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Einleitung und Themenstellung

I. EINLEITUNG UND THEMENSTELLUNG

Wissenschaftler sind seit je her von der Natur fasziniert und versuchen ihre optimierten
Systeme zu imitieren. Dabei sticht beispielsweise Desoxyribonukleinsdure (DNS, engl.
DNA) als Trager der Erbinformation durch ihre einfache, wie geniale Bauweise hervor:
durch unterschiedliche Abfolgen von lediglich vier Basen wird der Code jedes
Lebewesens auf dem Planeten gespeichert und weitergegeben. Die Einzigartigkeit dieser
Bausteine, der Nukleotide, ist ihre gegenseitige Komplementaritat, welche es erlaubt,
spezifisch Paare auszubilden und somit die urspriinglich lineare Kette dreidimensional zu
formen. Die dabei entstehende Form ist durch die sequenzierte Abfolge der Bausteine
vorgegeben, wodurch sich unterschiedliche Doppelhelices (A-, B- und Z-DNA) ausbilden
konnen. Davon inspiriert versuchten auch Chemiker in der Mitte des letzten
Jahrhunderts, molekulare Systeme zu entwickeln, welche sich selbststandig durch
schwache Wechselwirkungen zu geordneten, groReren Einheiten zusammensetzen.
Diese Forschungen ertffneten seitdem ein ganz eigenes Feld: die supramolekulare
Chemie. Die bedeutendsten Pioniere wurden hierfir bereits 1987 (CRAM, LEHN und
PEDERSEN)™ 2 sowie 2016 (SAUVAGE, STODDART und FERINGA)B! mit Nobelpreisen geehrt.
Dennoch lasst die strukturelle Kontrolle und vor allem die Funktion der synthetischen
Systeme im Vergleich zur Natur zu winschen Ubrig. Mit DNA gibt es neue Methoden,
wie beispielsweise die automatisierte DNA-Synthese!®, die Méglichkeit, DNA-Sequenzen
nach Belieben zu gestalten. Dadurch konnten neue DNA-Sequenzen realisiert werden,
welche durch Selbstassemblierung komplexe neue Strukturen, wie Wirfel oder Sterne
annahmen, wodurch der Begriff ,DNA-Origami“®® entstand. Fir die
Materialwissenschaft ermdglichte dies die Synthese funktionaler Hybrid-Systeme, sodass
wiederum das neue Feld der DNA-Architektonik!® 7! entstand. Die Verbindung von DNA-
Sequenzierung und chemischer Modifizierung von Nukleosiden und deren
Selbstassemblierung  erméglichte  die  Realisierung von  DNA-Maschinen, 10
lichtemittierender DNA-Aggregatel’> 12 und Lichtsammelsystemen™3! fiir die
Anwendung in der organischen Elektronik.l'®! Besonders letztere profitieren von der
prazisen Anordnung der chromophormodifizierten Nukleoside entlang eines DNA-
Stranges, wodurch die photophysikalischen bzw. spektroskopischen Eigenschaften der

resultierenden Aggregate gesteuert werden kénnen.>!




Einleitung und Themenstellung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Aufbau und der Kontrolle von
supramolekularen DNA-Architekturen durch die Assemblierung von modifizierten
Nukleosiden entlang eines DNA-Templats. Dabei dient DNA als strukturgebendes
Element, um funktionelle Molekile zu ordnen und dadurch ihre optischen Eigenschaften
zu programmieren und zu optimieren. Die Charakterisierung der DNA-Aggregate erfolgte

mittels optischer sowie chiroptischer Spektroskopie.

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Prinzips der Selbstassemblierung modifizierter Nukleoside
entlang eines DNA-Templats.

Basierend auf der sequenzkontrollierten Anlagerung von nilrotmodifiziertem
2’-Desoxyuridin (Nr-dU) und pyrenmodifiziertem 2-Amino-2‘-desoxyadenosin (Py-DAP)
der Arbeitsgruppe WAGENKNECHT!?! stand im ersten Teil dieser Arbeit die Entwicklung
eines DNA-Chromophor-Aggregats im Fokus, dessen optische Eigenschaften sich durch
die Templatsequenz steuern lassen. Daflir wurde Nr-dU durch das perylenmodifizierte
2’-Desoxyuridin  Pe-dU ersetzt und zusammen mit Py-DAP hinsichtlich einer
sequenzspezifischen Assemblierung untersucht.

Neben Chromophoren eigenen sich auch andere Molekiile mit interessanten
physikalischen Eigenschaften, wie beispielsweise Fullerene, als Konjugationspartner fir
funktionale, hybride DNA-Systeme. Deshalb wurde im zweiten Teil der Arbeit
angestrebt, die Aggregation von Fullerenen mittels der kanonischen Basenpaarung nach
WATSON-CRICK zu kontrollieren. Daflir wurde ein Ceo-Fulleren mit 2’-Desoxyuridinen
funktionalisiert und dessen Wechselwirkung mit DNA, verglichen mit dem

literaturbekannten geladenen Cgo-Pyr, untersucht.




Einleitung und Themenstellung

Sowohl DNA-Chromophor-Aggregate als auch hybride DNA-Fulleren-Konjugate erlauben
durch die Wahl des DNA-Templates eine prazise Kontrolle (ber die Struktur der
Aggregate. Dies macht sie zu vielversprechenden Kandidaten fiir den Einsatz in der
organischen Elektronik. Entsprechend wurden DNA-Farbstoff-Aggregat-Schichten
spektroskopisch untersucht und in Kombination mit den Fulleren-Derivaten hinsichtlich
ihrer Anwendung als aktive Schicht in DNA-basierten Solarzellen untersucht.

Im letzten Teil der Arbeiten sollten neue chromophormodifizierte Nukleoside
synthetisiert werden. Neben den bereits untersuchten Farbstoffen wie Pyren, Perylen
oder Nilrot, eigenet sich die Strukturklasse der Perylenbisimide (PBIs) als Farbstoffklasse,
da sie durch chemische Veranderungen die gesamte spektrale Bandbreite abdecken
kénnen.'”l Um erste Einblicke in das Assemblierungsverhalten von PBIs entlang eines
DNA-Templats zu erhalten, wurden vier verschiedene PBI-Derivate synthetisiert und

deren Anlagerungsverhalten untersucht.




Theoretischer Hintergrund

Il. THEORETISCHER HINTERGRUND

1 DNA in der supramolekularen Chemie

Desoxyribonukleinsdure, kurz DNA (aus dem engl. deoxyribonucleic acid), fasziniert
Naturwissenschaftler seit ihrer Entdeckung. Als genetisches Speichermedium bildet sie
den Grundstein unseres Lebens und wird deshalb immer im Fokus der Wissenschaft
stehen. Seit der strukturellen Aufklarung von JAMES WATSON und FRANCIS CRICK im Jahre
19530181 war es moglich, die Eigenschaften und Vorginge der Replikation ausfiihrlich zu
studieren. Gleichzeitig begann damit auch die Erforschung neuer DNA-Technologien.
Neben ihrer biologischen Funktion eignet sich DNA auch als Grundgerist in der
supramolekularen Chemie.[*® Aufgrund ihrer hohen thermodynamischen Stabilitit, der
vielfdltig programmierbaren Sequenz und durch die selbstassemblierende Organisation
in eine geordnete, definierte Struktur eignet sie sich ideal, um organische Molekiile in

funktionelle supramolekulare Systeme zu ordnen (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Aufbau der DNA und schematische Darstellung der Wechselwirkungen zwischen
Chromophoren (griin) und DNA (links). WATSON-CRICK-Basenpaarung zwischen den natirlichen
Nukleinbasen Adenin (A), Thymin (T), Guanin (G) und Cytosin (C) (rechts).2"

All diese Eigenschaften resultieren aus nur vier unterschiedlichen Nukleotiden,
2’-Desoxyadenosin (dA), Thymidin (T), 2‘-Desoxyguanosin (dG) und 2‘-Desoxycytidin
(dC), welche Uber ein Phosphatriickgrat zu einem Einzelstrang miteinander verknulpft
sind (Abbildung 2). Diese Einzelstrange konnen mithilfe der WATSON-CRICK-Basenpaarung,
A-T und G-C, zu spezifischen Doppelstrangen hybridisieren, welche schlieRlich durch die
n-i-Wechselwirkungen der Nukleobasen stabilisiert werden. Die dabei ausgebildete

Doppelhelix kann vorzugsweise eine natiirliche rechtsgangige Struktur (B-DNA) oder eine




Theoretischer Hintergrund

linksgangige Struktur (Z-DNA) aufweisen. Im Fall der B-DNA ergibt sich durch die
Ausbildung einer solchen Doppelhelix eine geordnete Struktur mit einem Durchmesser
von ca. 2 nm und definierten Abstanden von 0.34 nm zwischen den Basenpaaren. Eine
vollstandige Windung wird nach 10 Basenpaaren, also 3.4 nm, erreicht. Dabei bilden sich
sogenannte Furchen, an denen die Basen direkt an der Oberflache liegen und so besser
zuganglich sind. Es wird zwischen der kleinen (1.2 nm) und der groRen (2.2 nm) Furche
unterschieden (Abbildung 2).[2°

Durch diese Eigenschaften und der einfachen praparativen Zuganglichkeit
(Festphasensynthese, Polymerase-Kettenreaktion (PCR)), stellt DNA ein attraktives
Templat fir die Nanotechnologie dar. Dabei ist zwischen zwei prinzipiellen Strategien zu
unterscheiden: zum einen kann DNA als Einzelstrang (single-stranded, ssDNA) und zum
anderen als Doppelstrang (double-stranded, dsDNA) eingesetzt werden. Beim
traditionellen Einsatz als ssDNA wird meist die WATSON-CRICK-Basenpaarung als
Bindungsmotiv genutzt, um sequenzkontrollierte Architekturen zu organisieren. Neben
den WATSON-CRIcK-Basenpaaren!?? sind allerdings auch ungewdhnliche Paarungen, wie
beispielsweise die Wobble-?Y] und HooGsTEEN-Paarung,!??! bekannt. Soll ein System mit
einem Doppelstrang templiert werden, gibt es mehrere Strategien diesen einzusetzen.
Zum einen konnen Molekiile durch hydrophobe Wechselwirkungen in den grofRen und
kleinen Furchen binden, zum anderen kénnen planare Verbindungen zwischen den
Basenpaaren interkalieren. Eine weitere Moglichkeit ist die elektrostatische Bindung

unterschiedlicher Kationen an das negativ geladene Phosphatriickgrat.




Theoretischer Hintergrund

2 Supramolekulare DNA-Multichromophorsysteme

Die kontrollierte Stapelung von Chromophoren zu sogenannten
Multichromophor-Systemen  kann interessante, kollektive  photophysikalische
Eigenschaften mit sich bringen, welche sich von denen der Monomere unterscheiden.
Diese hangen vom Chromophor selbst, aber auch von dessen Anzahl und Orientierung
zueinander ab. Innerhalb solcher Systeme kann es zur Ausbildung von Excimeren
(excited dimer) [Exciplexen (excited complex) sowie hocheffizienten Energie- (EnT)
und/oder Elektronentransferprozessen (ET) entlang der Chromophorstapel kommen.
Derartige Prozesse spielen eine wichtige Rolle in der Optoelektronik und finden
beispielsweise in Lichtsammelsystemen,/?3) photovoltaischen Solarzellen?* oder
organischen Halbleitern?¥ ihre Anwendung.”® Um solche Systeme zu generieren,
wurden bereits zahlreiche Strategien verfolgt. Neben konjugierten Polymeren!?®! und
funktionalisierten Polypeptiden?®) kann auch DNA als strukturgebendes Geriist genutzt
werden, um solche Systeme konstruieren. Je nach Modifikation und Basensequenz kann
die Lage der Chromophore sehr prazise kontrolliert werden. Dadurch konnen die
Wechselwirkungen zwischen den Farbstoffen und deren Einfluss aufeinander untersucht
werden. Die Chromophore kdnnen dafiir mittels kovalenten Strategien oder auch durch

supramolekulare Ansatze in das DNA-Gerist eingebracht werden.

