzpunktmessungen werden mit dem Programm
,»Thermal*“ aufgenommen: SBW 1 nm, Average time 2 s, Light source change over 350
nm, Heiz- bzw. Kiihlrate 0.7°C/min.

= Die Aufnahme der Fluoreszenz- und Anregungsspektren erfolgt an einem Fluoromax-3
Fluorimeter (Jobin-Yvon) mit Peltiere-Element zur Temperatursteuerung (LFI-3751). Die
Aufnahme erfolgt mit folgenden Software-Einstellungen: Integration time 0.2 s, Increment
1.0 nm Die Spektren werden routinemifBig mit 2 nm Spaltbreite aufgenommen und gegen

die Ramanstreuung des Losungsmittels basislinienkorrigiert.
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= Die CD-Spektren stammen von einem Jasco J-715 Spektropolarimeter mit Jasco PTC-
150J Thermostat. In der Software werden folgende Einstellungen vorgenommen: Sensiti-
vity 100 mdeg, Data pitch 0.1 nm, Scanning mode continous, Scanning speed 500 nm/m,
Response 0.5 sec, band width 2 nm. Das Spektrum wird iiber 4-5 Messungen gemittelt.
Die Spektren werden manuell basislinienkorrigiert. Differenz-CD-Spektren werden er-
mittelt, indem vom Spektrum des Peptid-DNA-Komplexes die Einzelspektren von Puffer,
DNA und Peptid mit der jeweiligen Konzentration subtrahiert werden.

= Zeitaufgeloste Messungen werden von der Arbeitsgruppe Dr. T. Fiebig (Boston College,
USA) durchgefiihrt.

7.2 Durchfiihrung und Auswertung der Bestrahlungsexperimente

Bestrahlung

Fiir die Strangbruchexperimente werden 1000 pl einer frisch hybridisierten 4 pM Duplex-
Losung in 10 mM NaP;-Puffer (pH 7) und 250 mM NacCl in einer 1 cm breiten Quarzglaskii-
vette mit Licht (75 W Xe-Lampe, Oriel Instruments) iiber 305 nm Wellenldnge (cut-off Filter,
Andover Corporation) bestrahlt. Wird in Anwesenheit eines Peptids gemessen, so werden
10 eq davon (= 40 uM) vor der Bestrahlung der Duplexlosung hinzugegeben. Alle fiinf
Minuten werden 30 pl der Duplex-Lésung entnommen und lichtgeschiitzt aufbewahrt. Die
erste Probe wird dabei nach 0 min Bestrahlungszeit gezogen (Probe 0). Nach 60 min wird die
Bestrahlung mit Probe 12 beendet. Die in der Kiivette verbliebene Duplexldsung wird als

separate Probe behandelt (Probe 13).

Piperidinbehandlung
Zu den Proben 0-12 werden jeweils 3 ul Piperidin gegeben. Im Dunklen werden alle Proben
30 min auf 90°C erhitzt. AnschlieBend werden sie in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und

gefriergetrocknet.
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HPLC-Analytik

Fiir die HPLC-Analytik werden die Riickstdnde in jeweils 15 pul (50 pl fir Probe 13) HPLC-
Wasser aufgenommen. Das Injektionsvolumen betrdgt 10 pl (RP-18), der Gradient 0-30 % B
tiber 50 min. Die erhaltenen Peaks werden integriert und das Verhiltnis aus modifizierter und
unmodifizierter DNA ermittelt. Der Quotient von Probe 0 dient als Referenz fiir die Auswer-
tung der Messreihe und ist definitionsgemél eins. In der Regel wird iiber drei Messreihen

gemittelt.

ESI-Analytik

Die Auftrennung bei den ESI-HPLC-MS-Spektren erfolgt mit einer YMC-PAK ODS-A (250
x 4.6 mm, 10 um, C-18) und einem Gradienten von 0-30 % B iiber 50 min. Die Detektion er-
folgt im negativen Detektionsmodus.

Es sind die typischen Massen mit den Retentionszeiten angegeben, die fiir alle Proben des
entsprechenden Doppelstranges gelten. Die Peptidmassen erscheinen ebenfalls, sind aber

nicht angegeben.

D1/C1:
Mittels ESI-HPLC-MS identifiziert (m/z, Retentionszeit): 1325.4 (25.8 min) [Mp;-4H]",
1313.5 (22.0 min) [Mc;-4H]".

B/C8:
Mittels ESI-HPLC-MS identifiziert (m/z): 1307.8 (19.8 min) [Mcs-4H]*, 1327.6 (22.0 min)
[(Mg-Br)-4H]™, 1347.7 (23.5 min) [Mp-4H]".
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7.3 Synthese des PydU-Phosphoramidits

7.3.1 Darstellung von 1-Brompyren

Br 3) 281.15 g/mol

50 g (0.25 mol) Pyren werden in 750 ml Chlorbenzol unter Argonatmosphére geldst und unter
Riickfluss erhitzt. 110.5 g (0.50 mol, 2 eq) CuBr, werden vorsichtig zugegeben. Nach 2 h
wird die Reaktionslosung durch Kieselgur filtriert und eingedampft. Der Riickstand wird auf
eine kurze Aluminiumoxid-Sédule (2 cm x 10 cm) gegeben und mit Benzol eluiert. Das erhal-
tene Rohprodukt wird dreimal aus Benzol/Hexan (1:1) umkristallisiert. Man erhélt 45.8 g des

gewiinschten Produkts (75 %) als leicht gelben Feststoff.!**!

DC (100 % Benzol) Ry= 0.86

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.35, 8.16, 8.14, 8.08, 8.00, 7.98, 7.93, 7.91.

BC-NMR (50 MHz, CDCls): & = 131.05, 130.85, 130.48, 129.91, 129.51, 128.86, 127.59,
126.98, 126.39, 125.89, 125.73, 125.62, 125.44, 125.39, 123.9, 119.82.

7.3.2 Darstellung von 1-Pyrenylboronsaure

246.07 g/mol
B(OH),
()]

Unter Argonatmosphére und Lichtausschluss werden 2.0 g (7.11 mmol) 3 in 100 ml absolu-
tem Diethylether gelost. Bei 0°C werden 5.3 ml (8.53 mmol, 1.2 eq) einer 1.6 M BuLi-L6-
sung in Hexan vorsichtig zugegeben. Man ldsst die Mischung auf Raumtemperatur kommen

und 1 h rithren. 4 ml (35.6 mmol, 5 eq) B(OCHs3); werden in 10 ml absolutem Diethylether
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gelost und auf —78°C gekiihlt. Diese Losung gibt man langsam dem lithiierten Pyren bei
-78° C tiber 30 min zu. Nach drei Stunden ldsst man die Lésung auf RT kommen und 40 h
riihren. Zur Aufarbeitung werden 40 ml 2 M HCI zugegeben und 3 h geriihrt. Es wird dreimal
mit 50 ml Diethylether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen anschliefend dreimal
mit 70 ml Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Das Rohprodukt
wird iiber FC gereinigt (Hexan/Essigsdureethylester 20:1, Elution 100 % EtOH). Man erhélt
1.32 g Produkt als gelben Feststoff (75 %).2"> "]

DC (Hexan/Diethylether 3:1) R;=0.2

"H-NMR (250 MHz, DMSO-de): 8 = 8.66 (2H, s; B(OH),), 8.35 (1H, d, 7.5 Hz; H-2), 8.14-
8.30 (6H, m), 8.04 (1H, t, 7.5 Hz; H-7).

BC-NMR (63 MHz, DMSO-d¢): & = 134.1, 132.6, 131.9, 131.5, 130.9, 130.5, 128.6, 127.6,
126.9, 126.0, 125.0, 124.1, 123.7, 123.1.

7.3.3 Darstellung von 5-(1-Pyrenyl)-2’-desoxyuridin

N o

HO 0
Ca5HpoN,O5
@™

OH 428.44 g/mol

514 mg 5-lod-2’-desoxyuridin (1.45 mmol), 534 mg 1-Pyrenylboronsdure (2) (2.17 mmol,
1.5 eq), sowie 167.6 mg Tetrakis-triphenylphosphin-palladium (0.15 mmol, 0.1 eq), und
1.16 g NaOH (30 mmol, 20 eq) werden in 120 ml THF/H,O (1:1) gel6st. Nach Zugabe von
30 ml Methanol wird unter Lichtausschluss etwa eine Stunde mit Stickstoff entgast und
anschlieffend 48 h Stunden unter Riickfluss erhitzt. Es wird mit festem NH4Cl neutralisiert
und dreimal mit 50 ml Essigester extrahiert. Die organische Phase wird iiber Na;SO4
getrocknet und eingedampft. Nach Trocknen im HV erhélt man das Rohprodukt als braunen
Feststoff. Dieser wird iiber FC gereinigt (DCM/Aceton 4:1, Essigsdureethylester/MeOH
10:1). Man erhilt 358 mg (60 %) eines leicht braunen Feststoffs.!*”!
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DC (Essigsaureethylester/MeOH/H,O 10:1:0.5) R¢= 0.63

ESI-MS:m/z (%) 429.0 (30) [M+H] ", 313.3 (100) [M-CsHsO3+2H]"

"H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 8.21 (1H, m; H-6 (dU)), 8.14-7.84 (9H, m; Pyren), 6.35
(1H, t, 6.6 Hz; H-17), 4.31 (1H, m; H-4"), 3.84 (1H, m; H-3"), 3.60-3.50 (2H, m; H-5"), 3.62
(1H, m; 5°-H), 2.29 (2H, m; H-2").

BC-NMR (126 MHz, DMSO-de): & = 174.9, 174.1, 167.4, 163.9, 153.4, 153.2, 144.6, 144.1,
134.9, 134.3, 134.1, 133.9, 131.2, 131.0, 130.5, 129.5, 127.9, 126.8, 103.8, 104.4, 90.1, 87.8,
73.4,62.7,42.5.

7.3.4 Darstellung von 5’-0-(4,4’-dimethoxytrityl)-5-(1-pyrenyl)- 2’-desoxy-

(LS
SOAW:
N/KO

DMT—O0O

uridin

(@]
C46H38N,07

OH 730.8 g/mol
(C))

246 mg 1 (0.57 mmol) werden zweimal mit absolutem Pyridin eingedampft. Unter Lichtaus-
schluss und Argonatmosphire werden 195 mg 4,4’-Dimethoxytritylchlorid (0.57 mmol,
1.0 eq) zu einer Losung von 1 in 10 ml absolutem Pyridin gegeben und 20 h bei RT gertihrt.
AnschlieBend ldsst man 1 h mit 2 ml MeOH riihren. Die Reaktionslosung wird eingedamptft.
Die Reinigung erfolgt iiber FC (DCM/Aceton 4:1, Essigsdureethylester/MeOH 10:1). Man

erhdlt 355 mg (85 %) eines leicht braunen Feststoffs.1*"!

DC (Essigsaureethylester/MeOH/H,O 10:1:0.5) R¢= 0.80

ESI-MS:m/z (%) 753.2 (20) [M+Na]", 731.2 (5) [M+H]", 303.3 (100) [DMTT]".