2.1 Kovalenter Ansatz

Es gibt zahlreiche kovalente Strategien, um Chromophore in DNA einzubauen. Da der
Fokus dieser Arbeit jedoch auf den nicht-kovalenten Ansatzen liegt, soll im Folgenden
fir die kovalenten Strategien lediglich eine grobe Ubersicht gegeben werden. Generell
kann die Modifikation mit einem Farbstoff entweder postsynthetisch oder mittels
automatisierter Festphasensynthese erfolgen. Innerhalb der Festphasensynthese
kénnen die Chromophore entweder als Basen-?”1 oder als vollstindiges
Zuckersurrogat?® in die DNA eingebracht werden. Weitere Méglichkeiten ergeben sich
mit der direkten Modifizierung der Nukleobase?® oder einem vollstindigen Ersatz des
Nukleosids mit der direkten Einbringung des Farbstoffs in das DNA-Riickgrat.% In
Abbildung 3 ist eine Ubersicht der beschriebenen Strategien am Beispiel von Pyren

gegeben. Eine der ersten Strategien war die Verwendung eines Basensurrogates. Hierbei
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wurde die natirliche Nukleobase vollstandig durch den Farbstoff ersetzt, welcher mittels
einer C-C-glykosidischen Bindung, anstelle einer C-N-glykosidischen Bindung, an das
2'-Desoxyribofuranosid geknlipft wurde, weshalb in diesem Zusammenhang oft die Rede
von C-Nukleosiden ist.'* 271 |n diesem Ansatz kann der Chromophor in die natiirliche

Basenstapelung interkalieren. 3]
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Abbildung 3: Ubersicht der Strategien zum Einbau von Chromophoren in DNA am Beispiel des Pyrens.
Einsatz als a) C- Nukleoside?”! oder b) von azyklischen Linkern (D-Threolinol);?% ¢) Kupplung an Nukleotide
am Beispiel der 5-Position des 2‘-Desoxyuridins®?® oder d) Einbau in das Zucker-Phosphatriickgrat am
Beispiel eines Carboxamid-Linkers.3

Erfolgt die Einfihrung mithilfe eines Zuckersurrogats, kénnen sowohl zyklische als auch
azyklische Linker anstelle der 2'-Desoxyribose verwendet werdet. Daflir wurden bisher
chirale Linker wie D-Threoninol?®,  (S)-Aminopropan-2,3-diol’®¥  oder auf
(R)/(S)-GlycerolBZ-basierende Linker eingesetzt. Dieser Ansatz bringt den Vorteil mit
sich, dass die Kohlenhydratchemie umgangen werden und somit oftmals auf aufwandige
Synthesen verzichtet werden kann. Die Flexibilitat der Linker ermdglicht ebenfalls eine
effektive Interkalation der Farbstoffe in den natiirlichen Basenstapel. Da die
Zuckereinheit allerdings einen starken strukturellen Einfluss auf den DNA-Duplex hat,
kann dessen natiirliche Struktur beeinflusst werden.!*3 Eine weitere Strategie stellt die
Modifizierung von natliirlichen Nukleinbasen dar. Diese erfolgt meist an der 5-Position
der Pyrimidin-Nukleoside (dU/T und dC) oder an der 8-Position der Purin-Nukleoside (dA
und dG). In diesem Fall interkalieren die Chromophore nach der Hybridisierung nicht in
den Basenstapel, sondern ordnen sich in der groBen Furche parallel zur

DNA-Doppelhelix an.’31 Des Weiteren koénnen Farbstoffe direkt in das
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Zucker-Phosphat-Riickgrat der DNA integriert werden. Dafiir wurden bifunktionelle
Linker, welche beispielsweise auf Carboxamid-13°1 oder Tetraethylenglycol-basieren,33!
an den Chromophor gekniipft, wodurch interessante haarnadelférmige DNA-Strukturen

und Foldamere beobachtet werden konnten.
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Abbildung 4: A. Modifikation der 5-Position von 2'-Desoxyuridin mit Ethinylpyren (Py-dU),2% Ethinylnilrot
(Nr-dU)*Y und Ethinylperylen (Pe-dU).2! B. Kovalenter Einbau von Py-dU und Nr-dU in einen DNA-
Strang,*!! C. Energie- und Elektronentransfer zwischen den kovalent eingebauten Chromophoren Py-dU,
Nr-dU und Pe-du.1*?

Abbildung 4 zeigt eine Auswahl an chromophor-modifizierten 2'- Desoxyuridin-
Konjugaten, welche innerhalb der Arbeitsgruppe WAGENKNECHT bereits erfolgreich in DNA
eingebaut und deren optischen Eigenschaften untersucht wurden.> 12 351 Dyrch den
benachbarten Einbau von Pyren-modifiziertem (Py-dU) und nilrotmodifiziertem (Nr-dU)
2'-Desoxyuridin war es méglich, eine weiBlichtemittierende DNA zu generieren.! Im
Einzelstrang war bei einer selektiven Anregung des Pyrens (Aexc = 380 nm) ein Anstieg
der Nilrotemission (Aem = 665 nm) zu beobachten, welcher aus einem Energietransfer
von Pyren auf Nilrot resultierte. Durch die Hybridisierung eines unmodifizierten
Gegenstranges danderte sich die rdumliche Orientierung der beiden Farbstoffe
zueinander, wodurch der Energietransfer nur noch partiell stattfinden konnte. Im
Doppelstrang ergab sich ein Intensitatsverhaltnis der Emissionen von laao nm/615 nm = 0.96,

welches sich in einer weien Fluoreszenz zeigte.
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Um den sichtbaren Spekralbereich weiter abzudecken, wurde dieses System um das
perylenmodifizierte 2’-Desoxyuridin (Pe-dU) erweitert.l?! Dabei ergab sich ein System,
dessen optische Eigenschaften liber die Entfernung der Chromophore innerhalb des
DNA-Stanges gesteuert werden konnte. Bei einem benachbarten Einbau war, entgegen
den Erwartungen, bei einer Anregung des Pyrens eine vollstandige Fluoreszenzléschung
anstelle eines Anstiegs zu beobachten. Diese lasst einen ladungsgetrennten Zustand
vermuten, welcher aus einem Elektronentransfer von Nilrot Gber Perylen auf Pyren
resultiert. Dieser Prozess konnte durch die Erweiterung des Abstands von zwei
A-T-Paaren zwischen den Farbstoffen unterbunden werden. In diesem Fall konnte der
erwartete EnT von Pyren (iber Perylen auf Nilrot durch eine steigende Nilrotfluoreszenz
detektiert werden. Innerhalb dieses Systems war es also moglich, mittels der
DNA-Sequenz ablaufende EnT- und ET-Prozesse zu kontrollieren und somit die optischen

Eigenschaften zu kontrollieren.[*?

2.2 Nicht-kovalenter Ansatz

Die Umsetzung der bisher beschriebenen kovalenten Strategien erfolgt meist durch den
Einbau von modifizierten Phosphoramidit-Konjugaten mittels automatisierter
DNA-Festphasensynthese. Diese liefert bei langeren Konjugaten jedoch meist schlechte
Ausbeuten. Zudem nimmt die Loslichkeit der DNA-Strange mit zunehmendem
Farbstoffanteil drastisch ab, wodurch der Einbau auf 5-10 aufeinanderfolgende
Chromophore limitiert ist.['3) Aufgrund dieser Nachteile wurde eine alternative, nicht-
kovalente Strategie zur Generierung solcher funktionaler Lichtsammelsysteme
angestrebt. Eine vielversprechende Strategie stellt dabei die Selbstassemblierung von
Chromophoren  entlang eines ssDNA-Templats dar. Selbstassemblierende,
supramolekulare Systeme basieren auf der spontanen Anordnung mehrerer
Komponenten, welche durch hydrophobe oder elektrostatische Wechselwirkungen
sowie Wasserstoffbriickenbindungen erfolgt. Dafiir konnen Chromophore mit einer
Nukleobase oder einem Nukleosid modifiziert werden und durch die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen (WATSON-CRICK-Basenpaarung) entlang der DNA binden.
Dadurch konnen sich geordnete Strukturen bilden, welche auf der Erkennung der
kanonischen Basenpaarung beruhen und somit eine Programmierbarkeit realisierbar

wird. Die Stabilisierung solcher Systeme basiert jedoch nicht auf den
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Wasserstoffbriickenbindungen, sondern wird durch m-m-Wechselwirkungen innerhalb
des ausgebildeten Chromophorstapels begiinstigt.[*> 361 Auf diese Weise ist es méglich,
die aufwandige Synthese von Phosphoramidit-Bausteinen und die oben genannten
Nachteile der DNA-Festphasensynthese zu umgehen.

Eine der ersten Arbeiten auf diesem Gebiet lieferten SCHENNING et al.373% |hnen gelang
die erfolgreiche Anlagerung entlang eines DNA-Templats. Dafiir wurde Naphthalin mit
Diaminotriazin modifiziert (NT1) und entlang eines Oligothymidinstrangs (Tao)
assembliert (Abbildung 5, A).B?7 Durch eine Reihe von theoretischen und
spektroskopischen Experimenten wurde das Bindungsmotiv und die Ausbildung der
Aggregate exakt untersucht. Die erfolgreiche Anlagerung der Monomere entlang der
DNA konnte mithilfe von CD-Spektroskopie (Circulardichroismus) nachgewiesen werden,
da sich die Chiralitat der DNA auf die des Naphtalins Gbertrug. Konzentrationsabhangige
Messungen zeigten den Einfluss der jeweils stattfindenden Wechselwirkungen. So hat
sich gezeigt, dass eine Wechselwirkung zwischen dem Templatstrang und dem
Chromophor, gegeniber der m-m-Wechselwirkung innerhalb der Chromophore, stark
genug sein muss, um die Ausbildung von ungeordneten Chromophoraggregaten zu
unterdriicken. Gleichzeitig ist eine gewisse Wechselwirkung zwischen den
Chromophoren notwendig, um das ausgebildete DNA-Farbstoff-Aggregat zu
stabilisieren. Im Fall von NT1 war eine sehr starke Monomer-Monomer-Wechselwirkung
zu beobachten, welcher durch die Einfihrung einer Hydroxy-Gruppe (NT2)
entgegengewirkt werden sollte. Mithilfe von NT2 wurde der Einfluss der Templatlange
auf das Anlagerungsverhalten untersucht. Dabei hat sich gezeigt, dass der
Besetzungsgrad mit langeren Templaten hoher ist als mit kiirzeren. Mit zwolf Basen oder
weniger konnte eine vollstandige Besetzung des Templats lediglich mit erhohter
Monomer-Konzentration erreicht werden. Des Weiteren konnten SCHENNING et al. eine
spezifische  Wechselwirkung von  Naphthalin-2,6-Diaminopurin-Konjugaten  mit
Oligothymidin-Templatstrdngen (T.) beobachten (Abbildung 5, B).38 Die Erweiterung
des rr-Systems beglinstigte die Stabilitat der Aggregate und ermdoglichte es, die Helizitat
des supramolekularen Duplexes durch pH-Wert-Anderungen zu steuern. Wurde der
pH-Wert kleiner als drei eingestellt, konnte eine linksgangige Helix beobachtet werden.
Dahingegen beglinstigt ein pH-Wert groRer sieben die Ausbildung einer rechtsgangigen

Helix. Diese Beobachtungen konnten darauf zurlickgefiihrt werden, dass die
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protonierten Formen der Naphthalin-Derivate mehr Raum in Anspruch nehmen, welcher

in der Z-DNA gegeben ist.
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Abbildung 5: A. Prinzip der DNA-templierten Selbstassemblierung und des Bindungsmotivs von NT1 und
NT2. B. Selbstassemblierung eines Naphthalin-2,6-Diaminopurinkonjugats (links); Beobachtung eines EnT
in Gegenwart eines 5‘-terminalen Cyaninfarbstoffes (rot); Steuerung der Helizitdt des supramolekularen
Duplexes durch den  pH-Wert.3” 38 €, DNA-templierte  Selbstassemblierung  eines
Porphyrin-2,6-Diaminopurin-Konjugates und Steuerung der Chiralitat mittels lonenstarke und langsamem
bzw. schnellem Abkiihlen nach Erhitzen auf 85 °C.[% 41
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Zusatzlich konnte durch die Anknipfung eines Cyaninfarbstoffes (Abbildung 5, rot) am
5-Terminus eines Tso-Templatstranges ein direkter EnT zwischen dem Naphthalin-
Konjugat als Donor- und dem Cyaninfarbstoff als Akzeptormolekiil nachgewiesen
werden.?®l Solche Energietransferprozesse sind von groRem Interesse fiir die
Entwicklung von Lichtsammelsystemen und konnten zuvor lediglich in kovalenten
DNA-Chromophorsystemen beobachtet werden.[*?l Weitere Einblicke in die Steuerung
der Helizitdt konnte die Arbeitsgruppe um BALAz erhalten, indem sie
porphyrinmodifizierte 2,6-Diaminopurinkonjugate an Oligothymidin-Templatstrangen
assemblierte (Abbildung 5, C).** 41 Dabei konnte die Helizitit des ausgebildeten
Duplexes durch die lonenstarke sowie schnelles oder langsames Abkiihlen der Proben
kontrolliert werden. Ein langsames Abkihlen ohne NaCl fiihrte zur Ausbildung eines
linksdrehendes Duplexes, wohingegen durch die Anwesenheit von Salzen eine
rechtsgangige Helix beglinstigt wurde. Gleichzeitig konnte in Anwesenheit der NaCl-
lonen durch schnelles Abkiihlen eine rechtsgangige helikale Anordnung der

Chromophore beobachtet werden.