"H-NMR (250 MHz, DMSO-ds): 8 = 11.70 ()1H,s; NH), 8.29-7.88 (10H, m; Pyren, H-6
(dU)), 7.40-6.81 (13H, m; DMT), 6.32 (1H, t, 6.6 Hz; H-1°), 4.04 (1H, m; H-4), 3.69 (6H, s;
CH;3(DMT)), 3.51-3.43 (1H, m; H-3"), 2.93-2.77 (2H, m; H-5"), 2.23-2.20, 1.90-1.87 (2H, m;
H-2").
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BC-NMR (63 MHz, DMSO-de): & = 181.0, 163.8, 160.0, 159.6, 151.7, 146.4, 137.1, 137.0,
132.1, 131.7, 131.3, 131.1, 130.9, 130.6, 19.4, 129.1, 128.9, 128.6, 128.3, 127.6, 126.4, 125.8,
125.2,125.1,115.8, 114.4, 114.0, 88.1, 87.1, 63.8, 56.4, 55.9, 39.7.

7.3.5 Darstellung von 5’-O0-(4,4’-dimethoxytrityl)-5-(1-pyrenyl)-2’-desoxy-
uridin-3’-0-[(2-cyanoethyl)-N,N-diisopropyl)-phosphoramidit]

(g
N/J\o
DMT—O—| o
|
N CssHssN4OgP
)\ ) 931.02 g/mol

119 mg 4 (0.16 mmol) werden unter Argonatmosphére und Lichtausschluss in 5 ml absolutem
DCM gelost und mit 80 pl tiber KOH getrocknetem Triethylamin (0.58 mmol, 3.6 eq)
versetzt. Es werden 84 pl Cyanoethyl-N,N-diisopropyl-phosphoramiditchlorid (0.38 mmol,
2.4 eq) zugegeben. Nach 30 min wird die Reaktion auf Vollstindigkeit kontrolliert und ge-
gebenenfalls erneut TEA und Cyanoethyl-N,N-diisopropyl-phosphoramiditchlorid zugegeben.
Nach 60 min wird die Reaktion durch Zugabe von 2 Tropfen absolutem Ethanol gestoppt. Die
organische Phase wird mit 10 ml frischer, geséttigter, wéssriger NaHCO;-Losung extrahiert,
iiber Na,SO4 getrocknet und zweimal mit 5 ml trockenem Diethylether eingedampft.l*!!

Man nimmt vollstandigen Umsatz an und stellt fiir den Einsatz in der Oligonukleotidsynthese
nach 2 h Trocknen im Vakuum eine 0.1 M Loésung des 5°-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-5-(1-
pyrenyl)-2’-desoxyuridin-3’-O-[(2-cyanoethyl)-N,N-diisopropyl)-phosphoramidits]  (5) in

trockenem Acetonitril (1.6 ml) her, die sofort verbraucht wird.

DC (DCM/Aceton 6:1) R¢= 0.86 (Doppelfleck mit Hydrolyseprodukt)
ESI-MS:m/z (%) 931.9 (7) [M+H]", 303.3 (100) [DMT]".
3P_NMR (101 MHz, MeCN-ds): & = 159.0
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7.4 Synthese der Bipyridinverbindungen

7.4.1 Darstellung von N-Methyl-4,4'-bipyridinium-Iodid

N N— m,,(Kation): 171.092

\ / \ / 10 M: 298.1 g/mol
(6)

1 g Bipyridin (6.4 mmol) wird in 10 ml DCM gelost. Es werden 0.4 ml Methyliodid

(6.4 mmol, 1 eq) zugegeben und 24 h unter Lichtschutz geriihrt. Der entstandene gelbe

Niederschlag wird abfiltriert und getrocknet. Man erhidlt 1.46 g (76 %) des gewiinschten
Produkts.*?!!

ESI-MS: m/z (%) 171.1 (100) [M]"

"H-NMR (250 MHz, DMSO-de): & = 9.11 (2H, d, 6.8 Hz; 2H-2), 8.85 (2H, dd, 4.6 bzw. 1.7
Hz; 2H-2"), 8.59 (2H, d, 6.8 Hz; 2H-3), 8.0 (2H, dd, 4.6 bzw. 1.7 Hz; 2H-3"), 4.37 (3H, s;
CH;).

BC-NMR (63 MHz, DMSO-dg): 8 = 152.4 (C-4), 151.4 (2 C-2), 146.6 (2C-2'), 141.3 (C-4"),
125.4 (2C-3), 122.3 (2C-3"), 48.1 (CHa).

7.4.2 Darstellung von N-Carboxymethyl-N'-methyl-4,4'-bipyridinium-

Bromid
_% N— C13H N 0.*
\ / \ / COOH my(Kation): 230.104

Q)
588 mg 6 (1.97 mmol) werden in 4 ml Ethanol gelost. Es werden 385 mg 2-Bromessigsédure

(2.37 mmol, 1.4 eq) zugegeben und 3 Tage lang geriihrt. Nach Umkristallisation aus Ethanol
erhdlt man 40 mg des blassgriinen Produkts (6 %).

"H-NMR (250 MHz, DMSO-de): & = 9.35 (4H, m; 2H-2, 2H-2'), 8.85 (2H, d, 6.3 Hz; 2H-3),
8.75 (2H, d, 6.3 Hz; 2H-3"), 5.69 (2H, s; CHa), 4.48 (3H, s; CHs).
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7.4.3 Darstellung von N,N'-Di(carboxymethyl)-4,4'-bipyridinium-Bromid

HOOC —
CiaH N0

®, —
N 5 07
\ / \ // TCO OH me,(Kation): 274.094
@®)

1.16 g Bipyridin (7.4 mmol) werden in 7 ml CHCl; gelost. Es werden 5.16 g
2-Bromessigsédure (37.1 mmol, 5 eq) zugegeben und 60 h geriihrt. Nach der Zugabe von 5 ml
HCl/Aceton (1:6) erhdlt man einen griinlichen Niederschlag, der nach dem Trocknen 40 %
Produkt enthilt.

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 8 = 9.45 (4H, d, 7.6 Hz; 2H-2, 2H-2"), 8.93 (4H, d, 7.6 Hz;
2H-3, 2H-3"), 5.76 (4H, s; 2CH,).

7.4.4 Darstellung von N-Carboxyethyl-4,4'-bipyridinium-Bromid

Cy3H;3N0,"

N\ 7\ /NXCOOH Mgy, (Kation): 229.097
®
922 mg Bipyridin (5.90 mmol) werden in 15 ml DCM gelost. Es werden 993 mg
3-Brompropansdure (6.5 mmol, 1.1 eq) zugegeben und 30 h unter Riickfluss erhitzt. Der
Niederschlag wird abfiltriert und mit viel DCM gewaschen. Man erhélt 485 mg Produkt
(27 %).

ESI-MS: m/z (%) 229.2 (18) [M] ", 157.1 (100) [Bipyridin+H]"

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢): & = 9.28 (2H, d, 6.4 Hz; 2H-2), 8.89 (2H, d, 5.3 Hz; 2H-2"),
8.65 (2H, d, 6.4 Hz; 2H-3), 8.16 (2H, d, 5.3 Hz; 2H-3"), 4.85 (2H, t, 6.6 Hz; CH»-3), 3.15 (2H,
t, 6.6 Hz; CH,-2).
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7.4.5 Darstellung von N-Carboxyethyl-N'-methyl-4,4'-bipyridinium-Iodid

C14H gN2 0>

®
_N N . .
N\ / \ / XCOOH Meye (Kation): 244,12

(10)

3.06 g 6 (10.3 mmol) werden in 12 ml CHCl; geldst. Es werden 27 ml Acrylsdure (396 mmol,
40 eq) zugegeben und 48 h unter Lichtschutz geriihrt. Der orange Niederschlag wird abfiltriert

und getrocknet. Man erhilt 2.52 g des orangen Produktes (63 %).1**!

"H-NMR (250 MHz, DMSO-de): & = 9.14 (2H, d, 6.6 Hz; 2H-2), 9.0 (2H, d,6.6 Hz; 2H-2'),

8.49 (4H, m; 2H-3, 2H-3"), 4.98 (2H, t, 6.2 Hz; CH»-3), 4.43 (3H, s; CH3), 3.20 (2H, t, 6.2 Hz;
CH,-2).

7.4.6 Darstellung von N,N'-Di(carboxyethyl)-4,4'-bipyridinium-Bromid

HOOC — — C6HsN,O47

@N N myo(Kation): 302.126
\ / \ / XCOOH

an

1.0 g Bipyridin (6.4 mmol) werden in 10 ml CHCI; gelost. Es werden 15 ml Acrylsdure
(220 mmol, 34 eq) zugegeben und 60 h unter Lichtschutz geriihrt. Nach Zugabe von 20 ml
HCl/Aceton (6:1) wird der weille Niederschlag abfiltriert und getrocknet. Man erhélt 2.54 g
des weiBen Produktes (100 %).**

"H-NMR (250 MHz, D,0): & = 9.14 (4H, d, 5.3 Hz; 2H-2, 2H-2"), 9.50 (4H, d, 5.3 Hz; 2H-3,
2H-3'), 4.98 (4H, t, 6.2 Hz; 2CH,-3), 3.18 (4H, t, 6.2 Hz; 2CH,-2).
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7.4.7 Darstellung von N-(1-Hydroxypropyl)-4,4'-bipyridinium-Bromid

- - Ci3HsN,O"
N \ / \ y N me,(Kation): 215.118

(12) OH

2.07 g Bipyridin (13.2 mmol) werden in 20 ml MeCN gelost. Es werden 1.15 ml 3-Brom-
I-propanol (13.2 mmol, 1 eq) zugegeben und 7 Tage unter Lichtschutz geriihrt. Der weille
Niederschlag wird abfiltriert und getrocknet. Man erhélt 1.82 g des weillen Produktes (47 %).
"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢): & = 9.26 (2H, d, 6.7 Hz; 2H-2), 8.90 (2H, d, 6.1 Hz; 2H-2"),
8.67 (2H, d, 6.7 Hz; 2H-3), 8.08 (2H, d, 6.1 Hz; 2H-3"), 4.73 (2H, t, 7.0 Hz; CH»-3), 3.55 (2H,
t, 5.8 Hz; CH»-1), 2.16 (2H, m; CH,-2).

7.4.8 Darstellung von N-(1-Brompropyl)-N'-methyl-4,4'-bipyridinium-

Bromid

o/ o C14H7BrN,>
—N \ / \ / N¥ me,(Kation): 292.056

13) Br

825 mg 6 (2.77 mmol) werden in 20 ml MeCN gelost. Es werden 0.5 ml 1,3-Dibrompropan
(4.8 mmol, 1.7 eq) unter Lichtschutz zugegeben und 48 h unter Riickfluss erhitzt. Der
Niederschlag wird abfiltriert, aus Ethanol umkristallisiert und getrocknet. Man erhélt 300 mg
des roten Produktes in Form (22 %).

ESI-MS: m/z (%) 293.2 (14) [M+H]"™, 171.3 (100) [M-C3H¢Br]", 157.3 (20) [Bipyridin+H]"
'H-NMR (250 MHz, DMSO-de): & = 9.38 (2H, d, 6.6 Hz; 2H-2"), 9.28 (2H, d,6.6 Hz; 2H-3"),
8.79 (2H, d, 6.8 Hz; 2H-2), 8.74 (2H, d, 6.8 Hz; 2H-3), 4.82 (2H, t, 7.0 Hz; CH,-3), 4.43 3H,
s; CHs), 3.60 (2H, t, 6.6 Hz; CHy-1), 3.56 (2H, m; CHa-2).
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7.4.9 Darstellung von N-(1-Iodpropyl)-4,4'-bipyridinium-Iodid

- o Ci3H 4N,
N\ / \ / NM mey(Kation): 325.02

(14) |

850 mg Bipyridin (5.4 mmol) werden mit 7 ml 1,3-Diiodpropan (60 mmol, 12 eq) versetzt
und unter Lichtschutz 60 h geriihrt. Der orange Niederschlag wird abfiltriert und getrocknet.
Man erhélt 2.34 g des Produktes (96 %).

"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 8 = 9.21 (2H, d, 7.0 Hz; 2H-2), 8.88 (2H, d, 6.2 Hz; 2H-2"),
8.67 (2H, d, 7.0 Hz; 2H-3), 8.02 (2H, d, 6.2 Hz; 2H-3'), 4.68 (2H, t, 7.0 Hz; CH>-3), 3.28 (2H,
t, 7.1 Hz; CH,-1), 2.52 (2H, m; CH,-2).

7.4.10 Darstellung von NN'-Di(1-iodpropyl)-4,4'-bipyridinium-Iodid

I
\x@ o o C6Hpo N,
NQ_@ me(Kation): 493.97
(15) |
1.01 g 14 (2.24 mmol) werden in 30 ml MeCN aufgeschlimmt und mit 2 ml 1,3-Diiodpropan

(17 mmol, 7.6 eq) versetzt und unter Lichtschutz 18 h geriihrt. Der braune Niederschlag wird
abfiltriert und getrocknet. Man erhélt 991 mg des Produktes (59 %).

"H-NMR (250 MHz, D,0): & = 9.39 (4H, d, 6.5 Hz; 2H-2, 2H-2'), 9.80 (4H, d, 6.4 Hz; 2H-3,
2H-3"), 4.78 (4H, t, 7.0 Hz; 2CH,-3), 3.29 (4H, t, 7.2 Hz; 2CH,-1), 2.58 (4H, m; 2CH>-2).
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7.5 Synthese von Peptiden

7.5.1 Allgemeines

Die Peptide werden nach der Fmoc-Strategie auf der Grundlage eines Syntheseprotokolls der
Arbeitsgruppe Kessler (TU Miinchen) dargestellt. Es werden Aminosduren verwendet, deren
Seitenketten mit im Sauren abspaltbaren Schutzgruppen versehen sind (vgl. Tabelle 2-2). Fiir
den Einsatz zur Synthese Peptid-modifizierter Oligonukleotide werden Lysine eingesetzt,
deren Seitenketten Alloc-geschiitzt sind. Die Synthese wird in Spritzen durchgefiihrt, die mit

Fritten versehen sind.

AAVI1: Belegung des TCP-Harzes

Pro 1 g TCP-Harz werden 1.2 eq Aminosiure in 10 ml absolutem DCM gelost. Ein Drittel der
DIPEA-Menge (2.5 eq) wird dieser Losung hinzugefiigt und dem in einer Spritze befindlichen
trockenen TCP-Harz zugegeben. Nach 5 min Schiitteln gibt man den Rest des DIPEA zu und
schiittelt weitere 60 min. Es werden 5 ml Methanol zugesetzt, um letzte freie OH-Gruppen zu
blockieren, und schiittelt 15 min. Danach wird jeweils fiinfmal mit ca. 15 ml DCM, NMP und
Methanol gewaschen, wobei man langsam mit Mischungen von NMP auf Methanol iibergeht,
um ein Verklumpen des TCP-Harzes zu vermeiden. AnschlieBend wird das TCP-Harz in
einem Exsikkator {iber P,Os mindestens acht Stunden getrocknet.

Die Belegung errechnet sich nach folgender Formel:

|:m0| :| . mbelegt - munbelegt
g

(M =36.461)- My

mit: Mynbelegt: Masse TCP vor Belegung
Mperee:  Masse TCP nach Belegung

M: Molmasse der Fmoc-Aminosiure

Typische Belegungsgrade hingen von der verwendeten Aminosdure ab und liegen zwischen

0.5-0.8 mmol/g.
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AAV2: Kupplung der Peptide

Das getrocknete und belegte Harz wird in einer Spritze eingewogen und gegebenenfalls unter
Lichtschutz gehalten. Vor dem Beginn der eigentlichen Synthese ldsst man das trockene Harz
etwa 1 h in dem entsprechenden Losungsmittel quellen. Das nachfolgende
Kupplungsprotokoll ist exemplarisch fiir eine Synthese mit 300 mg Harz nach der

HOBt/TBTU-Methode dargestellt. Alternativ kann statt NMP auch DMF verwendet werden.

Tabelle 7-1: Syntheseprotokoll fiir eine Festphasensynthese von Peptiden nach der Fmoc-Strategie.

Anzahl  Volumen Losung Schritt Dauer pro
Schritt
1 10 ml NMP Quellen 60 min
3 5ml 20 % Piperidin in NMP Fmoc-Abspaltung 10 min
5 5 ml NMP Waschen
1 (oder 2) Kupplungslosung A (oder B)  Kuppeln 60-120 min
5 5ml NMP Waschen
entweder Fmoc-Abspaltung
oder
5 5ml DCM Vorbereiten zum
Trocknen

Kupplungslosung A: 2 eq Aminosdure, 2 eq HOBt, 2 eq TBTU, 1.3 eq DIPEA pro saurer
Gruppe (Normalfall 5.4 eq)

Kupplungslosung B: 1.5 eq Aminosédure, 1.5 HOBt, 1.5 TBTU, 1.3 eq DIPEA pro saurer
Gruppe

AAV3: Abspaltung vom TCP-Harg
Die Abspaltung erfolgt nach folgendem Schema:

Tabelle 7-2: Protokoll fiir die Abspaltung des Peptids vom Trager.

Anzahl  Volumen Losung Schritt Dauer pro
Schritt
3 10 ml Abspaltlosung Abspalten 60-120 min

3 7 ml DCM Sptilen
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Anschliefend wird das Fliissigkeitsvolumen im Vakuum auf 30-50 % reduzieren. Das Peptid

wird aus 15 ml kaltem Diethylether (0°C) ausgefillt.

Tabelle 7-3: Abspaltlosungen.

Methode Losung Bemerkungen

Standardmethode 95 % TFA in H,O Peptid fallt als Seitenketten entschiitztes
Trifluoracetat an.
Bei Tryptophan, TFA/TIPS/ H,O (95:4:1)  Peptid fillt als Seitenketten entschiitztes

Cytosin, Threonin Trifluoracetat an.

Bei Arginin 85.5 % TFA, 2.0 % H,0O, Peptid wird nochmals aus Diethylether
2.5 % Ethandithiol, 5 % ausgefillt und zur Entfernung der Thiole
Phenol, 5 % Thioanisol mit ‘Butanol/ H,O lyophilisiert. Man erhilt
das Seitenketten entschiitzte Peptid.
Vollgeschiitztes 20 % HFIP in DCM Das Peptid erhélt man vollgeschiitzt. Wird
Peptid auf eine finale Piperidinbehandlung im
Kupplungszyklus verzichtet, so verbleibt
das Peptid Fmoc-geschiitzt.

Bestimmung der Peptidkonzentration

Von den Peptiden werden Stammldsungen hergestellt, deren Konzentration {iber Messungen
der optischen Dichte berechnet wird. Es gelten die folgenden molaren Extinktions-
koeffizienten. Bei mehreren Chromophoren in einem Peptid werden die Koeffizienten

aufaddiert.

Tabelle 7-4: Ubersicht iiber die Extinktionskoeffizienten der Chromophore in den synthetisierten Peptiden.

Chromophor Extinktionskoeffizient
M em™]
€s0 Tryptophan 5600
€75  Tyrosin 1400
€57  Phenylalanin 197
€70 para-Nitrobenzoesdure 16000

Fehlen chromophore Gruppen, wird die Konzentration aus der Einwaage des Peptids

berechnet.
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7.5.2 Charakterisierung der synthetisierten Peptide

Die Peptide werden nach AAV1-AAV3 synthetisiert und sind im Folgenden im

Einbuchstaben- oder Dreibuchstabencode angegeben.

7.5.2.1 Oligolysine

Charakterisierung von KKK:

ESI-MS: m/z (%) 441.5 (12) [M+K]", 403.6 (100) [M+H]", 202.5 (10) [M+2H]*"

"H-NMR (250 MHz, D,0): & = 4.25 (2H, m; 2H-a), 3.95 (1H, t, 6.5 Hz; H-a), 2.90 (6H, m;
6H-¢), 1.9-1.5 (12H, m; 6H-5, 6H-P), 1.5-1.3 (6H, m; 6H-y)

Charakterisierung von pNB-K:

ESI-MS: m/z (%) 296.2 (100) [M+H]", 280.3 (10) [M-NH,]"

"H-NMR (250 MHz, D,0): & = 8.25 (2H, d, 8.7 Hz; meta-H (pNB)), 7.85 (2H, d, 8.7 Hz;
ortho-H (pNB)), 4.5 (1H, dd, 5.3 bzw. 9.0 Hz; H-a (K)), 2.9 (2H, t, 7.4 Hz; 2H-¢ (K)), 2.0-
1.75 (2H, m; 2H-9 (K)), 1.65 (2H, m;2H-B (K)), 1.45 (2H, m; 2H-y (K))

Charakterisierung von pNB-KK:

ESI-MS: m/z (%) 847.2 (15) [2M+H]", 424.3 (100) [M+H]", 212.7 (20) [M+2H]**

"H-NMR (250 MHz, D,0): & = 8.3 (2H, d, 8.75 Hz; meta-H (pNB)), 7.9 (2H, d, 8.75 Hz;
ortho-H (pNB)), 4.5-4.3 (2H, m; 2H-a (K)), 2.95 (4H, m; 4H-¢ (K)), 2.0-1.3 (12H, m; 4H-3
(K), 4H-B (K), 4H-y (K))

Charakterisierung von pNB-KKK:

ESI-MS: m/z (%) 552.4 (100) [M+H]", 536.5 (20) [M-NH,]", 276.9 (30) [M+2H]*"