2.3 DNA-templierte Selbstassemblierung chromophormodifizierter Nukleoside

Basierend auf den oben beschriebenen nicht-kovalenten Ansatzen wurden bereits auch
einige chromophormodifizierte Nukleoside hinsichtlich ihrer Anlagerungseigenschaften
untersucht. Beispielsweise knlipften StuLz et al. Magnesium(ll)-tetraazaporphyrin an ein
2'-Desoxyuridin (Mg-TAP) und untersuchten dessen Assemblierung entlang Oligo-
2'-Desoxyadenosin-Striangen (dA,) (Abbildung 6).1*21 Dabei konnte eine spezifische
Wechselwirkung zwischen Monomer und komplementdarem DNA-Strang mittels CD- und
Fluoreszenz-Spektroskopie nachgewiesen werden. Wahrend in Anwesenheit des nicht-
komplementdren DNA-Stranges Oligothymidin oder in Abwesenheit von DNA eine
Fluoreszenzloschung zu beobachten war, konnte in Gegenwart eines dAn-Stranges ein
deutlicher Anstieg der Emission beobachtet werden. Diese spezifische Erkennung konnte
in der Bioanalytik zur Bestimmung der Anzahl an dA,.Sequenzabschnitten innerhalb
eines DNA-Stranges eingesetzt werden. Der Gruppe um WAGENKNECHT gelang es, den
bereits oben beschriebenen kovalenten Ansatz mit Pyren-Nilrot-DNA-Architekturen auf
einen nicht-kovalenten zu Ubertragen (Abbildung 6). Daflir wurde zundchst das

Anlagerungsverhalten der beiden chromophormodifizierten Nukleoside Py-dU und
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Nr-dU entlang unterschiedlicher DNA-Template, getrennt voneinander, untersucht.
Dabei konnte flr beide Monomere jeweils eine selektive Wechselwirkung zwischen den
komplementaren Oligo-2'-Desoxyadenosin-Strangen (dA,, n= 17, 20) und den

dU-Derivaten nachgewiesen werden.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Bindungsmotivs von 2'-Desoxyuridins an ein Oligo-2’-
Desoxyadenosin-Templat und die schematische Darstellung der Assemblierung von MgTAP-dU,*2 py-dU
und Nr-du.[*3!

Die in Wasser unloslichen Monomere Py-dU und Nr-dU blieben in Gegenwart des nicht-
komplementaren T,-Stranges und in Abwesenheit von DNA nicht in Losung, sondern
konnten durch einen einfachen Zentrifugierschritt abgetrennt werden. Lediglich in
Anwesenheit eines komplementaren dA,-Stranges blieben die chromophormodifizierten
Nukleoside in Losung. Mit Hilfe von Titrationsexperimenten wurde im Fall von Nr-dU der
Beladungsgrad des DNA-Templats untersucht. Dazu wurde der Chromophor im
Uberschuss zugegeben und tiberschiissige Monomere im Anschluss durch Zentrifugation
abgetrennt, wobei eine volle Besetzung des Templats beobachtet werden konnte.
Interessanterweise wurde fir die helikale Anordnung beider Chromophore eine
spiegelbildliche Helizitdt gegeniiber der kovalenten Ansatze beobachtet. Sowohl Py-dU
als auch Nr-dU assemblierten linksgangig entlang des Templats, wahrend in den

kovalenten Ansdtzen eine rechtsgangige Anordnung der Chromophore beobachtet

13
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werden konnte. Trotzdem unterschieden sich die DNA-Aggregate in ihren Absorptions-
und Emissionseigenschaften nicht voneinander. Eine Kombination von Py-dU und Nr-dU
flihrte zu einem selbstassemblierten Lichtsammelsystem mit interessanten optischen
Eigenschaften. Auch in diesem nicht-kovalenten Ansatz konnte nach selektiver Anregung
des Pyrens bei 380 nm der bereits oben beschriebene EnT von Pyren auf Nilrot innerhalb
des Chromophorstapels beobachtet werden. Dieser konnte durch Variation der
zugegebenen Nukleosid-Verhaltnisse (20:0 — 0:20) empirisch optimiert werden. Der
effizienteste EnT wurde bei einer Zusammensetzung von sechs Py-dU und 14 Nr-dU
beobachtet.[*3! Durch die kovalente Ankniipfung eines Ceo-Fullerens iiber einen Ce-Linker
an das 5-Ende des dAx-Templats konnte dieses Chromophorsystem innerhalb einer

DNA-basierten Solarzelle verbaut werden. 1€
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Fulleren-DNA-templierten Chromophor-Aggregats bestehend
aus Py-dU (blau) und Nr-dU (rot) und die ablaufenden photochemischen Prozesse nach selektiver
Anregung des Pyrens (links) als photoaktive Schicht in einer Solarzelle (rechts).[¢!

Spektroskopische Untersuchungen zeigten, dass nach dem ablaufenden EnT von Py-dU
auf Nr-dU zusatzlich ein gerichteter Elektronentransfer stattfand, wodurch ein Exciton
generiert wurde. Dieses war nicht lokalisiert, sondern dissoziierte durch den
Farbstoffstapel, wodurch ein Elektron auf das gebundene Fulleren lbertragen wurde.
Durch diesen ladungsgetrennten Zustand war es moglich, das Farbstoff-DNA Aggregat
als aktive Schicht in eine Solarzelle einzubringen, welche eine externe Quanteneffizienz
(EQE) von 0.2 % lieferte. Zwar liegt dies noch deutlich unter den aktuell moglichen
Wirkungsgraden organischer Solarzellen, zeigt jedoch, dass es prinzipiell moglich ist,
solche DNA-basierten Nanosysteme in der organischen Elektronik zur Energiegewinnung

einzusetzen. Dabei ist es von besonderer Bedeutung die optischen Eigenschaften
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kontrollieren zu kdnnen. Diesen Fortschritt konnten WAGENKNECHT et al. erreichen, indem
sie Ethinylpyren an ein 2-Amino-2‘-desoxyadenosin (Py-DAP) kniipften.[*>! Durch die
zusatzliche Aminogruppe ist Py-DAP in der Lage, eine dritte Wasserstoffbriicke
auszubilden und somit starker an das DNA-Templat zu binden. Anlagerungsexperimente
von Py-DAP zeigten eine spezifische Wechselwirkung mit komplementaren
To-Templaten, welche unabhéangig der Templatldnge einen Belegungsgrad von 90 %
aufwiesen. Durch die Erweiterung der Bindungsmotive konnten in Kombination mit
Nr-dU DNA-Aggregate generiert werden, deren optische Eigenschaften durch die Wahl
der Templatsequenz programmiert werden konnten. Diese Programmierbarkeit wurde
durch die Assemblierung entlang unterschiedlicher DNA-Templatstrange mithilfe von

Absorptions-, Fluoreszenz- und CD-Spektroskopie nachgewiesen.
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Sequenzkontrollierte Assemblierung

Abbildung 8: A. Schematische Darstellung der sequenzkontrollierten Assemblierung von Py-DAP und
Nr-dU entlang eines alternierenden (AT)n-Templatstrangs.*>! B. Strukturen der Perylen-Nukleosid-
Konjugate mit deren unterschiedlichen Linkern.!3!

Um einen genaueren Einblick zu bekommen, welchen Einfluss die angekniipfte
Nukleobase selbst und der Linker zwischen Nukleobase und Chromophor ausiiben,
untersuchten WAGENKNECHT et al. unterschiedliche Perylen-Nukleosid-Konjugate

beziiglich ihres Anlagerungsverhaltens.*3! Dabei zeigte sich, dass sowohl die Wahl des
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Linkers als auch die der Nukleobase das elektronische Geriist des Chromophors
beeinflussen, wodurch die optischen Eigenschaften in gewisser Weise eingestellt werden
kénnen. Es wurden zwei unterschiedliche Nukleobasen untersucht, welche jeweils durch
drei unterschiedliche Linker (Ethinyl-, Phenylethinyl- und Phenyl-) an den Chromophor
konjugiert wurden. Dabei hat sich gezeigt, dass unabhdngig von der angeknipften
Nukleobase sowohl der Ethinyl- als auch der Phenyl-Linker gewisse Vorteile mit sich
bringen und die Wahl eines Phenylethinyl-Linkers einen guten Kompromiss aus beiden
Einheiten darstellt. Zwar konnten mit dem Ethinyl-Linker die selektivsten Anlagerungen
beobachtet werden, jedoch zeigten die Uber eine Phenylbriicke angeknipften
Chromophore die besten Fluoreszenzquantenausbeuten und somit die besseren
optischen Eigenschaften. Des Weiteren verliefen die Anlagerungen der DAP-Nukleoside
entlang der Ty-Templaten gegeniiber den dU-Nukleosiden entlang der dAjo-Stringe,
aufgrund der dritten ausgebildeten Wasserstoffbriicke, deutlich starker und selektiver.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass sowohl Temperatur als auch das Loésungsmittel
enorme Einflisse auf die Wechselwirkung zwischen den Nukleosid-Konjugaten und den

DNA-Templaten ausiiben.
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3 Fulleren-DNA-Aggregate

3.1 Allgemeines

Fullerene sind, neben Graphit, Diamant, Kohlenstoffnanoréhren und Graphen, eine
weitere Modifikation des Elements Kohlenstoff. Erstmals 1985 von KroTO et al.
verdffentlicht,**! miindete diese Entdeckung aufgrund der speziellen physikalischen und
elektronischen Eigenschaften des Stoffes, sowie die Entdeckung weiterer Vertreter
dieser neuen Stoffklasse, zur Wiirdigung durch den Nobelpreis 1996.15! Im Gegensatz zu
den Kohlenstoffmodifikationen Diamant und Graphit handelt es sich bei Fullerenen um
sphiarische Molekiile mit einem hohlen Innenraum, welche zwar auch sp?-hybridisiert
vorliegen, deren o-Bindungen jedoch etwas gekriimmt sind. Diese Krimmung ist auf die

enthaltenen Flnfringe zurlickzufihren.

Exohedrales Heterofull Endohedraler
Fullerenaddukt eterotuileren Fullerenkomplex

Abbildung 9: Schematische Darstellung der méglichen Fulleren-Modifikationen resultierend aus den drei

beschriebenen Modifikationsmethoden am Beispiel eines Ceo-Fullerens.

Die Grundstruktur von Fullerenen setzt sich aus kondensierten Fiinf- und Sechsringen
zusammen. Dabei kénnen, nach dem Eulerschen Polyedersatz, jeweils 12 Flnf- und M
Sechsringe (2 (10 + M)) miteinander verkniipft sein.*®! Die in sich geschlossene
polyedrische Struktur konnte jedoch erst 1990 von KRATSCHMER et al. mittels
Massenspektrometrie und 3C-NMR-Spetrokskopie bestitigt werden.*’! Eines der
bekanntesten Vertreter der Fullerene ist das sogenannte BUCKMINSTER Ceso-Fulleren.
Dieses setzt sich aus 12 Flinf- und 20 Sechsringen zusammen, wodurch sich eine
vollstandige Delokalisierung der m-Elektronen Uber die gesamte Struktur ergibt.
Strukturell erinnert das Cgo an einen FuBball, weshalb auch oft tGber eine FuBballstruktur

gesprochen wird. Diese ist energetisch beglinstigt, wodurch das Ceo-Fulleren eine
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besondere Stabilitat aufweist, dementsprechend jedoch auch sehr reaktionstrage ist. Die
chemische Modifikation von Fullerenen ist durch drei gangige Methoden realisierbar:
Addition an Doppelbindung(en) (exohedrale Addukte), substitutionelles Doping (Ersatz
von C-Atomen durch Heteroatome, Heterofullerene) sowie die Einbringung von Atomen
oder Verbindungen in den hohlen Innenraum (endohedrale Komplexe). Durch ihre
interessanten elektrochemischen und spektroskopischen Eigenschaften ist ihr
Anwendungsgebiet breit gefichert. GroRes Interesse besteht flir den Einsatz in der
organischen Elektronik. Dort eigenen sie sich besonders zur Generierung von
lichtinduzierten Energietransferprozessen innerhalb von Donor-Akzeptor-Systemen, da
sie leicht angeregt werden und bis zu sechs Elektronen reversibel aufnehmen kénnen.
Dadurch ist es moglich, einen ladungsgetrennten Zustand zu erzeugen, welcher zur
Energiegewinnung genutzt werden kann. Aufgrund dessen sind Fullerene mittlerweile
nicht mehr aus der organischen Photovoltaik wegzudenken.*® Doch auch im Bereich der
Biologie und Medizin finden Fullerene aufgrund ihrer biologischen Aktivitdt gegentliber
Enzymen, Viren und DNA Anwendung. Dabei steht vor allem ihr Einsatz als Radikalfanger
und ihre Fahigkeit, Singulett-Sauerstoff zu erzeugen, wodurch spezifische DNA-
Strangbriiche generiert werden kénnen, im Vordergrund.*® > Ein Hauptproblem in der
Anwendung besteht jedoch in der schlechten Loslichkeit von Fullerenen im wassrigen
Medium. Durch die Einflihrung polarer Gruppen konnte die Loslichkeit in den letzten
Jahren zwar deutlich gesteigert werden, allerdings ist die Loslichkeit aufgrund des
starken hydrophoben Effekts weiterhin unzureichend und deren Steigerung
dementsprechend winschenswert. Eine mogliche Verbesserung konnte durch

supramolekulare Wechselwirkungen mit DNA erreicht werden.