"H-NMR (250 MHz, D,0): & = 8.25 (2H, d, 8.75 Hz; meta-H (pNB)), 7.85 (2H, d, 8.75 Hz;
ortho-H (pNB)), 4.45 (1H, m; H-a (K)), 4.25 (2H, m; 2H-a (K)), 2.9 (6H, m; 6H-¢ (K)),
1.9-1.55 (12H, m; 6H-8 (K), 6H-B(K)), 1.5-1.3 (6H, m; 6H-y (K))
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7.5.2.2 Tripeptide mit aromatischer Aminosiure

Charakterisierung von KFK:

ESI-MS: m/z (%) 422.6 (100) [M+H]", 211.9 (28) [M+2H]*

"H-NMR (250 MHz, D,0): 6 = 7.2 (5H, m; 5 Phenyl-H (F)), 4.55 (1H, t, 7.8 Hz; H-a), 4.13
(1H, dd, 6.0 bzw. 8.0 Hz; H-a), 3.88 (1H, t, 6.6 Hz; H-a), 3.03 (2H, d, 7.8 Hz; 2H-B (F)), 2.9
(4H, m; 4H-¢ (K)), 1.9-1.5 (8H, m; 4H-6 (K), 4H-B (K)), 1.4-1.2 (4H, m; 4H-y (K))

Charakterisierung von KYK:

ESI-MS: m/z (%) 438.4 (100) [M+H]", 219.9 (30) [M+2H]*

"H-NMR (250 MHz, D,0): & = 7.10 (2H, d, 8.4 Hz; meta-H (Y)), 6.76 (2H, d, 8.4 Hz; ortho-
H (Y)), 4.50 (1H, t, 7.7 Hz; H-a), 4.08 (1H, m; H-a), 3.89 (1H, t, 6.5 Hz; H-a), 3.0-2.8 (6H,
m; 2H-B (Y), 4H-¢ (K)), 1.83-1.50 (8H, m; 4H-6 (K), 4H-B (K)), 1.59-1.10 (4H, m; 4H-y (K))

Charakterisierung von KWK:

ESI-MS: m/z (%) 921.3 (36) [2M+H]", 461.4 (100) [M+H]", 231.4 (28) [M+2H]*"

"H-NMR (250 MHz, D,0): 8 = 7.59 (1H, d, 7.8 Hz; H-4 (W)), 7.4 (1H, d, 8.0 Hz; H-7 (W)),
7.18 (1H, s; H-2 (W)), 7.05 (2H, m; H-5, H-6 (W)), 4.6 (1H, m; H-a), 4.05 (1H, m; H-a), 3.88
(1H, t, 6.6 Hz; H-a), 3.2 (2H, d, 7.7 Hz; 2H-B (W)), 2.9 (2H, t, 7.6 Hz; 2H-¢ (K)), 2.75 (2H, t,
7.6 Hz; 2H-¢ (K)), 1.9-1.4 (8H, m; 4H-6 (K), 4H-B (K)), 1.3 (2H, m; 2H-y (K)), 1.1 (2H, m;
2H-y (K))

Charakterisierung von pNB-KFK:

ESI-MS: m/z (%) 1141.4 (15) [2M+H]", 571.4 (100) [M+H]", 286.5 (45) [M+2H]*
'"H-NMR (250 MHz, D,0): & = 8.3 (2H, d, 8.7 Hz; meta-H (pNB)), 7.85 (2H, d, 8.7 Hz;
ortho-H (pNB)), 7.2 (5H, m; 5 Phenyl-H (F)), 4.55 (1H, m; H-a), 4.4 (1H, m; H-a), 4.25 (1H,
m; H-a), 3.2-2.9 (2H, m; 2H-f (F)), 2.9 (4H, m; 4H-¢ (K)), 1.9-1.55 (8H, m; 4H-0 (K), 4H-B
(K)), 1.4-1.2 (4H, m; 4H-y (K))

Charakterisierung von pNB-KYK:

ESI-MS: m/z (%) 587.5 (100) [M+H]", 571.4 (20) [M-NH,]", 294.4 (60) [M+2H]*"

"H-NMR (250 MHz, D,0): & = 8.28 (2H, d, 8.8 Hz; meta-H (pNB)), 7.8 (2H, d, 8.8 Hz;
ortho-H (pNB)), 7.05 (2H, d, 8.5 Hz; meta-H (Y)), 6.6 (2H, d, 8.5 Hz; ortho-H (Y)), 4.55



7 Materialien und Methoden 213

(1H, m; H-a), 4.4-4.2 (2H, m; 2H-0), 3.1-2.8 (6H, m; 2H-B (Y), 4H-¢ (K)), 1.9-1.5 (8H, m;
4H-8 (K), 4H-B(K)), 1.45-1.15 (4H, m; 4H-y (K))

Charakterisierung von pNB-KWK:

ESI-MS: m/z (%) 1219.4 (20) [2M+H]", 610.4 (100) [M+H]", 594.6 (10) [M-NH,]", 305.9
(75) [M+2H]*

"H-NMR (250 MHz, D,0): 8 = 8.22 (2H, d, 8.8 Hz; meta-H (pNB)), 7.65 (2H, d, 8.8 Hz;
ortho-H (pNB)), 7.50 (1H, d, 8.2 Hz; H-4 (W)), 7.25 (1H, d, 7.6 Hz; H-7 (W)), 7.10 (1H, s;
H-2 (W)), 7.0 (2H, m; H-5, H-6 (W)), 4.6 (1H, m; H-a), 4.3-4.1 (2H, m; 2H-a), 3.25 (2H, d,
6.6 Hz; 2H- (W)), 2.85 (2H, t, 7.6 Hz; 2H-¢ (K)), 2.75 (2H, t, 7.8 Hz; 2H-¢ (K)), 1.8-1.1
(12H, m; 4H-5 (K), 4H-B (K)), 4H-y (K))

7.5.2.3 Tripeptide mit nukleophiler Aminosiure

Charakterisierung von KCK:

"H-NMR (250 MHz, D;0): 6 = 4.5 (1H, m; H-a)), 4.25 (1H, m; H-a)), 4.0 (1H, m; H-a), 2.95
(6H, m; 4H-¢(K), 2H-B (C)), 1.85 (4H, m; 4H-5 (K)), 1.65 (4H, m; 4H-B (K)), 1.4 (4H, m;
4H-y(K))

Charakterisierung von KTK:

"H-NMR (250 MHz, D,0): & = 4.27 (2H, m; 2H-0), 4.15-4.0 (2H, m;1H-a, 1H-B(T)), 2.95
(4H, m; 4H-¢(K)), 1.85 (4H, m; 4H-6 (K)), 1.65 (4H, m; 4H-B (K)), 1.4 (4H, m; 4H-y(K)), 1.2
(3H, d, 6.4 Hz; 3H-y (T))

Charakterisierung von pNB-KCK:

"H-NMR (250 MHz, D,0): 6 = 8.3 (2H, d, 8.0 Hz; meta-H (pNB)), 7.9 (2H, d, 8.0 Hz; ortho-
H (pNB)), 4.5 (2H, m; 2H-a), 4.3 (1H, m; H-a), 2.95 (6H, m; 4H-¢(K), 2H-B (C)), 2.0-1.3
(12H, m; 4H-5 (K), 4H-B (K), 4H-y(K))
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Charakterisierung von pNB-KTK:

"H-NMR (250 MHz, D,0): 6 = 8.3 (2H, d, 8.5 Hz; meta-H (pNB)), 7.9 (2H, d, 8.5 Hz; ortho-
H (pNB)), 4.55 (1H, m; H-a), 4.3 (2H, m; 2H-a), 4.1 (2H, m; 1H-B(T)), 2.95 (4H, m; 4H-
e(K)), 1.9-1.3 (12H, m; 4H-8 (K), 4H-B (K), 4H-y(K)), 1.2 (3H, d, Hz; 3H-y (T))

7.5.2.4 Langere Oligopeptide

Die NMR-Daten wurden aus HSQC, HMBC, TOCSY und ROESY ermittelt. Einzelne
Signalzuordnungen konnen fehlen. Die Multiplizititen und Integrale entsprachen den
Erwartungen, werden aber aus Griinden der Ubersichtlichkeit weggelassen. Die
Kopplungskonstanten wurden nicht explizit bestimmt, da sie fiir eine sequentielle Zuordnung
nicht bendtigt wurden. Die Aminoséuren sind beginnend beim N-Terminus durchnummeriert,
diastereotope Protonen werden mit ,,u* (upfield, hochfeldverschoben) und ,,d* (downfield,
tieffeldverschoben) bezeichnet. Aufgrund der Signalintensititen von HK1:HK2 (HK1>HK2)
und der groBeren Stabilitit von trans-Amidbindungen an Prolin gegeniiber der cis-
Konformation, wird HK1 als trans-Konformation an Prol und HK2 als cis-Form an Prol

angenommen.

Charakterisierung von P1: pNB-P-R-G-R-P-G

ESI-MS: m/z (%) 788.3 (5) [M+H]", 731.6 (10) [(M-CH,N3)+H]", 395.1 (30) [M+2H]*",
366.9 (100) [(M-CH,N3)+2H]**

Es lassen sich in Analogie zu P2 und P3 zwei Hauptkonformere (HK1, HK2 (7:5))

bestimmen, daneben existieren noch weitere Konformationen.

HK1: "H-NMR (600 MHz, H,O/D,0 9:1):

& = 8.32 (ortho-H (pNB)), 7.76 (meta-H (pNB)); 4.57 (H-a (P1)), 2.39 (H-pd (P1)), 1.93 (H-
Bu (P1)), 3.57 (H-8d (P1)), 3.52 (H-6u (P1)), 1.95 (H-yd (P1)), 1.90 (H-yu (P1)); 4.36 (H-a
(R2)), 1.83 (H-Bd (R2)), 1.78 (H-Pu (R2)), 3.19 (H-5 (R2)), 7.17 (H-& (R2)), 1.67 (H-yd (R2)),
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1.63 (H-yu (R2)), 8.59 (HN (R2)); 3.96 (H-a (G3)), 8.42 (HN (G3)); 4.62 (H-a (R4)), 1.83
(H-Bd (R4)), 1.72 (H-Bu (R4)), 3.15 (H-8 (R4)), 7.14 (H-¢ (R4)), 1.65 (H-y (R4)), 8.40 (HN
(R4)); 4.42 (H-a (P5)), 2.28 (H-Bd (P5)), 1.95 (H-pu (P5)), 3.80 (H-8d (P5)), 3.64 (H-du
(P5)), 2.01 (H-yd (P5)), 1.97 (H-yu (P5)); 3.82 (H-o. (G6)), 8.09 (HN (G6)).

HK1: ®C-NMR (150 MHz, H,O/D,0 9:1):

8 = 170.3 (CO (pNB)), 128.5 (meta-C (pNB)), 124.4 (ortho-C (pNB)), 149.2 (para-C
(pNB)), 141.5 (ipso-C (pNB)); 61.2 (C-a (P1)), 30.4 (C-p (P1)), 51.2 (C-8 (P1)), 25.5 (C-y
(P1)), 174.5 (CO (P1)); 53.7 (C-a. (R2)), 28.6 (C-p (R2)), 41.2 (C-5 (R2)), 24.8 (C-y (R2)),
173.9 (CO (R2)), 157.5 (C-¢ (R2)); 42.9 (C-a (G3)), 174.7 (CO (G3)); 51.8 (C-0. (R4)), 28.0
(C-B (R4)), 41.2 (C-5 (R4)), 24.7 (C-y (R4)), 172.1 (CO (R4)); 61.2 (C-a. (P5)), 29.9 (C-B
(P5)), 48.5 (C-5 (P5)), 25.1 (C-y (P5)), 174.4 (CO (P5)); 43.2 (C-a (G6)), 175.7 (CO (G6)).