3.2 Supramolekulare Wechselwirkung mit DNA

Wie bereits beschrieben, kann DNA auf unterschiedliche Arten als Templat genutzt
werden. Bedingt durch die spharische Struktur der Fullerene und deren ausgepragten
hydrophoben Charakter kdonnen sie auf sehr unterschiedliche Arten mit der DNA
interagieren. GréRentechnisch kann ein Ceo-Molekil theoretisch an drei Basenabfolgen
im Duplex binden (Abbildung 11) oder aufgrund des starken hydrophoben Effekts als

Fulleren-Cluster, bestehend aus fiinf oder acht Fullerenen, in die Furchen der DNA
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binden. ZHAO et al. konnten durch dynamische Molekilsimulationen errechnen, dass ein
Ceo-Fulleren bevorzugt an die hydrophoben Enden oder in die kleine Furche der DNA
bindet, wodurch deren Struktur stark beeinflusst werden kann. Zusatzlich konnten sie
zeigen, dass die Wechselwirkung zwischen der DNA und den Fullerenen starker ist als die
zwischen zwei Fullerenen.!l HELENE et al. berichteten erstmals von einem bioaktiven
DNA-Fulleren-Konjugat, indem sie ein Fulleren lber einen Thioether an eine DNA-
Sequenz (14-mer) ankniipften (Abbildung 10).52! Das Oligomer wurde an Einzel- und
Doppelstrangen sowie einer DNA-Haarnadel untersucht. Befand sich das Fulleren in G-
reichen Regionen, wurden photoinduzierte, sequenzspezifische Strangbriche
beobachtet, welche aus einen Elektronentransfer zwischen dem Fulleren und Guanosin

resultieren.
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Abbildung 10: Struktur des thioletherverkniipften Fulleren-Oligomers von HELENE et al.®?

Bisher wurden in der Literatur jedoch hauptsachlich geladene Fulleren-Konjugate
hinsichtlich ihrer Wechselwirkung mit DNA untersucht.3° Dies ist vor allem auf die
gesteigerte Loslichkeit zurlickzufiihren, welche sich durch die Ladung ergibt. Dadurch
kann einer Aggregation der Fullerene entgegengewirkt werden, sodass sie in
monomerer Form und nicht als Cluster vorliegen. Zusatzlich werden durch den
geladenen Zustand die elektrostatischen Wechselwirkungen im wassrigen Medium
beglinstigt. Dementsprechend wurden bisher insbesondere anionische und kationische
Fullerene untersucht. Durch die Zugabe von geringen Anteilen organischer
Losungsmittel, wie DMF oder DMSO, konnten allerdings auch einige neutrale Konjugate
untersucht werden.3 56581 JosgpH et al. untersuchten die in Abbildung 11 dargestellten
modifizierten Fullerene und deren Wechselwirkung mit CT-DNA.? > Dabei konnten sie
zeigen, dass die angekniipften Endgruppen einen enormen Einfluss auf das
Hydrophobie/Hydrophilie-Gleichgewicht austiben, wodurch die Loslichkeit und somit die

Ausbildung der Fulleren-Cluster stark beeinflusst werden. Mithilfe von
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Titrationsexperimenten und Absorptionsspektroskopie hat sich gezeigt, dass lediglich im
Fall von F-An eine Wechselwirkung mit DNA stattfand, welche zur Ausbildung

geordneter Strukturen fihrte.

>
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DNA-Rickgrat

hochgeordnete,
groRe Strukturen

keine x

Wechselwirkung

Abbildung 11: A. Schematische Darstellung der moglichen Wechselwirkungen zwischen Fullerenen und
dsDNA. B. Fulleren-Konjugate F-Py, F-An und F-PTz und deren Aggregationsverhalten in Wasser und der
daraus resultierenden Wechselwirkung mit dsDNA.1>7-5%

Fir die Titrationsexperimente mit der ionischen F-Py-Struktur konnte lediglich eine
Prazipitation der Aggregate beobachtet werden, welche vermutlich aufgrund der
Neutralisation durch elektrostatische Wechselwirkungen mit dem Riickgrat der DNA
erfolgt. Im Fall von F-PTz konnten die Ausbildung von langen Nanoclustern beobachtet
werden, welche aufgrund ihrer GrofRe keine Wechselwirkung mit der DNA eingehen
konnten. Dahingegen bildete F-An 3 -5 nm groRe Cluster aus, deren Interaktion mit
doppelstrangiger DNA mittels CD-Spektroskopie erfolgreich belegt werden konnte. Des
Weiteren konnten die GroRe und Strukturen der Fulleren-DNA-Aggregate durch AFM-,

TEM- und DLS-Messungen charakterisiert werden.

CaseLL et al. lagerten das kationische Cgo-N,N-dimethylpyrrolidinium-iodid Ceo-Pyr

entlang des Riickgrats von Plasmid-DNA an. Mithilfe von TEM-Messungen konnten
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langkettige, geordnete Strukturen mit einem Durchmesser von rund 5—-6nm

beobachtet werden. 60

A Fullerenol \3\9

Abbildung 12: A. Strukturen der Fulleren-Konjugate Ceo-Pyr und des Fullerenols. B. Assemblierung von
Ceo-Pyr-Monomeren entlang des negativ geladenem dsDNA-Riickgrats. C. Ceo-Pyr-Vesikel in einem
2D-DNA-Netzwerk. (60611

Dasselbe Fulleren verwendeten Xia0 et al., um es in Form von Vesikeln in ein
2D-DNA-Nanonetzwerk einzubringen.®ll AN und JiN bildeten rund 10 nm groRRe Partikel
aus Fullerenol, welche in der Lage waren sowohl elektrostatisch mit dem DNA-Rickgrat
zu interagieren als auch Uber die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen den
Hydroxygruppen der Fullerene und der Aminogruppen der Nukleobasen an die DNA zu

binden.!?!
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4 PBI-DNA-Aggregate

4.1 Allgemeines

Perylenbisimide (PBIs) sind polyzyklische, planare, aromatische Verbindungen und
zeichnen sich vor allem durch ihre vielseitigen und einstellbaren optischen Eigenschaften
aus.[02 831 Aufgrund ihrer schlechten Léslichkeit blieb ihr weitldufiges Potential allerdings
nach ihrer Entdeckung unentdeckt. Zunachst fanden sie lediglich in der Textilindustrie
Anwendung. Dort wurden sie aufgrund ihrer hohen chemischen und thermischen
Stabilitat sowie ihrer Licht- und Wasserfestigkeit als Kiipenfarbstoffe eingesetzt. Erst
1959 wurde ihr Potential als Fluoreszenzfarbstoffe entdeckt. PBls verfligen (iber eine
ausgezeichnete Photostabilitat, liefern hohe Fluoreszenzquantenausbeuten und kénnen
sehr effizient Elektronen leiten.[®3 Durch diese Eigenschaften eignen sie sich
hervorragend zur Untersuchung lichtinduzierter Elektronentransferprozesse und finden
Anwendung als neue Laserfarbstoffe,® Lichtsammelsystemel®® und organische

Halbleiter.[6¢]
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Abbildung 13: Schematische Ubersicht zur Synthese von Perylenbisimiden (PBIs) ausgehend von PTCDA.

Synthetisch sind PBIs meist durch die Umsetzung 3,4,9,10-Perylen-tetracarbonsaure-
dianhydrid (PTCDA) mit primaren Aminen zuganglich (Abbildung 13). Ein groRer Vorteil
dieser Farbstoffklasse liegt darin, dass ihre optischen und physikalischen Eigenschaften
durch die Einfiihrung unterschiedlicher Substituenten programmierbar sind. Dabei spielt
die Position der Substituenten eine groRBe Rolle. Sie kénnen entweder in der
sogenannten Buchtregion oder der peri-Position eingefiihrt werden.[®®l Durch die
Einfihrung sterisch anspruchsvoller Substituenten an der peri-Position (Imidfunktion),
beispielsweise aromatische oder alkylkettentragende Amine, kann die Loslichkeit

deutlich gesteigert werden. LANGHALS et al. untersuchen den Einfluss der Lange und der
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Verzweigung der Alkylketten auf die Loslichkeit.®”] Zudem konnten sie zeigen, dass
Substituenten an der peri-Position lediglich einen sehr geringen bis nahezu keinen
Einfluss auf die spektroskopischen Eigenschaften ausiiben, da diese nicht mit dem
aromatischen Chromophorsystem gekoppelt ist. Dahingegen beeinflussen Substituenten
in der Buchtregion die Absorption und Emission der Chromophore enorm.[®® 69 Dabei
kénnen sowohl elektronenziehende als auch —schiebende Substituenten an einer oder
mehreren  Positionen eingefihrt und somit die spektroskopischen und
elektrochemischen Eigenschaften programmiert werden. Zusatzlich fiihrt eine
Erweiterung des m-Systems zu einer noch starkeren bathochromen Verschiebung der
Absorptions- und Emissionsmaxima, wodurch jedoch die Loslichkeit wiederum verringert
wird.

Aufgrund ihrer planaren Struktur und ihres groBen m-Systems zeigen PBls ein stark
ausgepragtes Aggregationsverhalten, wodurch supramolekulare, multichromophore
Architekturen mit herausragenden photophysikalischen Eigenschaften zuganglich

werden.[®3]
- -
B
-l -

Abbildung 14: Schematische Darstellung der H- und J-Aggregate von Perylenbisimidfarbstoffen mit
linearen Alkylsubstituenten (A) und verzweigten Alkylsubstituenten (B).[3 70!

H-Aggregate

J-Aggregate

Sowohl die Konzentration als auch die Temperatur nehmen einen starken Einfluss auf
das Aggregationsverhalten. Des Weiteren kann dieses auch durch strukturelle Aspekte
und der chemischen Umgebung beeinflusst werden.”% Die Arbeitsgruppe um WURTHNER
studierte das Aggregationsverhalten unterschiedlicher PBIs in Lésung detailliert.[63 72 73]
Dabei gelang es ihnen die rt-rt-Stapelung mithilfe der eingefiihrten Alkylsubstituenten zu

kontrollieren. Es zeigte sich, dass lineare Alkylsubstituenten die Ausbildung von
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H-Aggregaten und verzweigte Alkylsubstituenten die von J-Aggregaten beglnstigen
(Abbildung 14).9 Ein weiterer entscheidender Faktor stellt die Wahl des Lésungsmittels
und dessen Polaritdt dar. Wahrend die Ausbildung der Aggregate mit zunehmender
Polaritat aprotischer Losungsmittel reduziert werden konnte, nahm die Aggregation in
protischen Losungsmitteln mit zunehmender Polaritdt zu. Letztere Beobachtung ist auf
die erhohte intermolekulare Wechselwirkung der m-Systeme zuriickzufiihren, da der

hydrophobe Effekt in Wasser am stirksten ausgepragt ist.[”3!
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Abbildung 15: Schematische Ubersicht der Strukturen der amphiphilen PBIs PBI2 (keilférmig) und PBI3
(hantelférmig) und deren ausgebildete Strukturen nach Aggregation in Wasser. 74

In Wasser wurden bereits hochgeordnete Molekiilstrukturen von PBI-Konjugaten, die
eine vielseitige Anwendung im Bereich der Materialwissenschaften versprechen,
beobachtet.[”3 Auch diese kdnnen durch die Substituenten und deren hydrophoben
bzw. hydrophilen Charakter der PBIs beeinflusst werden. WURTHNER et al. beobachteten
die Ausbildung von mizellartigen Strukturen eines asymmetrischen, amphiphilen PBIs
(Abbildung 15).74 Dafiir wurde zum einen eine Methacrylsdurehexylesterkette als
hydrophober Rest und zum anderen eine Triethylenglykolbenylkette als hydrophile
Einheit verwendet (PBI2). Die keilformige Struktur des Chromophors begiinstigte die
Ausbildung von Mizellen mit einem Durchmesser zwischen vier und sechs nm. Dabei
bildeten die hydrophoben Reste den Kern, sodass eine hydrophile Oberflache gebildete
wurde, die mit dem umgebenen Wasser wechselwirken konnte. Mit der Einfiihrung

eines Tridodecylbenzolrestes anstelle der Methacrylsdurehexylesterkette wurde das
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hantelflormige PBI-Derivat PBI3 erhalten und fiihrte in Kombination mit PBI2 zur
Ausbildung  von  Vesikeln mit  einer  Doppelschichtmembran (7-8nm,
ca. 2 PBI-Einheiten). Die GroRe der Vesikel konnte durch den Anteil von PBI3 kontrolliert
werden, wodurch Strukturen mit einem Durchmesser bis zu 93 nm beobachtet werden
konnten. Die Arbeitsgruppe um FAuL generiete superhelikale, rechtsdrehende
Strukturen, welche einen Durchmesser bis zu 100 nm erreichten, indem sie eine
Galaktosyleinheit als hydrophilen Rest einfiihrten.[’”! Diese bildeten zunichst helikale
Fasern, welche untereinander Wasserstoffbriicken ausbilden konnten, wodurch sich

hochgeordnete Strukturen ergaben.

4.2 Perylenbisimide in DNA

Die oben beschriebenen Eigenschaften von PBIs und die Neigung zur
Selbstassemblierung in Wasser, machen PBIs fiir die Anwendung in der DNA-Analytik
und der DNA-Nanotechnologie interessant. Mehrere Strategien wurden verfolgt, um
PBIs kovalent in ein DNA-Geriist einzubringen und deren intra- sowie intermolekulare
Wechselwirkungen auszunutzen. WAGENKNECHT et al. brachten beispielsweise ein
PBI-Konjugat als Basensurrogat in DNA ein (Abbildung 16).7¢) Dafiir wurde der
Chromophor an einen azyklischen Glykol-Linker geknlpft (PBI4) und mittels
Festphasensynthese in den DNA-Strang eingebaut. Der Einbau in die Oligonukleotide
erfolgte dabei sowohl intern als auch terminal. Spektroskopische Untersuchungen der
hybridisierten chomophormodifizierten DNA-Strange lieferten einen Einblick in das
Aggregationsverhalten. Beide DNA-Duplexe (intern und terminal) zeigten im
Absorptionsspektrum eine starke excitonische m-m-Wechselwirkung und eine
excimerartige Emission bei 660 nm. Interessanterweise war dies jedoch nur unterhalb
der Schmelztemperatur und somit innerhalb einer intakten Doppelhelix zu beobachten.
Die Absorptions- und Emissionsspektren oberhalb der Schmelztemperatur zeigten
Feinstrukturen mit monomerem Charakter. Im Fall der terminal modifizierten DNA
bedeutete dies, dass die Oligonukleotidstrange durch die hydrophoben
Wechselwirkungen der PBI-Enden miteinander verbunden waren. Mithilfe dieser
sogenannten molekularen Klebern war es moglich, ein Netzwerk aus triangelformigen
DNA-three-way-junctions (engl. Drei-Wege-Kreuzungen, DNA-3WJ) zu generieren.l’’: 78l

Solche Strukturen beobachteten auch HANER et al., indem sie PBI4 in das
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Zucker-Phosphat-Riickgrat von Oligonukleotiden einbauten (Abbildung 17).17%!
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Abbildung 16: A. PBI-Baustein PBI4 als Basensurrogat (A) %! fiir den kovalenten Einbau innerhalb (B) bzw.
an den 5-Enden von Oligonukleotidstringen (C) sowie innerhalb einer DNA-3WJ (D).[78!

Lewis et al. beobachteten DNA-Haarnadel-Strukturen, indem sie ein PBI in das
Zucker-Phosphat-Riickgrat  von  Oligonukleotiden  einbauten.®  Durch  die
n-ii-Wechselwirkungen zwischen den PBI-,K6pfen” konnten diese DNA-Haarnadeln zu
DNA-Haarnadeldimeren  assemblieren. Dieser Vorgang konnte durch die
Salzkonzentration innerhalb der Losung gesteuert werden. Wahrend in reinem Wasser

keine Assemblierung beobachtet werden konnte, wurde durch die Zugabe von NaCl eine

Dimer-Bildung beobachtet.
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Abbildung 17: Struktur des in das Zucker-Phosphat-Riickgrat eingebauten PBI-Bausteins PBIS (A).
Schematische Darstellung der Struktur der DNA-Haarnadeldimere (B) und DNA-Hanteln (C).[BY

Basierend auf diesen Ergebnissen entwickelten LEwis et al. das System weiter und
untersuchten das Aggregationsverhalten von DNA-Hanteln. Diese bildeten bei hohen

Salzkonzentrationen ein verzweigtes Netzwerk aus, welches mittels TEM- und AFM-
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Messungen bildlich dargestellt werden konnte.[8!l Weitere interessante supramolekulare
Strukturen, basierend auf der Selbstaggregation von Perylenbisimiden, konnten in Form

von thermophilen Foldameren!33! oder DNA-Tripelhelices®? generiert werden.

4 R =H, X = NH,*, n = 6: (N)-Gly-PBI (Referenz)
(NH;  R=Me, x= NH,*, n = 6: (N)-L- oder (N)-D-Ala-PBI
X

(0] R H
CLLY
O‘O o9 g R = Bz, X = NH,*, n = 6: (N)-L- oder (N)-D-Phe-PBI
X\/r R =Me, X =0, n = 2:(0)-L- oder (0)-D-Ala-PBI
O R =Bz, X =0, n=2:(0)-L- oder (0)-D-Phe-PBI
n - Anzahl der Ladungen

I
e
HNS N)K*(N
H R 0

Abbildung 18: Struktur des mehrfach geladenen PBI-Derivats nach WURTHNER. 23!

WURTHNER et al. untersuchten die Wechselwirkung von homochiralen, polykationischen
aminosdauremodifizierten PBI-Derivaten mit Oligonukleotiden (dsDNA und dsRNA,
Abbildung 18).18% 8lDabei zeigte sich, dass die PBl-Derivate die dsDNA/RNA gegen
thermische Denaturierung stabilisieren. Die PBI-Derviate ordneten sich in den Furchen

der Oligonukleotide an, wodurch ein CD-Signal im PBI-Bereich induziert wurde.
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5 Prinzip und Charakterisierung der Anlagerungsexperimente

Wie bereits erlautert, sind in der Literatur unterschiedliche Moglichkeiten beschrieben,
um DNA-basierte suprarmolekulare Chromophorsysteme zu generieren. WAGENKNECHT et
al. nutzen dafir den hydrophoben Charakter der Chromophore aus, indem sie die
Farbstoffe an Nukleoside konjugieren und diese entlang eines DNA-Templat
assemblieren. Die in Wasser unléslichen chromophormodifizierten Nukleoside kdénnen
lediglich durch die Wechselwirkung mit deren komplementdaren DNA-Strangen bzw.
-Sequenzen in Losung gehalten werden. Ein Musterbeispiel stellt dabei die
Assemblierung des nilrotmodifiziertem 2 -Desoxyuridins Nr-dU entlang

unterschiedlicher DNA-Template dar (Abbildung 19).114
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Abbildung 19: Struktur des nilrotmodifizierten 2'-Desoxyuridins Nr-dU (links) und die Absorptionsspektren
der Anlagerungsexperimente von Nr-dU (rechts) entlang Aio (blau) und Tio (griin). Als Referenz Nr-dU in
DMSO (pink) und in Wasser (schwarz).**

Dafiir wurde Nr-dU in einer DMSO-Stammlésung geldst und anschlieBend zu einer
wassrigen DNA-LOosung gegeben. Die Zugabe erfolgte einmal zum komplementdren
Aio-Strang und einmal zum nicht-komplementaren Tio-Strang. Als Referenz diente eine
Probe des Farbstoffs in einer wassrigen Losung ohne DNA. Um eine bestmogliche
Besetzung der potentiellen Bindungsmaglichkeiten zu erzielen, wurden die Chromophor-
Nukleoside im Uberschuss zugegeben. AnschlieRend wurden nicht gebundene
Nukleosid-Konjugate durch Zentrifugieren abgetrennt. Dabei hat sich gezeigt, dass
Nr-dU lediglich in Anwesenheit des komplementaren Aip-Stranges in Losung bleibt und

in Gegenwart des nicht-komplementaren Tio-Strangs sowie in Abwesenheit eines DNA-
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Templates (Negativprobe) vollstandig abgetrennt wurde. Es handelt sich dabei um sehr
sensible Systeme, in denen sich ein Gleichgewicht zwischen gebundenen und
ungebunden Nukleosiden einstellt, welches durch eine Reihe von Parametern, wie
Losungsmittelpolaritat, Temperatur, Inkubationszeit und Zentrifugationszeit, beeinflusst
werden kann. Dariber hinaus ist jedes Chromophorsystem individuell, sodass alle
Parameter spezifisch fiir das jeweilige System eingestellt werden missen. Durch die
Bindung der Nukleosid-Konjugate entlang der DNA koénnen intermolekulare
Wechselwirkungen wie Dipol-Dipol-, VAN-DER-VAALS-, Wasserstoffbriickenbindungen und
11- it -Stapelungen interessante supramolekulare Systeme generieren. Zur Aufklarung
solcher Strukturen muss eine Reihe spektroskopischer Methoden genutzt und

miteinander kombiniert werden, welche im Folgenden naher erlautert werden sollen.

5.1 UV/Vis- und Fluoreszenzspektroskopie

Um erste Annahmen (iber die ausgebildeten Strukturen treffen zu kdnnen, nutzt man
die Absorptionseigenschaften der verwendeten Chromophore und bedient sich der
UV/Vis-Spektroskopie. Diese basiert auf dem LAMBERT-BEERSCHEN-Gesetz und erlaubt die
Messung der Absorption A einer Verbindung in Abhdngigkeit der Wellenlange A. Wird
dabei ein Photon einer geeigneten Frequenz absorbiert, kann das Molekil aus dem
Grundzustand in einen energetisch hoheren Zustand angeregt werden (Abbildung 20).
Die einzelnen elektronischen Zustdnde besitzen jeweils mehrere Schwingungszustinde
(Vo, v1, v2 usw.), in welche der Ubergang erfolgen kann. Dabei erfolgt der Ubergang meist
aus dem Singulett-Grundzustand So (v=0) in einen energetisch hoher gelegenen
Singulett-Zustand (S1, Sz usw.). Die Wahrscheinlichkeit der ablaufenden Uberginge in die
Schwingungszustande eines Molekils wird durch das FRANCK-CONDON-Prinzip
beschrieben. Demnach laufen bevorzugt zur Reaktionskoordinate bzw. zum Kernabstand
senkrechte Ubergidnge ab, da innerhalb dieser, durch die schnellere
Elektronenbewegung, keine Anderung des Kernabstands hervorgerufen wird.[® &I Dje
Summe aller photoinduzierten Uberginge wird in einem Absorptionsspektrum
dargestellt. Die Ubergangsenergien zwischen den verschiedenen Schwingungsniveaus
und somit das Absorptionsverhalten einer Verbindung hangt stark von deren
elektronischen Umgebung ab. So kann die Absorption stark vom Losungsmittel, der

vorliegenden Orientierung der Chromophore und intermolekularen Wechselwirkungen
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abhdngen. Liegen die Farbstoffe einzeln als Monomer in Losung vor, so kdnnen scharfe
Banden mit einer charakteristischen Feinstruktur im Absorptionsspektrum detektiert

werden.

E Abs Absorption
Fluo Fluoreszenz
Phos Phosphoreszenz
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Abbildung 20: Vereinfachte Darstellung eines JABLONSKI-Diagramms zur Darstellung photophysikalischer
Prozesse nach der Absorption (blau) elektromagnetischer Strahlung. Elektronische Zustidnde und
Schwingungsniveaus sind als horizontale Linien, nicht strahlende Prozesse durch gewellte und strahlende
mit glatten Pfeilen dargestellt.[7 88!