HK2: "H-NMR (600 MHz, H,0/D,0 9:1):

8 = 8.30 (ortho-H (pNB)), 7.60 (meta-H (pNB)); 4.44 (H-o. (P1)), 2.37 (H-Bd (P1)), 1.90 (H-
Bu (P1)), 3.73 (H-du (P1)), 1.99 (H-y (P1)); 3.84 (H-o (R2)), 1.48 (H-Bd (R2)), 1.29 (H-pu
(R2)), 3.00 (H-8 (R2)), 7.08 (H-¢ (R2)), 1.67 (H-yd (R2)), 1.18 (H-yu (R2)), 8.17 (HN (R2));
3.88 (H-ad (G3)), 3.84 (H-au (G3)), 8.33 (HN (G3)); 4.55 (H-a (R4)), 1.81 (H-Bd (R4)), 1.67
(H-Bu (R4)), 3.17 (H-8 (R4)), 7.16 (H-¢ (R4)), 1.62 (H-y (R4)), 8.36 (HN (R4)); 4.37 (H-a
(P5)), 2.25 (H-pd (P5)), 1.85 (H-Bu (P5)), 3.75 (H-8d (P5)), 3.62 (H-8u (P5)), 2.01 (H-yd
(P5)), 1.97 (H-yu (P5)); 3.83 (H-a. (G6)), 8.07 (HN (G6)).

HK2: *C-NMR (150 MHz, H,0/D,0 9:1):

8 = 170.9 (CO (pNB)), 128.3 (meta-C (pNB)), 124.4 (ortho-C (pNB)), 148.8 (para-C
(pNB)), 142.0 (ipso-C (pNB)); 62.4 (C-o. (P1)), 32.3 (C-B (P1)), 48.6 (C-5 (P1)), 23.4 (C-y
(P1)), 174.2 (CO (P1)); 54.0 (C-0. (R2)), 28.4 (C-B (R2)), 41.0 (C-5 (R2)), 25.2 (C-y (R2)),
173.5 (CO (R2)), 157.5 (C-¢ (R2)); 42.8 (C-a (G3)), 174.2 (CO (G3)); 51.7 (C-a (R4)), 28.0
(C-B (R4)), 41.1 (C-5 (R4)), 24.6 (C-y (R4)), 172.0 (CO (R4)); 61.2 (C-a. (P5)), 29.9 (C-p
(P5)), 48.5 (C-3 (P5)), 25.1 (C-y (P5)), 174.4 (CO (P5)); 43.1 (C-0. (G6)), 175.7 (CO (G6)).
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Charakterisierung von P2: pNB-P-R-G-R-P-K-K

ESI-MS: m/z (%) 987.5 (5) [M+H]", 494.6 (35) [M+2H]*", 486.6 (26) [(M-NH,)+2H]*",
330.4 (100) [M+3H]*", 325.0 (58) [(M-NH,)+3H]*"

Es lassen sich zwei Hauptkonformationen (HK1 und HK2 (2:1)) bestimmen.

HK1: "H-NMR (600 MHz, H,0/D,0 9:1):

8 = 8.33 (ortho-H (pNB)), 7.76 (meta-H (pNB)); 4.58 (H-a (P1)), 2.40 (H-Bd (P1)), 1.96 (H-
Bu (P1)), 3.55 (H-3 (P1)), 1.90 (H-y (P1)); 4.38 (H-o. (R2)), 1.90 (H-Bd (R2)), 1.79 (H-u
(R2)), 3.20 (H-8 (R2)), 7.16 (H-¢ (R2)), 1.71 (H-yd (R2)), 1.67 (H-yu (R2)), 8.63 (HN (R2)),
6.64 (H-C (R2)); 3.94 (H-a (G3)), 8.40 (HN (G3)); 4.61 (H-a (R4)), 1.82 (H-Bd (R4)), 1.69
(H-Pu (R4)), 3.16 (H-5 (R4)), 7.16 (H-g (R4)), 1.64 (H-y (R4)), 8.16 (HN (R4)), 6.64 (H-(
(R4)); 4.39 (H-a (P5)), 2.28 (H-Bd (P5)), 1.87 (H-Bu (P5)), 3.79 (H-8d (P5)), 3.60 (H-du
(P5)), 1.99 (H-y (P5)); 4.25 (H-a (K6)), 1.81 (H-Bd (K6)), 1.73 (H-pu (K6)), 1.66 (H-5 (K6)),
2.98 (H-g (K6)), 1.44 (H-y (K6)), 8.09 (HN (K6)), 7.49 (H- (K6)); 4.18 (H-a (K7)), 1.80 (H-
Bd (K7)), 1.70 (H-Bu (K7)), 1.65 (H-3 (K7)), 2.95 (H-g (K7)), 1.38 (H-y (K7)), 8.04 (HN
(K7)), 7.49 (H-¢ (K7)).

HK1: ®C-NMR (150 MHz, H,O/D,0 9:1):

d = 170.4 (CO (pNB)), 128.7 (meta-C (pNB)), 124.5 (ortho-C (pNB)), 149.2 (para-C
(PNB)), 141.5 (ipso-C (pNB)); 61.4 (C-o. (P1)), 30.3 (C-B (P1)), 51.2 (C-8 (P1)), 25.5 (C-y
(P1)), 174.7 (CO (P1)); 54.0 (C-a. (R2)), 28.6 (C-B (R2)), 41.1 (C-8 (R2)), 25.0 (C-y (R2)),
174.7 (CO (R2)), 157.4 (C-C (R2)); 42.8 (C-a. (G3)), 171.4 (CO (G3)); 51.7 (C-a (R4)), 28.0
(C-B (R4)), 41.2 (C-8 (R4)), 24.5 (C-y (R4)), 172.0 (CO (R4)), 157.4 (C-¢ (R4)); 60.9 (C-a
(P5)), 30.0 (C-B (P5)), 48.4 (C-3 (P5)), 25.2 (C-y (P5)), 174.5 (CO (P5)); 54.2 (C-0. (K6)),
31.0 (C-B (K6)), 26.9 (C- (K6)), 40.0 (C-¢ (K6)), 22.5 (C-y (K6)), 173.7 (CO (K6)); 54.8 (C-
o (K7)), 31.3 (C-B (K7)), 27.0 (C-8 (K7)), 22.5 (C-y (K7)), 177.9 (CO (K7)).

HK2: "H-NMR (600 MHz, H,O/D,0 9:1):

8 = 8.31 (ortho-H (pNB)), 7.61 (meta-H (pNB)); 4.46 (H-a (P1)), 2.38 (H-pd (P1)), 1.94 (H-
Bu (P1)), 3.75 (H-3d (P1)), 3.70 (H-8u (P1)), 1.99 (H-y (P1)); 4.84 (H-a (R2)), 1.54 (H-Bd
(R2)), 1.34 (H-pu (R2)), 3.00 (H-8 (R2)), 7.08 (H-g (R2)), 1.19 (H-y (R2)), 8.20 (HN (R2)),
6.64 (H-C (R2)); 3.87 (H-a (G3)), 8.33 (HN (G3)); 4.59 (H-0. (R4)), 1.81 (H-Bd (R4)), 1.68
(H-Bu (R4)), 3.17 (H-3 (R4)), 7.16 (H-g (R4)), 1.63 (H-y (R4)), 8.10 (HN (R4)), 6.64 (H-
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(R4)); 4.39 (H-a (P5)), 2.26 (H-pd (P5)), 1.89 (H-pu (P5)), 3.78 (H-8d (P5)), 3.59 (H-du
(P5)), 2.00 (H-y (P5)); 4.26 (H-a (K6)), 1.81 (H-pd (K6)), 1.73 (H-Bu (K6)), 1.45 (H-5 (K6)),
2.98 (H-¢ (K6)), 1.44 (H-y (K6)), 8.38 (HN (K6)), 7.49 (H-, (K6)); 4.19 (H-a (K7)), 1.80 (H-
Bd (K7)), 1.70 (H-Bu (K7)), 1.65 (H-8 (K7)), 2.96 (H-¢ (K7)), 1.37 (H-y (K7)), 8.05 (HN
(K7)), 7.49 (H- (K7)).

HK2: ®C-NMR (150 MHz, H,O/D,0 9:1):

d = 170.9 (CO (pNB)), 128.4 (meta-C (pNB)), 124.6 (ortho-C (pNB)), 148.9 (para-C
(pPNB)), 142.0 (ipso-C (pNB)); 62.6 (C-a. (P1)), 32.3 (C-p (P1)), 48.6 (C-5 (P1)), 23.4 (C-y
(P1)), 174.3 (CO (P1)); 54.4 (C-0 (R2)), 28.5 (C-B (R2)), 41.1 (C-5 (R2)), 25.2 (C-y (R2)),
174.3 (CO (R2)), 157.4 (C-¢ (R2)); 42.7 (C-a (G3)), 171.3 (CO (G3)); 51.6 (C-0. (R4)), 28.0
(C-B (R4)), 41.2 (C-8 (R4)), 24.7 (C-y (R4)), 172.0 (CO (R4)), 157.4 (C-¢, (R4)); 60.9 (C-a
(P5)), 30.0 (C-B (P5)), 48.4 (C-5 (P5)), 25.2 (C-y (P5)), 174.5 (CO (P5)); 54.2 (C-a (K6)),
31.0 (C-B (K6)), 26.9 (C-8 (K6)), 40.0 (C-¢ (K6)), 22.5 (C-y (K6)), 173.7 (CO (K6)); 54.8 (C-
o (K7)), 31.2 (C-B (K7)), 27.0 (C-8 (K7)), 22.5 (C-y (K7)), 177.9 (CO (K7)).

Charakterisierung von P3: pNB-P-R-K-S-P-R-K

ESI-MS: m/z (%) 1017.5 (5) [M+H]", 509.6 (40) [M+2H]*", 501.6 (30) [(M-NH,)+2H]*",
340.4 (100) [M+3H]**, 335.0 (70) [(M-NH,)+3H]*"

Es lassen sich zwei Hauptkonformationen (HK1 und HK2 (4:3)) bestimmen.