Befinden sich die Chromophore jedoch in rdumlicher Ndhe und in einer energetisch
unglnstigen Orientierung zueinander, konnen starke Wechselwirkungen zwischen den
einzelnen Molekilen auftreten, welche zu einer ungerichteten Aggregation fiihren.
Diese kann durch eine Verbreiterung des Absorptionsspektrums beobachtet werden, da
die Energieniveaus der einzelnen Molekile nicht mehr klar definiert vorliegen. Findet
dahingegen eine kontrollierte Aggregation statt, ergibt sich nach vollstandiger
Aggregation fir jedes Molekil die gleiche elektronische Umgebung, wodurch die
energetischen Zustinde wieder klar definiert werden und das Spektrum eine
Feinstruktur zurlickgewinnt. Diese unterscheidet sich jedoch deutlich von der
monomeren Struktur, da meist ein lokales Absorptionsmaximum zu einem globalen
Maximum wird und einer Verschiebung unterliegt. Ob eine bathochrome oder
hypsochrome Verschiebung stattfindet, hangt davon ab, ob J- oder H-Aggregate
ausgebildet werden (vgl. Kapitel 4.1). Je nach Anordnung zweier Chromophore
iberlappen deren Orbitale, wodurch zwischen den Ubergangsdipolmomenten Dipol-

Dipol-Wechselwirkungen stattfinden und sich sogenannte Excitone ausbilden kénnen
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(Abbildung 21). Diese excitonische Kopplung bedingt eine Aufspaltung (DAvyDOV-
Aufspaltung) der héher liegenden Energieniveaus (o und B). Die rdumliche Orientierung
der Farbstoffe entscheidet dariiber, ob ein Ubergang in das energetisch niedrigere
Niveau a oder in das héherliegende Niveau B erlaubt ist. Findet ein Ubergang in a statt,
wurde ein J-Aggregat ausgebildet, welches eine bathochrome Verschiebung des
Absorptionsmaximums bedingt. Innerhalb H-Aggregaten erfolgt der Ubergang in B,
wodurch das Spektrum hypsochrom verschoben wird. Nach Anregung in einen
energetisch hoheren Zustand, kénnen eine Reihe photochemischer Prozesse ablaufen,

um die aufgenommene Energie wieder abzugeben (Abbildung 20).
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Abbildung 21: Vereinfachte Darstellung der energetischen Aufspaltung eines Exciton-gekoppelten Systems
und der elektronischen Uberginge von H- (blau) und J-Aggregaten (rot) sowie der Einfluss ausgebildeter
H-Aggregate (hypsochrome Verschiebung, blau). J-Aggregate (bathochrome Verschiebung, rot) und
ungerichtete Aggregate (schwarz).Als Referenz dient dabei das Absorptionsspektrum des Monomers

(grau).

Dabei sind sowohl strahlungsfreie als auch strahlende Prozesse denkbar, um in den
Grundzustand So zuriickzugelangen.[® 8% %01 Der Energieausgleich erfolgt innerhalb der
strahlungslosen Prozesse durch die Abgabe von Schwingungsenergie oder Warme,
wahrend in strahlenden Prozessen Photonen in Form von Licht abgegeben werden. In
allen drei Prozessen erfolgt eine Schwingungsrelaxation (vibrational relaxation, VR,

1012 s) des Elektrons in den niedrigsten Schwingungszustand (v = 0) des elektronischen
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Zustandes. Generell werden die strahlenden Uberginge als Lumineszenz bezeichnet.
Dabei kann je nach ablaufendem Prozess zusatzlich nochmals zwischen Fluoreszenz und
Phosphoreszenz unterschieden werden. Fluoreszenz kann dann beobachtet werden,
wenn zunachst das Elektron in das niedrigste Schwingungsniveau des angeregten
Singulett-Zustands S; relaxiert und anschlieRend ein spinerlaubter Ubergang von S; in
den Singulett-Grundzustand So stattfindet. Dabei wird Strahlung emittiert, welche eine
geringere Energie besitzt, als zuvor absorbiert wurde. Die resultierende Emission erfolgt
also bei Wellenlangen geringerer Energie, wodurch eine sogenannte STOKES-
Verschiebung des Spektrums resultiert. Das Emissionsspektrum sollte nach der Regel
von KAsHA und VAviLOv, unabhadngig der Anregungswellenldange, immer identisch sein, da
die Schwingungsrelaxation mit 102 s deutlich schneller ablduft als die Fluoreszenz mit
10®%s. Wihrend das Absorptionsspektrum die Schwingungseigenschaften des
angeregten Zustandes wiedergibt, stellt das Emissionsspektrum die Schwingungsstruktur
des Grundzustands dar, weshalb spiegelbildliche Spektren detektiert werden. Neben der
Fluoreszenz kann zum einen ein strahlungsfreier Ubergang von einem héheren in einen
niedrigeren elektronischen Zustand mit gleicher Multiplizitdt (interne Konversion,
internal conversion, IC) stattfinden. Zum anderen kann unter Spin-Umkehr ein Ubergang,
ausgehenden von einem  hoheren  Schwingungsniveau des  angeregten
Singulett-Zustands Sj, in einen energiedrmeren Triplett-Zustand Ti (Interkombination,
intersystem crossing, 1TC), erfolgen. Beim Ubergang aus dem Triplett-Zustand T1 in den
elektronischen Singulett-Zustand So wird ebenfalls Strahlung abgeben, die Emission wird
als Phosphoreszenz bezeichnet. Verglichen mit der zuvor beschriebenen Fluoreszenz
lauft dieser Prozess aufgrund der erforderlichen Spin-Umkehr deutlich langsamer ab
(10*-107° s) und besitzt folglich eine langere Lebenszeit. Die beschriebenen strahlenden
Prozesse konnen mithilfe der stationdren Fluoreszenzspektroskopie beobachtet und
detektiert werden. Auch hier spielt die elektronische Umgebung eine wichtige Rolle und
beeinflusst die Fluoreszenzeigenschaften eines Stoffes enorm, wodurch eine Aussage
beziglich supramolekularer Systeme moglich wird. Somit koénnen mithilfe der
Fluoreszenzspektrokopie auch Aussagen (ber den strukturellen Aufbau von
Chromophorsystemen getroffen werden. Durch die Beobachtungen verschiedener
Phanomene, wie Fluoreszenzléschung, Energietransfer oder die Bildung von

sogenannten Excimeren oder Exciplexen konnen Rickschlisse auf die raumliche
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Orientierung der Chromophore geschlossen werden. So kann es durch IC und ITC zu
einer Loschung der Fluoreszenz kommen. Durch die Ausbildung von H-Aggregaten kann
ebenfalls eine Fluoreszenzléschung beobachtet werden. J-Aggregate verursachen

gesteigerte Fluoreszenzquantenausbeuten.®!!
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Abbildung 22: Schematische Darstellung eines Energiediagramms fiir die Ausbildung von Excimeren
resultierend aus zwei gleichen Chromophoren (A) und Exciplexen aus zwei verschiedenen Chromophoren
(A und B) anhand eines vereinfachten JABLONSkI-Diagramms sowie deren Auswirkung auf das
Emissionsspektrum.

Des Weiteren kann es zu Wechselwirkungen eines angeregten Chromophors mit einem
nicht angeregten Chromophor kommen, wodurch sogenannte angeregte Dimere
(excited dimer) entstehen. Dabei wird unterschieden, ob die Aggregation zwischen zwei
gleichen Molekiilen (Excimer) oder zwischen zwei unterschiedlichen Molekilen
(Exciplex, excited complex) stattfindet (Abbildung 22). Die durch die Wechselwirkung
bedingte Aufspaltung der Energieniveaus resultiert in einer Verschiebung und/oder
Verformung des Emissionsspektrums. Zusatzlich kénnen Prozesse wie IC und ITC durch
die Aufspaltung beglinstigt werden. Dariber hinaus koénnen Energie- und
Elektronentransferprozesse beobachtet werden. Diese Prozesse laufen zwischen zwei
unterschiedlichen Molekilen ab, wobei eines als Akzeptor und das andere als Donor
fungiert. Je nach System kann es dabei entweder zu einer Fluoreszenzloschung oder
deren Steigerung kommen. Damit ein effizienter Elektronentransfer ablaufen kann, wird
eine Uberlappung der Orbitale von Akzeptor und Donor vorausgesetzt. Des Weiteren
kann im Fall einer Orbitaliberlappung auch ein Energietransfer nach DExTER ablaufen,
innerhalb welchem es zu einem zweifachen Elektronenaustausch zwischen Donor und
Akzeptor kommt. Dabei geht das angeregte Elektron aus dem LUMO

(Lowest Unoccupied Molecular Orbital) des Donors in das LUMO des Akzeptors uber.
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Gleichzeitig erfolgt ein Ubergang eines Elektrons aus dem HOMO
(Highest Occupied Molecular Orbital) des Akzeptors in das HOMO des Donors.®? Diese
Elektronentransferprozesse konnen lediglich (iber geringe Abstinde erfolgen
(0.1-1.0 nm), da die Chromophore miteinander in Kontakt stehen miissen. Dahingegen
ist ein Energietransfer nach FORSTER (FORSTER-Resonanzenergietransfer, FRET) bis Gber
10 nm zu beobachten, da dieser keine Orbital-Uberlappung voraussetzt, sondern auf

Dipol-Dipol-Wechselwirkungen basiert (Abbildung 23).3!
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Abbildung 23: Schematische Darstellung eines Elektronentransfers (grauer Pfeil) und eines
Energietransfers nach FORSTER zwischen Donor und Akzeptor anhand eines vereinfachten JABLONSKI-
Diagramms sowie die die Absorption und Emission von Donoer und Akzeptor mit eingezeichnetem
Uberlappungsintegral (grau) der Donorfluoreszenz und Akzeptorabsorption.

Innerhalb dieses Prozesses wird die Energie durch Dipol-Dipol-Wechselwirkungen des
angeregten Zustandes des Donors strahlungslos auf den Grundzustand des Akzeptors
ibertragen. Fiir einen effizient ablaufenden EnT wird lediglich eine Uberlappung des
Absorptionsbereichs des Akzeptors mit dem Emissionsbereich des Donors vorausgesetzt
(Abbildung 23, grau) . Nach selektiver Anregung des Donors wird dessen Energie
strahlungslos auf den Akzeptor Ubertragen. Dabei wird dieser in einen energetisch
hoheren Zustand angeregt, wahrenddessen der Donor in seinen Grundzustand relaxiert,

wodurch lediglich die Emission des Akzeptors beobachtet werden kann.

5.2 Chiroptische Spektroskopie
Durch die Assemblierung chromophormodifizierter Nukleoside entlang eines
DNA-Strangs besteht die Mdoglichkeit, dass der chirale Charakter der DNA auf die

gebundenen Chromophor-Nukleosid-Konjugate Ubertragen wird. Verbindungen, die

34



Theoretischer Hintergrund

nicht mit ihrem Spiegelbild zur Deckung gebracht werden kdnnen, werden als chiral
bezeichnet. Um nahere Einblicke in solch optisch aktive Systeme zu bekommen, wird
deren zirkularen Dichroismus (Circulardichroismus, CD) mittels der CD-Spektroskopie
gemessen.P* %1 Unter zirkularem Dichroismus wird die Eigenschaft chiraler Molekiile
verstanden, zirkular polarisiertes Licht unterschiedlich stark zu absorbieren. Sie besitzen
also zwei unterschiedliche Absorptionskoeffizienten fir links- (L) und rechtsgangig (R)
polarisiertes Licht. Der zirkulare Dichroismus Ae bildet sich aus der Differenz beider
Absorptionskoeffizienten: Ae = g - eg. Durch das LAMBERT-BEERSCHE-Gesetz kann dies auch
auf die Absorptionsdifferenz  AA=A -Ag (bertragen werden. Zu dieser

Absorptionsdifferenz AA ist die sogenannte Elliptizitat © direkt proportional.
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Abbildung 24: Vektorielle Darstellung des E-Vektors fiir linear (links) und zirkular (mittig) polarisiertes
Licht sowie der geometrische Zusammenhang der Elliptizitit O (rechts).!*¥

Linear polarisiertes Licht wird durch einen E-Vektor beschrieben, der sich aus
rechtsdrehendem (R) und linksdrehendem (L) Licht zusammensetzt (Abbildung 24).
Dabei haben R und L jeweils die gleiche Intensitat. Oszilliert dieser Vektor auf einer Linie
und trifft auf eine chriale Verbindung, werden L und R unterschiedlich beeinflusst.
Dadurch oszilliert der E-Vektor nun nicht mehr auf einer Kreisbahn, sondern auf einer
Ellipse. Das elliptisch polarisierte Licht kann nun durch die grof3e und kleine Achse sowie
deren raumliche Neigung o definiert werden. Der resultierende Winkel © wird Elliptizitat
genannt und ist direkt proportional zur oben beschriebenen Absorptionsdifferenz AA.
Aufgrund dessen wird sie in der CD-Spektroskopie genutzt und stellt deren Mal3 dar. Bei
der Aufnahme eines CD-Spektrums wird eine Probe abwechselnd mit links- und rechts-

polarisiertem Licht bestrahlt und die Elliptizitdit @ in Abhangigkeit der Wellenlange
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gemessen.®® Um CD-Spektren besser interpretieren zu kénnen, ist ein genaueres
Verstandnis der Elliptizitat notwendig. Einen starken Einfluss auf diese nimmt dabei die
Rotationsstarke R. Diese setzt sich aus der monomeren (Rmon), der elektrisch-
magnetischen (Re-m) und der excitonischen Rotationsstirke (Rex) zusammen. Liegen
Molekile/Chromophore als Monomere vor, so wird die Elliptizitdt @ lediglich von Rmon
beeinflusst. Dabei kann das CD-Spektrum zwar dem Absorptionsspektrum dhneln, es
kann jedoch kein Nulldurchgang der y-Achse beobachtet werden, wodurch die
Ausbildung optisch aktiver Aggregate ausgeschlossen werden kann. Befinden sich zwei
Chromophore jedoch in raumlicher Ndhe und treten miteinander in Wechselwirkung,
hangt R und somit auch @ nicht mehr von Rnon sondern von Re.m und Rex ab. Da beide mit
unterschiedlichen Vorzeichen beitragen, resultiert die Wechselwirkung der
Chromophore in einer charakteristischen Aufspaltung des CD-Signals. Wie ausgepragt
das zweiphasige CD-Signal ist, hangt von der rdumlichen Orientierung und der Distanz

der Chromophore ab.7”!

» z @&
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Abbildung 25: Draufsicht zweier, um den Rotationswinkel a verdrehter, Chromophore (oben, mittig) und
deren moglichen Drehrichtungen (linksdrehend: griin; rechtsdrehend: rot) sowie die schematische
Darstellung der resultierenden CD-Spektren (unten) mit einem negativen (links) und einem positiven
(rechts) CoTToN-Effekt.

Der Nulldurchgang wird meist im Bereich des Absorptionsmaximums beobachtet. Bei
dem dabei auftretenden Vorzeichenwechsel wird zwischen einem positiven (+ — -) und
einem negativen (- — +) CoTTON-Effekt unterschieden (Abbildung 25). Dabei erfolgt die
Betrachtung ausgehend von den hdéheren zu den geringeren Wellenlangen. Je nach

ausgebildetem CD-Effekt im charakteristischen Absorptionsbereich eines Farbstoffes
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kann nach der Excition-Chiralitits-Regel®® eine Aussage iber deren ridumliche
Orientierung getroffen werden. So ldsst die Detektion eines negativen Cotton-Effekts auf
eine linksgangige und eines positiven CoTToN-Effekt auf eine rechtsgangige Anordnung
der Chromophore schlieBen. Dadurch ist durch die CD-Spektroskopie die Mdoglichkeit
gegeben, Informationen bezlglich der Struktur und Orientierung chiraler Molekile zu
erhalten. Die haufigste Anwendung findet sie als empirische Methode in der
Polypeptidchemie zur Strukturaufklarung, indem die erhaltenen Spektren mit
Referenzspektren verglichen werden. Da aber auch excitonische Kopplungen und die
Ausbildung von m-Stapeln detektiert werden kénnen, kommt sie mittlerweile immer
haufiger in der supramolekularen Chemie zum Einsatz. Auch die unterschiedlichen
Formen der DNA (A, B, und Z) kénnen mithilfe der CD-Spektroskopie unterschieden
werden. Zusitzlich kénnen strukturelle Anderungen der Aggregate durch die Einfiihrung
neuer Funktionalititen oder Molekiile in ein DNA-Gerist anhand der CD-Spektren
analysiert und charakterisiert werden. In DNA-basierten supramolekularen Systemen
kann die Chiralitdt der DNA auf die angelagerten Chromophore Ubertragen werden,
wodurch eine erfolgreiche Anlagerung bestatigt werden kann und mithilfe der
CD-Spektren Riuckschliisse auf das Anlagerungsverhalten verschiedener Molekiile
getroffen werden kénnen.

Eine weitere Spektroskopie-Methode die den zirkularen Dichroismus nutzt, stellt die
FDCD-Spektroskopie (Fluorescence-Detected Circular Dichroism) dar.®®! Diese kann zwar
lediglich fir fluoreszierende Molekile bzw. Systeme angewandt werden, bringt jedoch
gegeniber der herkdmmlichen CD-Spektroskopie den Vorteil mit sich, dass sie deutlich
sensitiver und spezifischer ist. So kénnen CD-Effekte schon bei deutlich geringeren
Konzentrationen beobachtet und auf bestimmte Molekiile zuriickgefiihrt werden, auch
wenn diese sich zwischen nicht-fluoreszierenden, aber chiralen Molekilen befinden.
Innerhalb der FDCD-Spektroskopie wird die Probe mit zirkular polarisiertem Licht einer
bestimmten Wellenlange angeregt. Fiir chirale Molekiile ergeben sich dabei je nach
Wellenldange unterschiedliche Fluoreszenzintensititen, welche in Abhangigkeit der
Wellenldange detektiert werden. Das resultierende FDCD-Spektrum entspricht also einem
CD-abhangigen Anregungsspektrum.

Wahrend innerhalb der CD- und FDCD-Spektroskopie der chirale Charakter des

Grundzustands untersucht wird, stellt die CPL-Spektroskopie (Circularly Polarized
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Luminescence) eine erganzende Methode dar, die angeregten Zustinde eines oder
mehrerer Molekiile hinsichtlich ihrer optischen Aktivitat zu untersuchen. Analog dem
CD-Effekt wird unter CPL die Intensitatsdifferenz Al von links (I.) und rechts (Ig) zirkular
polarisierter Emission einer Verbindung verstanden.® Innerhalb der CPL-Spektroskopie
erfolgt die Anregung der Probe jedoch nicht mit zirkular polarisiertem Licht, sondern es
wird gemessen, ob die Probe selbst in der Lage ist, zirkular polarisiertes Licht zu
emittieren. Dabei wird wahrend der Messung die Gesamtintensitat (I =1.—Ig) und die
Intensitatsdifferenz (Al =1.—Ir ) gleichzeitig bestimmt. Ein Mal dafiir, wie groR der
zirkular polarisierte Anteil des emittierten Lichts ist, wird durch den sogenannten
Luminiszenz-Dissymmetriefaktor gum quantifiziert. Unter diesem wird die relative
Intensitatsdifferenz zwischen rechts und links zirkular polarisierter Emission in Bezug auf

die Gesamtintensitat (2gum = 2Al/1) verstanden.

Sowohl die FDCD- als auch die CPL-Spektroskopie stellen praktische Methoden dar, um
einen fluoreszenten Chromophor in einem DNA-basierten supramolekularen System zu
untersuchen. Dabei zeichnet sich die FDCD-Spektroskopie besonders durch ihre hohe
Sensitivitat aus, um eine implizierte helikale Anordnung eines Fluorophors in einer nicht-
fluoreszierenden  Umgebung zu untersuchen. Durch  CPL-spektroskopische
Untersuchungen kann eine Aussage darliber getroffen werden, ob die angeregten
Zustande der ausgebildeten Strukturen ebenfalls optisch aktiv und somit in der Lage

sind, CPL zu erzeugen.
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I1l. ORTHOGONALE ANLAGERUNG

Nach wie vor stellt Sequenzkontrolle innerhalb DNA-templierten Selbstassemblierungen
eine Herausforderung dar. Wie bereits erwahnt, gelang WAGENKNECHT et al. erstmals eine
orthogonale Anlagerung der beiden chromophormodifizierten Nukleoside Py-DAP und
Nr-dU.™>! Innerhalb dieses Systems fand zunichst ein Energietransfer von Pyren auf
Nilrot statt, welcher sich je nach Templatsequenz und somit der Chromophorabfolge in
einer unterschiedlich ausgepragten Loschung der Emission zeigte. Mithilfe dieser
Fluoreszenzloschung konnte eine selektive, programmierbare Anlagerung nachgewiesen
und ein supramolekulares DNA-Chromophor-System generiert werden. Basierend auf
diesen Ergebnissen wurden im Rahmen dieser Arbeit DNA-Farbstoffaggregate
entwickelt, die einen gezielten Energietransfer erlauben, der die Emission steigert
anstatt zu l6schen. Daflir wurden das oben beschriebene Py-DAP-Nukleosid und das
literaturbekannte perylenmodifizierte 2"-Desoxyuridin Pe-dU®“3 100 3|s Donor-Akzeptor-

Paar eingesetzt.
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Abbildung 26: Strukturen der modifizierten Nukleosid-Konjugate Pe-dU und Py-DAP sowie die
schematische Darstellung ihrer orthogonalen Anlagerung entlang eines gemischten AT-DNA-Templates.

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die strukturellen Eigenschaften der DNA auf einen
Energietransfer zwischen Pyren und Perylen haben, erfolgte zunachst der kovalente
Einbau beider Nukleoside in DNA. Anschlieend wurde in einem nicht-kovalenten Ansatz

das Verhalten von Py-DAP und Pe-dU hinsichtlich ihrer orthogonalen Assemblierung
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entlang unterschiedlicher DNA-Template untersucht (Abbildung 26). So konnte ein
System entwickelt werden, innerhalb dessen die Energietransfer-Prozesse ebenfalls
durch die DNA-Sequenz gesteuert werden kénnen. Durch das neu gewahlte Donor-
Akzeptor-Paar konnten interessante optische Eigenschaften beobachtet und

programmiert werden.

40



Orthogonale Anlagerung

1 Kovalenter Einbau in DNA

Um zu Uberprifen ob ein effizienter Energietransfer zwischen Pyren und Perylen
innerhalb eines DNA-Duplexes stattfindet, erfolgte zunachst der kovalente Einbau von
Py-DAP und Pe-dU in DNA mittels der Phoshoramidit-Methode. Daflir musste der
Py-DAP-Phosphoramidit-Baustein Py-DAP-PA synthetisiert werden, wahrend der
Phosphoramidit-Baustein des Pe-dUs (Pe-dU-PA) kommerziell erworben wurde

(Abbildung 27).
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Py-DAP-PA Pe-dU-PA

Abbildung 27: Strukturen der beiden Phoshphoramidit-Bausteine Py-DAP-PA und Pe-dU-PA.

1.1 Synthese von Py-DAP-PA und kovalenter Einbau in DNA

Fir die Synthese des Phosphoramidit-Bausteins Py-DAP-PA wurde zunichst die
Dimethoxytrityl (DMT) -Schutzgruppe an der 5'-Hydroxygruppe der Zuckereinheit
eingefiihrt. Dabei war mit 1.5 Aquivalenten DMT-C| ein sehr geringer Umsatz des
Py-DAPs zu beobachten, was vermutlich auf eine sterische Hinderung durch die bereits
angeknlipfte Ethinylpyren-Einheit zurickzufihren ist. Weitere Ansdtze mit einer
gesteigerten Temperatur (30— 60 °C) und/oder einer Erhéhung der Aquivalente (2 —5)
lieferten ebenfalls keine zufriedenstellenden Ausbeuten. Neben einem schlechten
Umsatz konnten zusatzlich weitere Nebenprodukte beobachteten werden: zum einen
das 3'-geschiitzte und das doppelt geschiitzte Produkt. Zum anderen wurde, besonders

bei erhdhten Temperaturen, die Amino-Gruppe an der 6-Position des Purins geschiitzt.
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Aufgrund dieser Beobachtungen wurde eine alternative Syntheseroute verfolgt, bei der
zunachst die funktionellen Gruppen des Nukleosids geschiitzt wurden und erst im

Anschluss die Anknlipfung der Chromophor-Einheit erfolgte (Abbildung 28).

NH, NH, NH,
Br— f\ Br—<’ f\
fx ) R R )K/o
OH OH OH
DAP Br-DAP 1

E

B B
) NI&N o Ny o
=< || Br— f\
Q " N/)\N)k/o\ N N/)\N)K/o\
H H
DMTrO B DMTrO

OH OH

gx

Py-DAP-PA

e

Abbildung 28: Synthese des Phosphoramidit-Bausteins Py-DAP-PA. a) NBS, DMF, 0°C, 2 h, 64 %; b) 1
TMS-Cl, Pyridin, 0°C, 30 min, 2. Methoxyacetyl-Cl, Pyridin/MeCN, 0°C, 40min, 3. 28 % aq.
NHs/MeOH/THF (1/1/1), RT, 1 h, 79 %; c) 1. DMT-CI, NEts, Pyridin, RT, 4 h, 2. TMS-Cl, Pyridin, RT, 1 h, 3.
Bz-Cl, Pyridin, RT, 2 h, 3. 28 % aq. NHs, 0 °C-RT, 1 h, 28 %; d) Pd(PPhs)a, Cul, NEts, DMF, 60 °C, 3 h, 68 %, )
PA-CI, DIPEA, DCM, RT, 4 h, 71 %. Gesamtausbeute 7 %.