HK1: "H-NMR (600 MHz, H,O/D,0 9:1):

8 = 8.32 (ortho-H (pNB)), 7.74 (meta-H (pNB)); 4.56 (H-o. (P1)), 2.38 (H-Bd (P1)), 1.93 (H-
Bu (P1)), 3.56 (H-8d (P1)), 3.51 (H-8u (P1)), 1.95 (H-yd (P1)), 1.89 (H-yu (P1)); 4.36 (H-o.
(R2)), 1.85 (H-pd (R2)), 1.77 (H-Bu (R2)), 3.18 (H-8 (R2)), 7.14 (H-¢ (R2)), 1.67 (H-yd (R2)),
1.64 (H-yu (R2)), 8.57(HN (R2)); 4.32 (H-o. (K3)), 1.78 (H-pd (K3)), 1.69 (H-Bu (K3)), 1.38
(H-8 (K3)), 2.94 (H-¢ (K3)), 1.62 (H-y (K3)), 8.37 (HN (K3)), 7.48 (H-C (K3)); 4.72 (H-o
(S4)), 3.83 (H-Bd (S4)), 3.79 (H-Bu (S4)), 8.34 (HN (S4)); 4.42 (H-a (P5)), 2.26 (H-pd (P5)),
1.90 (H-Bu (P5)), 3.78 (H-3d (P5)), 3.69 (H-du (P5)), 1.98 (H-y (P5)); 4.26 (H-o. (R6)), 1.82
(H-pd (R6)), 1.72 (H-Bu (R6)), 3.17 (H-3 (R6)), 7.13 (H-¢ (R6)), 1.62 (H-y (R6)), 8.28 (HN
(R6)); 4.20 (H-a (K7)), 1.81 (H-Bd (K7)), 1.70 (H-Bu (K7)), 1.38 (H-5 (K7)), 2.95 (H-¢ (K7)),
1.64 (H-y (K7)), 8.15 (HN (K7)), 7.48 (H-C (K7)).
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HK1: ®C-NMR (150 MHz, H,0/D,0 9:1):

8 = 170.4 (CO (pNB)), 128.6 (meta-C (pNB)), 124.5 (ortho-C (pNB)), 149.2 (para-C
(pPNB)), 141.5 (ipso-C (pNB)); 61.3 (C-a (P1)), 30.4 (C-p (P1)), 51.2 (C-8 (P1)), 25.5 (C-y
(P1)), 174.6 (CO (P1)); 53.8 (C-a (R2)), 28.7 (C-p (R2)), 41.1 (C-8 (R2)), 24.9 (C-y (R2)),
174.0 (CO (R2)), 157.4 (C-C (R2)); 53.9 (C-a (K3)), 31.0 (C-B (K3)), 26.9 (C-5 (K3)), 39.9
(C-g (K3)), 22.5 (C-y (K3)), 174.2 (CO (K3)); 54.2 (C-a (S4)), 61.2 (C-B (S4)), 170.5 (CO
(S4)); 61.0 (C-a. (P5)), 30.0 (C-B (P5)), 48.6 (C-3 (P5)), 25.0 (C-y (P5)), 174.6 (CO (P5));
53.9 (C-a (R6)), 28.7 (C-p (R6)), 41.1 (C-8 (R6)), 24.8 (C-y (R6)), 173.5 (CO (R6)), 157.5
(C-¢ (R6)); 54.5 (C-a (K7)), 31.0 (C-B (K7)), 26.9 (C-8 (K7)), 39.9 (C-¢ (K7)), 22.5 (C-y
(K7)), 177.6 (CO (K7)).

HK2: "H-NMR (600 MHz, H,0/D,0 9:1):

8 = 8.29 (ortho-H (pNB)), 7.59 (meta-H (pNB)); 4.43 (H-o. (P1)), 2.36 (H-Bd (P1)), 1.91 (H-
Bu (P1)), 3.71 (H-8d (P1)), 3.51 (H-8u (P1)), 1.99 (H-yd (P1)), 1.89 (H-yu (P1)); 3.81 (H-a
(R2)), 1.50 (H-pd (R2)), 1.29 (H-pu (R2)), 2.99 (H-5 (R2)), 7.06 (H-¢ (R2)), 1.17 (H-y (R2)),
8.15 (HN (R2)); 4.26 (H-a (K3)), 1.74 (H-p (K3)), 1.35 (H-8 (K3)), 2.95 (H-¢ (K3)), 1.64 (H-
y (K3)), 8.32 (HN (K3)), 7.48 (H-C (K3)); 4.68 (H-a (S4)), 3.80 (H-pd (S4)), 3.76 (H-Pu
(S4)), 8.31 (HN (S4)); 4.40 (H-a (P5)), 2.24 (H-Bd (P5)), 1.89 (H-Bu (P5)), 3.76 (H-3d (P5)),
3.68 (H-8u (P5)), 1.97 (H-y (P5)); 4.25 (H-a. (R6)), 1.81 (H-pd (R6)), 1.71 (H-Bu (R6)), 3.17
(H-8 (R6)), 7.13 (H-g (R6)), 1.62 (H-y (R6)), 8.26 (HN (R6)); 4.20 (H-o. (K7)), 1.81 (H-Bd
(K7)), 1.70 (H-pu (K7)), 1.38 (H-8 (K7)), 2.95 (H-¢ (K7)), 1.64 (H-y (K7)), 8.15 (HN (K7)),
7.48 (H-C (K7)).

HK2: *C-NMR (150 MHz, H,0/D,0 9:1):

§ = 170.9 (CO (pNB)), 128.4 (meta-C (pNB)), 124.6 (ortho-C (pNB)), 148.8 (para-C
(pPNB)), 142.0 (ipso-C (pNB)); 62.5 (C-a. (P1)), 32.3 (C-p (P1)), 48.5 (C-8 (P1)), 23.3 (C-y
(P1)), 174.3 (CO (P1)); 54.1 (C-0. (R2)), 28.4 (C-B (R2)), 41.1 (C-5 (R2)), 25.3 (C-y (R2)),
173.7 (CO (R2)), 157.4 (C-¢ (R2)); 53.9 (C-a (K3)), 31.1 (C-p (K3)), 26.9 (C-5 (K3)), 39.9
(C-g (K3)), 22.5 (C-y (K3)), 174.2 (CO (K3)); 54.2 (C-a (S4)), 61.2 (C-B (S4)), 170.5 (CO
(S4)); 61.0 (C-a. (P5)), 30.0 (C-B (P5)), 48.6 (C-8 (P5)), 25.1 (C-y (P5)), 174.4 (CO (P5));
53.9 (C-o. (R6)), 28.7 (C-B (R6)), 41.1 (C-5 (R6)), 24.8 (C-y (R6)), 173.5 (CO (R6)), 157.5
(C-€ (R6)); 54.5 (C-a (K7)), 31.0 (C-B (K7)), 26.9 (C-8 (K7)), 39.9 (C-¢ (K7)), 22.5 (C-y
(K7)), 177.6 (CO (K7)).
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7.5.2.5 Oligopeptide fiir die Synthese von Peptid-Oligonukleotid-

Konjugaten

Charakterisierung von pNB-Lys(alloc)-Lys(alloc)-OH:
ESI-MS: m/z (%) 1221.4 (20) [2M+K]", 1183.2 (60) [2M+H]", 614.4 (20) [M+Na]", 592.3
(100) [M+H]".

Charakterisierung von Fmoc-Lys(alloc)-Trp-Lys(alloc)-OH:
ESI-MS: m/z (%) 1740.5 (5) [2M+K]", 1723.4 (20) [2M+Na]’, 1701.5 (65) [2M+H]", 873.6
(24) [M+Na], 851.5 (100) [M+H]".

Charakterisierung von pNB-Lys(alloc)-Trp-Lys(alloc)-OH:
ESI-MS: m/z (%) 1555.4 (60) [2M+H]", 1577.4 (20) [2M+Na]", 778.4 (100) [M+H]", 800.6
(100) [M+Na]".
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7.6 Synthese und Charakterisierung von Oligonukleotiden

7.6.1 Verwendete Oligonukleotidsequenzen

Oligonukleotide mit einem PydU-Nukleotid

D1
C1

D2
C2

D3
C3

D4
C4

D5
Cc7

D6
C7

3’-TCA-GTC-ACX-TAC-TGA-CT-5’
5’-AGT-CAG-TGA-ATG-ACT-GA-3’

3’-TCA-GTC-ATX-CAC-TGA-CT-5’
5’-AGT-CAG-TAA-GTG-ACT-GA-3’

3’-TAG-TCA-CAX-ATA-CTG-AC-5’
5’-ATC-AGT-GTA-TAT-GAC-TG-3’

3’-TAG-TCA-TAX-ACA-CTG-AC-5’
5’-ATC-AGT-ATA-TGT-GAC-TG-3’

3’-CGC-AGC-XTT-AAT-CGC-GAG-5’
5’-GCG-TCG-AAA-TTA-GCG-CTC-3’

3’-CGC-AGC-TXT-AAT-CGC-GAG-5’
5’-GCG-TCG-AAA-TTA-GCG-CTC-3”

X =PydU

Oligonukleotide mit mehreren PydU-Nukleotiden und Kontrollstringe

H

C16

N1

C17

3’-GTG-XCG-AAG-CGX-CAC-5°
5’-CAC-AGC-TTC-GCA-GTG-3’

3’-CAG-TCA-TAX-ATA-CTG-AC-Y’
5’-GTC-AGT-ATA-TAT-GAC-TG-3’

X =PydU
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N2  3-ACG-TGC-AXX-XXX-ACG-TGC-A-5°
C18 5’-TGC-ACG-TAA-AAA-TGC-ACG-T-3’

N3 3’-ACG-TGC-AZX-ZXZ-ACG-TGC-A-5’
C18 5-TGC-ACG-TAA-AAA-TGC-ACG-T-3’

N4  3’-ACG-TGC-AXZ-XZX-ACG-TGC-A-5’
C18 5-TGC-ACG-TAA-AAA-TGC-ACG-T-3’

C19 3’-TGC-ACG-TAA-GAA-TGC-ACG-T-5°
C20 3’-TGC-ACG-TAG-AGA-TGC-ACG-T-5’
C21 3’-TGC-ACG-TGG-GGG-TGC-ACG-T-5’

abasic site-modifizierte Oligonukleotide und Kontrollstringe

D3 5’-CAG-TCA-TAX-ACA-CTG-AT-3’
C3 3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-TA-5’

Al 3’-GTC-AGT-ATS-TGT-GAC-TA-5’
A2 3-GTC-AGT-ASA-TGT-GAC-TA-5°
A3 3’-GTC-AGT-ATA-SGT-GAC-TA-S’
A4 3-GTC-AGT-STA-TGT-GAC-TA-Y’
AS  3’-GTC-AGT-ATA-TST-GAC-TA-S’

E 5’-CAG-CAT-GTT-EAT-GCT-G-3’
C5 3’-GTC-GTA-CAA-CTA-CGA-C-5°

A6  3’-GTC-GTA-CAA-STA-CGA-C-5°
A7  3’-GTC-GTA-CAS-CTA-CGA-C-5°
A8  3’-GTC-GTA-CAA-CSA-CGA-C-Y°
A9  3’-GTC-GTA-CSA-CTA-CGA-C-5°
A10 3’-GTC-GTA-CAA-CTS-CGA-C-5°

7Z=PtzdU

X =PydU

= abasic site

E = Ethidiumnukleotid
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PyindC-modifizierte Oligonukleotide

Duplex S1

Duplex S2

Duplex S3

Duplex S4

Duplex S5

Duplex S6

3’-CAG-TCA-GTA-YAT-GAC-TGA-C-5’
5’-GTC-AGT-CAT-ITA-CTG-ACT-G-3’

3’-CAG-TCA-GTG-YGT-GAC-TGA-C-5°
5’-GTC-AGT-CAC-ICA-CTG-ACT-G-3’

3’-GTC-AGT-CAC-YCA-CTG-ACT-G-5’
5’-CAG-TCA-GTG-IGT-GAC-TGA-C-3’

3’-GTC-AGT-CAT-YCA-CTG-ACT-G-5’
5’-CAG-TCA-GTA-IGT-GAC-TGA-C-3’

3’>-GTC-AGT-CAC-YTA-CTG-ACT-G-5’
5’-CAG-TCA-GTG-IAT-GAC-TGA-C-3’

3’-GTC-AGT-CAT-YTA-CTG-ACT-G-5’
5’-CAG-TCA-GTA-IAT-GAC-TGA-C-3’

Y =PyindC

I =2’-Desoxyinosin

pNB-modifizierte Oligonukleotide und unmodifizierte Kontrollstringe

D3 5’-CAG-TCA-TAX-ACA-CTG-AT-3’
M1 3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-TA-AN-pNB

E 5’-CAG-CAT-GTT-EAT-GCT-G-3’
M2 3’-GTC-GTA-CAA-CTA-CGA-C-AN-pNB

D7  5-CAG-TCA-TAT-ACA-CTG-XT-3’
C12 3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-AA-Y’

D7  5-CAG-TCA-TAT-ACA-CTG-XT-3’
M3  3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-AA-AN-pNB

X =PydU

= Aminononanlinker
pNB = para-Nitrobenzoyl
E = Ethidium
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D8
C13

D8
M4

D9
C3

D9
M1

D10
C14

MS
C14

D11
C15

Meé
C15

5’-CAG-TCA-TAT-ACA-CTX-AT-3’
3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAA-TA-5’

5’-CAG-TCA-TAT-ACA-CTX-AT-3’
3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAA-TA-

5’-CAG-TCA-TAT-ACA-CXG-AT-3’
3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-TA-5’

5’-CAG-TCA-TAT-ACA-CXG-AT-3’
3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-TA-

3’-TAG-TCA-CAT-ATA-CTG-XC-5’
5’-ATC-AGT-GTA-TAT-GAC-AG-3’

3’-TAG-TCA-CAT-ATA-CTG-XC-
5’-ATC-AGT-GTA-TAT-GAC-AG-3’

3’-TAG-TCA-CAT-ATA-CTX-AC-5’
5’-ATC-AGT-GTA-TAT-GAA-TG-3’

3’-TAG-TCA-CAT-ATA-CTX-AC-
5’-ATC-AGT-GTA-TAT-GAA-TG-3’

Peptid-Oligonukleotid-Konjugate

D9
M7

D9
M8

5’-CAG-TCA-TAT-ACA-CXG-AT-3’
3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-TA-

5’-CAG-TCA-TAT-ACA-CXG-AT-3’
3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-TA-

-pNB

-pNB

-pNB

-pNB

-KK-pNB

-KWK

X =PydU
= Aminononanlinker

pNB = para-Nitrobenzoyl
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D9  5-CAG-TCA-TAT-ACA-CXG-AT-3’
M9 3’-GTC-AGT-ATA-TGT-GAC-TA-

Weitere verwendete Oligonukleotidsequenzen

G 3’-AGT-CAC-TAY-ATC-TGA-CG-5’
C6 5-TCA-GTG-ATC-TAG-ACT-GC-3’

B 3’- TCA-GTC-AAX-BAC-TGA-CT-5’
C8 5-AGT-CAG-TTA-ATG-ACT-GA-3’

71 3’-TCA-GTC-ATZ-TAC-TGA-CT-5’
C9 5-AGT-CAG-TAA-ATG-ACT-GA-3’

-KWK-pNB

72 3’-TCA-GTC-ATB-TZA-CTG-ACT-5’
C10 5-AGT-CAG-TAA-AAT-GAC-TGA-3’

73 3’-TCA-GTC-ATB-CZA-CTG-ACT-%’

C11 5-AGT-CAG-TAA-GAT-GAC-TGA-3’

7.6.2 Allgemeines

AAV4: DNA-Festphasensynthese

=PydG

X =PydU
B = BrdU

Z = PtzdU

Die Oligonukleotide werden im Synthesizer auf CPG-Sdulen nach Standardprotokollen

synthetisiert, am Ende der Synthese am 5°-OH entschiitzt und im Vakuum getrocknet. Die

feste Phase wird dann in Reaktionsgefdfe liberfiihrt und mit 700 ul NH4OH versetzt. Soweit

nicht anders angegeben wird mindestens 10 h bei 55°C erhitzt. Im Anschluss daran wird die

erhaltene Losung vom Trigermaterial abzentrifugiert. Die Proben werden lyophilisiert,

resuspendiert und mittels HPLC getrennt.
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Oligonukleotidstrainge mit photoanregbaren Nukleotiden werden unter Lichtausschluss
gehalten und bei -32°C gelagert. Soweit nicht anders angegeben wird fiir die Messungen 10
mM NaP;-Puffer (pH 7) verwendet.

Modifizierte Duplexe und Gegenstringe

Sofern keine anderen Angaben dazu gemacht werden, gilt fiir die verwendeten Gegenstriange,
dass sie voll komplementér zu dem entsprechenden modifizierten Strang sind. Als Gegenbase
fiir das PydU-, das BrdU- und das PtzdU-Nukleotid wird dA eingesetzt, beim PydG- und dem
Ethidium-Nukleotid dC.

HPLC-Gradienten
Zur Analytik und préparativen Trennung der Oligonukleotide werden folgende Gradienten

verwendet (A = 50 mM NH4OAc-Puffer (pH 6.5), B=MeCN):

Tabelle 7-5: Ubersicht iiber die verwendeten HPLC-Gradienten zur Oligonukleotidreinigung.

Sequenzen Gradient

Unmodifizierte Oligonukleotide 0-15 % B iiber 50 min
abasic site-modifizierte Oligonukleotide 0-15 % B iiber 50 min
PydU-modifizierte Oligonukleotide 0-30 % B iiber 50 min
Fiinffach PydU-modifizierte Oligonukleotide  0-40 % B iiber 50 min
pNB-modifizierte Oligonukleotide 0-30 % B iiber 50 min
Oligonukleotid-Peptid-Konjugate 5-40 % B iiber 50 min
PyindC-modifizierte Oligonukleotide 0-30 % B iiber 50 min

MALDI-TOF-MS der Oligonukleotide

Zur lonisierung dient eine Matrix aus 50 mg/ml Picolinséure in Acetonitril/H>O (1:1) und 50
mg/ml Diammoniumcitratat in H,O im Verhiltnis 9:1. Fiir eine Probe werden ca. 1 pl
Oligonukleotid-Stammldsung mit 50 pul Matrix vermischt, was in etwa einer Konzentration

von 40 uM entspricht. Die Kalibrierung erfolgte bei jeder Messung neu.
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Bestimmung der DNA-Konzentration

Es werden Stammlosungen der Oligonukleotide in entionisiertem Wasser hergestellt, deren
Konzentration {iber die optische Dichte bei 260 nm bestimmt wird. Der Extinktionskoefizient
des modifizierten Oligonukleotids wird durch die Addition aller Koeffizienten der einzelnen

Nukleobasen ermittelt und mit einem dem Faktor 0.9 fiir die Hypochromizitét verrechnet.

Tabelle 7-6: Molare Extinktionskoeffizienten modifizierter Nukleotide in DNA.

Chromophor  Extinktionskoeffizient

&269 [mMM Icm'I]

PydU 14.6
abasic site 0.0
PtzdU 53.2
PyindC 40.0
dl 11.7
pNB 16.0

Hybridisierung von DNA-Duplexen
Eine equimolare Ldsung aus den sich entsprechenden FEinzelstrdingen wird in Puffer

gegebenenfalls unter Salzzugabe 10 min auf 90°C erhitzt und langsam auf Raumtemperatur

abgekiihlt.

Hybridisierung von DNA-Haarnadeln: Snapcooling
Eine Losung des DNA-Stranges wird in 10 mM NaP; und 250 mM NaCl 10 min auf 90°C

erhitzt und anschlieBend sofort fiir ca. 10 min im Eisbad abgekiihlt.

Schmelzpunktmessungen

Fiir die Schmelzpunktmessungen werden Duplexlésungen in 10 mM NaP; und 250 mM NacCl
frisch hybridisiert und in einem Cary 100 UV-Vis-Spektrometer bei 260 nm bzw. 360 nm
vermessen. Die Konzentration der Duplexlosungen ist so hoch, dass sie eine Absorption von

> 0.1 bei der verwendeten Wellenldnge aufweisen (meist 2.5 uM bzw. 5 uM).
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7.6.3 Synthese und Charakterisierung von Oligonukleotiden mit einem

PydU-Nukleotid

Der Einbau von PydU erfolgt gemél dem Standardprotokoll des DNA-Synthesizers. Bei der
Abspaltung wird auf Lichtausschluss geachtet.

Tabelle 7-7: MALDI-Massen und Extinktionskoeffizienten.

DNA-Strang  errechnete Masse [g/mol] gemessene Masse [g/mol] €269 [mMM Icm'I]

ssD1 5306.3 5309.2 148.9
ssD2 5306.3 5315.1 148.9
ssD3 5339.3 5346.5 162.2
ssD4 53394 5351.3 162.2
ssDS 5685.7 5690.1 179.3
ssD6 5685.7 5687.9 179.3

Tabelle 7-8: Schmelzpunkte von 2.5 pM Duplex in 10 mM NaP;und 250 mM NaCl (260 nm).

DNA-Duplex errechnet [°C] gemessen [°C]
D1/C1 55 57
D2/C2 55 58
D3/C3 53 54
D4/C4 53 54
D5/C7 60 65
D6/C7 60 65

7.6.4 Synthese und Charakterisierung von Oligonukleotiden mit mehreren

PydU-Nukleotiden

Der Einbau von mehr als zwei PydU-Einheiten wird mit einem Protokoll durchgefiihrt, dass
eine ldngere Kupplungszeit fiir das modifizierte Nukleotid vorsieht. Bei der Abspaltung wird
auf Lichtausschluss geachtet, sonst gelten die Standardbedingungen. Der HPLC-Gradient
wird fiir die fiinffach modifizierten Stringe optimiert (s. Tabelle 7-5).
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Tabelle 7-9: MALDI-Massen und Extinktionskoeffizienten.

DNA-Strang  errechnete Masse [g/mol] gemessene Masse [g/mol] €269 [mM Icm'I]

ssH 4964.9 4963.7 157.6
ssN1 5339.5 5349.6 176.8
ssN2 6724.1 6727.4 212.7
ssN3 6756.3 6756.8 328.5
ssN4 6745.3 6745.2 289.9

Tabelle 7-10: Schmelzpunkte von 2.5 pM Duplex in 10 mM NaP;und 250 mM NaCl (260 nm).

DNA-Duplex errechnet [°C] aufwirts gemessen [°C] abwiirts gemessen [°C]

H/C16* 55 64 57
N1/C17 53 52 49
N2/C18 58 56 50
N2/C19 61 50
N2/C20 51 49
N2/C21 (71) (68)
N3/C18 58 57 55
N3/C19 55 53
N3/C20 57 52
N3/C21 62 62
N4/C18 58 55 52
N4/C19 56 52
N4/C20 54 47
N4/C21 67 63

* 5 uM Duplex

Tabelle 7-11: Schmelzpunkte von 2.5 uM Duplex in 10 mM NaP;und 250 mM NaCl (360 nm).

DNA-Duplex Werte bei 260 nm aufwiirts gemessen [°C]  abwiirts gemessen [°C]
[auf/ab °C]

N2/C18 56/50 51 43
N3/C18 57/55 55 53
N4/C18 55/52 53 51
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7.6.5 Synthese und Charakterisierung abasic-site-modifizierter

Oligonukleotide

Der Einbau einer abasic site erfordert weder eine Anpassung des Syntheseprotokolls noch der

Abspaltbedingungen oder der Bedingungen der HPLC-Reinigung.

Tabelle 7-12: MALDI-Massen und Extinktionskoeffizienten.

DNA-Strang  errechnete Masse [g/mol] gemessene Masse [g/mol] €269 [mMM Icm'I]

ssAl 5090.3 5098.4 158.2
SSA2 5099.3 5107.7 164.2
SSA3 5099.3 5120.3 164.2
ssA4 5090.3 5094.1 158.2
SSAS 5074.3 5093.2 161.6
SsA6 4740.1 4749.4 150.9
SSA7 4716.1 4731.7 143.6
SSA8 4725.1 4726.3 149.6
SSA9 4716.1 4727.8 143.6
ssA10 4716.1 4714.9 143.6

Tabelle 7-13: Schmelzpunkte von 2.5 uM Duplex in 10 mM NaP;und 250 mM NacCl (260 nm).

DNA-Duplex errechnet [°C] gemessen [°C]
D3/A1 51 50
D3/A2 51 50
D3/A3 51 46
D3/A4 51 44
D3/AS 49 37

E/C5 55 72
E/A6 52 72
E/A7 55 73
E/A8 55 73
E/A9 55 72
E/A10 55 57*

*in 10 mM NaP;
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7.6.6 Synthese und Charakterisierung PyindC-modifizierter
Oligonukleotide

AAV5:Sonogashira-Kupplung an der festen Phase

PyindC-modifizierte Oligonukleotide werden analog einem Syntheseprotokoll von Khan und
Grinstaff dargestellt./*” Dafiir wird ein N-Benzyl-5-lod-Desoxycytidin-Phosphoramidit
mittels DNA-Festphasenprotokoll in die DNA integriert. Die 5'-DMT-Gruppe verbleibt auf
dem Nukleotid. Das CPG wird aus dem Synthesizer entnommen und im Vakuum getrocknet.
Mithilfe zweier Spritzen wird die Reaktionslosung aus 60 pmol Ethinylpyren, 30 pmol
Pd(PPh3)4 und 30 pmol Cul in 0.5 ml trockenem DMF/TEA (3.5:1.5) mehrmals durch die
CPG-Sdule gedriickt. Die Reaktionszeit betrdgt drei Stunden bei Raumtemperatur und
Lichtausschluss. Wahrend dieser Zeit wird die Reaktionslosung immer wieder durch das CPG
bewegt. Danach wird die Losung verworfen, und die Saule mit 10 ml DMF/TEA (9:1) und 40
ml trockenem Acetonitril gewaschen. Nach Trocknen im Vakuum wird die
Oligonukleotidsynthese im Synthesizer fortgesetzt. Entschiitzung und Abspaltung erfolgen

nach Standardmethoden, die Aufreinigung wird wie beschrieben durchgefiihrt.

Tabelle 7-14: MALDI-Massen und Extinktionskoeffizienten.

DNA-Strang errechnete Masse [g/mol] gemessene Masse [g/mol] &350 [MM Tem™ ]

ssS1 6020.9 6026.3 231.8
ssS2 6052.9 6059.5 225.1
ssS3 5972.9 5973.3 217.2
ssS4 5987.9 5988.8 218.6
ssSS 5987.9 5993.9 218.6
ssS6 6002.9 6011.0 219.9

Tabelle 7-15: Schmelzpunkte von 1.17 uM Duplex in 9.4 mM NaP;und 250 mM NaCl (260 nm).

DNA-Duplex errechnet [°C] gemessen [°C]
S1 60 69
S2 64 66
S3 64 69
S4 62 69
S5 62 69

S6 60 69
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7.6.7 Synthese und Charakterisierung pNB-modifizierter Oligonukleotide

AAV6: Kupplung eines Aminolinkers an ein Oligonukleotid an der festen Phasée'’ l

Die Oligonukleotid-Sequenzen werden nach Standardmethoden trityl-off synthetisiert und das
CPG nach mindestens 30 min Trocknen im Vakuum den folgenden Protokollen unterzogen.
Dabei werden die Losungen iiber Spritzen zugegeben und mehrmals hin- und her bewegt. Die

Angaben beziehen sich jeweils auf ein CPG.

Tabelle 7-16: Syntheseprotokoll zur Kupplung des Aminononanlinkers an ein Oligonukleotid.

Anzahl Volumen  Losung Schritt Dauer
pro Schritt
3 1 ml absolutes Dioxan Quellen
2 1 ml 25 mg/ml CDI in Dioxan Aktivierung 5'-OH 15 min
5 1 ml absolutes Dioxan Waschen
1 1 ml 16 mg/ml 1,9-Diaminononan  Kupplung des Linkers 10 min

in Dioxan/H,0 (9:1)

1 1 ml 16 mg/ml 1,9-Diaminononan  Kupplung des Linkers 15 min
in Dioxan/H,0 (9:1)

5 1 ml Dioxan Waschen

5 1 ml Methanol Waschen

Die Linker-modifizierten Oligonukleotide sind nach dem Trocknen im Vakuum bei einer

Lagerung unter Feuchtigkeitsausschluss iiber mehrere Wochen stabil.

AAV7: Kupplung der para-Nitrobenzoesdure an den Aminolinker des Oligonukleotids

Die mit einem Aminolinker modifizierten Oligonukleotide werden iiber ein modifiziertes
Peptidfestphasenprotokoll mit para-Nitrobenzoesdure gekuppelt. Die CPG-Siulen werden im
Vakuum getrocknet und mittels der konventionellen Methode abgespalten und entschiitzt. Die

Reinigung erfolgt tiber HPLC wie in Tabelle 7-5 angegeben.
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Tabelle 7-17: Syntheseprotokoll zur Kupplung einer Carbonsiure an Aminomodifizierte Oligonukleotide

Anzahl Volumen  Losung Schritt Dauer
pro Schritt
5 1 ml absolutes DMF Quellen
3 1 ml 0.2 M HOBt/TBTU/pNB in DMF  Kupplung 30 min
und 87 ul DIPEA
5 I ml absolutes DMF Waschen
5 1 ml Methanol Waschen

Charakterisierung der erhaltenen Stringe

Tabelle 7-18: MALDI-Massen und Extinktionskoeffizienten.

DNA-Strang errechnete Masse [g/mol] gemessene Masse [g/mol] &350 [MM Tem™ ]
ssD7 5330.3 5330.6 170.8
ssD8 5314.3 53124 174.2
ssD9 53394 5338.5 176.8
ssD10 5330.3 5330.2 170.8
ssD11 53143 53143 174.2
ssC12 5233.5 5231.6 178.0
ssC13 5248.5 5247.4 179.4

ssC14 5233.5 52334 178.0
ssC15 5248.5 5247.9 179.4
ssM1 5558.7 5556.8 188.1
ssM2 5184.4 5168.9 173.5
ssM3 5567.7 5554.5 194.0
ssM4 5582.7 5565.0 195.4
ssM5 5664.5 5647.3 186.8
ssM6 5648.5 5632.7 190.2
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Tabelle 7-19: Schmelzpunkte von 5 uM Duplex in 10 mM NaP; und 250 mM NaCl (260 nm).

DNA-Duplex

errechnet [°C] aufwiirts gemessen [°C]

abwiirts gemessen [°C|

D7/C12
D7/M3
D8/C13
D8/M4
D9/C3
DI/M1
D10/C14
MS5/C14
D11/C15
Me6/C15
D3/M1

53
53
51
51
53
53
53
53
51
51
53

62
62
58
59
56
57
61
60
54
53
57

60
61
56
56
54
55
59
59
52
52
54

7.6.8 Synthese und Charakterisierung von Peptid-Oligonukleotid-

Konjugaten

Die Oligonukleotid-Sequenzen werden mit 1,9-Diaminononan als Linker versehen (AAV6)

und dem folgenden Protokoll unterzogen. Die Alloc-geschiitzten Peptide werden (Fmoc-on)

mittels SPPS dargestellt (s. 7.5.2.5) und vollgeschiitzt eingesetzt.

Tabelle 7-20: Darstellung eines vollgeschiitzten Peptid-Oligonukleotid-Konjugats

Anzahl Volumen  Losung Schritt Dauer
pro Schritt
5 1 ml absolutes DMF Quellen
1 1 ml 0.2 M HOBt/TBTU/Peptid in DMF Kupplung 30 min
und 87 ul DIPEA
1 I ml S. 0. Kupplung 40 min
1 1 ml S. 0. Kupplung 70 min
5 1 ml absolutes DMF Waschen
5 1 ml Methanol Waschen
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Nach 60 min Trocknen im Vakuum erfolgt die Abspaltung der Alloc-Gruppen unter

verschiedenen Bedingungen.

Tabelle 7-21: Abspaltung der Alloc-Schutzgruppen an den Lysinen

Anzahl Volumen Losung Schritt Dauer
pro Schritt
5 1 ml absolutes THF Quellen
1 1 ml 33mg/ml Pd(PPh3)s in THF  Entschiitzung 45 min
mit Allylakzeptor™™®

1 1 ml S. 0. Entschiitzung 60 min
1 I ml s. 0. Entschiitzung 150 min
5 I ml THF Waschen
5 I ml DMF Waschen
5 I ml Dioxan Waschen
5 1 ml Methanol Waschen

Als  Allylakzeptor wurden Dimedon (a), Aminopropanol (b) und 14 M
Ameisensdure/Butylamin (1:1) in THF (¢) getestet. Die Abspaltung vom CPG-Triager des
Peptid-Oligonukleotid-Konjugats wird mit NH4OH bei 40°C 18 h unter Lichtausschluss
durchgefiihrt. Die HPLC-Reinigung erfolgte mit dem angegebenen Gradienten.
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