Nach dieser Route erfolgte die Synthese von Py-DAP-PA ausgehend vom kommerziell
erhaltlichen 2-Amino-2'-desoxyadenosin (DAP) ({ber finf Stufen mit einer
Gesamtausbeute von 7 %. Zunichst wurde, nach einer Vorschrift von ROBERT HOFSAR™®!
mit N-Bromsuccinimid (NBS) an der 8-Postion bromiert. Um Nebenreaktionen innerhalb

der Festphasensynthese zu vermeiden, mussten die Aminogruppen des Purins geschitzt
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werden. Angelehnt an SeetA et al. wurde die 2-Aminogruppe durch eine
Methoxyacetylen-Gruppe geschiitzt.l'®l Im Anschluss wurden die 5°-Hydroxygruppe der
2’-Desoxyribose und die 6-Aminogruppe des Purins in einem Syntheseschritt geschiitzt.
Dabei wurde zunachst die 5-Hydroxygruppe mit einer DMT-Schutzgruppe und nach
vollstaindigem Umsatz temporar die 3'-Position durch die Umsetzung mit
Trimethylsilylchlorid (TMS-CI) geschitzt. Fir die 6-Aminogruppe wurde die flir Adenosin
Ubliche Benzoylschutzgruppe (Bz) gewahlt. Darauf folgend wurde die TMS-Schutzgruppe
selektiv mit Ammoniumhydroxid abgespalten. Das Produkt 2 konnte in einer Ausbeute
von 28 % erhalten werden. Ethinylpyren wurde mittels einer SONOGASHIRA-Kupplung
eingefiihrt. Dabei konnte durch die Verwendung von
Tetrakis(triphenylphosphin)-palladium(0) (Pd(PPhs3)s) und Kupferiodid (Cul) als
Katalysator-System sowie einer Reaktionsfihrung bei 60 °C fiir Verbindung 3 eine
Ausbeute von 68 % erzielt werden. Die abschlieBende Umsetzung mit 2-Cyanoethyl-N,N-
diisopropylchlorophosphoramidit (PA-Cl) zum entsprechenden Phosphoramidit-Baustein

Py-DAP-PA erfolgte in einer Ausbeute von 71 %.

Die beiden Bausteine Py-DAP-PA und Pe-dU-PA wurden anschlieBend mittels

automatisierter Festphasensynthese in die in Abbildung 29 dargestellten DNA-Sequenz

eingebaut.
DNA1 5'—A-T—A-T—A-T—A-T—A-Pe-Py-T—A-T—A-T—A-T—A-T—3'
(AT) 3o 3—T—-A-T-A-T-A-T-A-T-A-T-A-T-A-T-A-T-A-T-A—5'

Abbildung 29: Pyren- und Perylen-modifizierte Sequenz DNA1 sowie der komplementarere Gegenstrang.

1.2 Spektroskopische Untersuchen von DNA1

Die zuvor synthetisierte DNA1 wurde anschlieBend mittel Absorptions- und
Fluoreszenzspektroskopie charakterisiert (Abbildung 30). Dabei konnte im
Absorptionsspektrum ein Signal im DNA-typischen Bereich von 240 — 300 nm sowie ein
breites Signal von 340 —520 nm detektiert werden, welches aus der Uberlappung der

Absorptionsbanden beider Chromophore resultiert. Basierend auf vorangegangenen
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Arbeiten ist das Signal bei 325 nm der Diaminopurin (DAP)-Einheit des Py-DAPs

zuzuordnen.[15 43]
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Abbildung 30: Absorptions- (links) und Emissionsspektren (rechts) von ssDNA1 (blau) und dsDNA1 (griin).
(2.5 uM in NaPi (10 mM) + NaCl 250 mM), Aexc = 370 nm).

Nach Hybridisierung von DNA1 mit der komplementaren (AT)i0-Sequenz konnte sowohl
ein Anstieg der Absorption bei 421 nm als auch eine bathochrome Verschiebung des
Maximums bei 476 nm auf 484 nm detektiert werden. Die Fluoreszenzspektren deuten
sowohl fiir ssDNA1 als auch fiir dsDNA1 auf einen Energietransfer vom Pyren auf das
Perylen, da nach selektiver Anregung des Pyrens (Aexc=370nm) lediglich
Perylenemission beobachtet wurde. Dies wird ebenfalls durch die Anregungsspektren

unterstitzt (vgl. Kapitel 1X.1).
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2 Selbstassemblierung von Py-DAP und Pe-dU

Angelehnt an die Arbeit von ROBERT HOFSAR wurden die beiden chromophormodifizierten
Monomere Py-DAP und Pe-dU orthogonal an DNA angelagert. Daflir wurden die
Bausteine jeweils aus einer 2mM DMSO-Stammlosung zu unterschiedlichen
DNA-Templaten gegeben, wodurch sich ein Gesamt-DMSO-Gehalt von 2 % ergab. Die
sequenzspezifische Bindung der Nukleoside wurde spektroskopisch charakterisiert.
Innerhalb der Anlagerungsexperimente wurden die Chromophor-Nukleoside in
1.5-fachem Uberschuss eingesetzt, um eine méglichst hohe Besetzung der
DNA-Template zu erreichen. Ungebundene Nukleoside wurden durch Zentrifugation

entfernt. Eine Ubersicht der verwendeten DNA-Sequenzen ist in Abbildung 31 gegeben.

A1o 5'—A-A-A-A-A-A-A-A-A-A—3' n=0
T1o 5—T-T-T-T-T-T-T-T-T-T—3' n=0
A10T10 5'—A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-T-T-T-T-T-T-T-T-T-T—3 n=1
(AATT)s 5'—A-A-T-T-A-A-T-T-A-A-T-T-A-A-T-T-A-A-T-T—3 n=9
(AT)10 5'—A-T-A-T-A-T-A-T-A-T-A-T-A-T-A-T-A-T-A-T—3 n=19
(ATTT)s 5—A-T-T-T-A-T-T-T-A-T-T-T-A-T-T-T-A-T-T-T—3 n=9

Abbildung 31: Sequenzabfolgen der verwendeten DNA-Template und deren Grenzflaichen n zwischen
Pyren und Perylen innerhalb einer Sequenz.

Zunachst wurden die Wechselwirkungen gegeniiber den Templaten Aip und Tio
untersucht, um die Selektivitdt von Pe-dU und Py-DAP aufzuzeigen und als Referenz zu
nutzen. Die dabei ausgebildeten Pe-dU/Py-DAP-Aggregate konnten jedoch nicht, wie im
Fall von Py-DAP und Nr-dU, mittels einminttiger Zentrifugation abgetrennt werden,
sondern blieben auch nach langeren Zentrifugationen in Losung. Deshalb wurde ein
weiterer Zentrifugationsschritt eingefiihrt, um Uberschiissige Monomere aus der Losung
zu entfernen und somit die Bildung von Pe-dU/Py-DAP-Aggregaten zu unterdriicken. Fir
die Anlagerungsexperimente ergab sich folgendes Protokoll: Zunachst wurde das
entsprechende DNA-Templat in wassrigem Medium vorgelegt und im Anschluss das
erste Chromophor-Nukleosid zugegeben. Dieses wurde fiir eine Stunde inkubiert und

anschlieend zentrifugiert (16000 g). Danach erfolgte die Zugabe des zweiten
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Chromophors. Nachdem erneut fiir eine Stunde inkubiert wurde, wurde die Probe fir
weitere 10 min zentrifugiert (16000 g). Die Zugabe der Reihenfolge von Py-DAP und
Pe-dU spielte dabei keine Rolle, es unterschied sich lediglich die Zentrifugationsdauer
zwischen den einzelnen Schritten (Pe-dU 10 min; Py-DAP 40 min). Im Folgenden werden
die Ergebnisse anhand des in Abbildung 32 dargestellten Beispiels erlautert, die

erganzenden Spektren sind dem Anhang zu entnehmen (vgl. Kapitel IX.1).
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Abbildung 32: Schematische Darstellung des verwendeten Protokolls zur orthogonalen Anlagerung von
Pe-dU und Py-DAP. Die Abbildung wurde zuvor publiziert.[1%

Die Anlagerungen wurden zunachst mithilfe der Absorptionsspektroskopie untersucht.
Die Absorptionsbanden der beiden Chromophore Uberlappen weitgehend (Abbildung
33), jedoch zeigte sich durch die Anlagerung an Aio und Tio ein charakteristisches Signal
flir Py-DAP bei 383 nm und bei 497 nm fiir Pe-dU. Als Referenzmessungen erfolgten die
Assemblierungen entlang Ao und Tip zundchst jeweils nur mit einem Monomer und
anschlieffend in Anwesenheit beider Nukleoside. Die Anlagerungsexperimente an das
Ti0-Templat zeigen eine selektive Bindung des Py-DAPs (Abbildung 33, links). Wéahrend
in den Experimenten mit Pe-dU keine Absorption im Chromophorbereich detektiert
wurde, ist flr Py-DAP eine deutliche Absorptionsbande bei 383 nm zu erkennen. Auch in
Anwesenheit beider Chromophor-Nukleoside konnte bei 497 nm nahezu kein Signal

detektiert werden, wodurch davon ausgegangen werden kann, dass Pe-dU durch den

46



Orthogonale Anlagerung

Zentrifugationsschritt groRtenteils abgetrennt wurde. Dementgegen zeigen die
Anlagerungsexperimente entlang des Ajo-Templats auch nach Zugabe des nicht-
komplementaren Py-DAPs eine deutliche Absorption bei 383 nm (Abbildung 33, rechts).
Dabei fallt auf, dass sich die Feinstruktur von Py-DAP in Anwesenheit von A1 deutlich

von der Probe mit T1o unterscheidet.
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Abbildung 33: Absorptionsspektren der Selbstassemblierung von Pe-dU und Py-DAP entlang Tio (links)
und Aio (rechts) sowie ohne DNA in Wasser + 2% DMSO (1.5 pM DNA + jeweils 15 Aqg. Nukleosid). Die
Abbildung wurde zuvor publiziert.[*9?]

Bei der Selbstassemblierung handelt es sich um ein Gleichgewicht zwischen gebundenen
und ungebundenen Monomeren, weshalb davon ausgegangen werden muss, dass sich
auch freie Monomere in Losung halten kénnen. Dadurch kénnen Fehlpaarungen
zwischen einem Nukleosid und dessen nicht-komplementdaren Strang sowie
Wechselwirkungen zwischen den Monomeren selbst nicht vollstandig ausgeschlossen
werden. Da der Hauptanteil an Uberschissigen freien Pe-dU-Nukleosiden hier jedoch
abzentrifugiert wurde, ist die Ausbildung von Pe-dU/Py-DAP-Aggregaten sehr
unwahrscheinlich. Zusatzlich wurde ohne DNA (graue Kurve) eine deutliche hohere
Absorption fiir Pyren beobachtet als mit Ao (griine Kurve). Vermutlich fallt Py-DAP in
Anwesenheit des nicht-komplementaren Ajo-Templats, infolge der gesteigerten Polaritat
der Umgebung, aus. Trotzdem konnte Py-DAP, aufgrund der erhéhten Loslichkeit durch
die zwei Aminogruppen, nicht vollstindig abgetrennt werden. Die Experimente ohne
DNA zeigen die gleiche Absorption wie Py-DAP mit Aip. Dadurch kann angenommen

werden, dass keine Wechselwirkung zwischen Py-DAP und Ajp stattfindet, sondern sich
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aufgrund der guten Loslichkeit von Py-DAP Chromophor-Aggregate bilden, die neben
der DNA in Losung vorliegen. Diese Vermutungen konnten zusatzlich durch
Loslichkeitsstudien bestatigt werden. Dabei ergab sich fir Py-DAP eine maximale

Konzentration von 540 uM und fiir Pe-dU eine von 40 uM.

Um die Selektivitdit in Anwesenheit beider Nukleoside und den Einfluss der
Templatsequenz hinsichtlich des Energietransfers zu untersuchen, wurde die
Selbstassemblierung entlang der gemischten DNA-Template A1oT10, (AATT)s, (ATTT)s und
(AT)10 untersucht (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Absorptionsspektren der gemischten Aggregate von Pe-dU und Py-DAP mit den
DNA-Templaten AioT10, (AATT)s, (AT)10 und (ATTT)s (rechts). (1.5 uM DNA) in Wasser + 2 % DMSO). Die
Abbildung wurde zuvor publiziert.[*9?]

Dabei wurden die Sequenzen so gewahlt, dass die Anzahl der Grenzflachen zwischen den
Chromophoren zunimmt wahrend die Linge der Py-DAP-T- und Pe-dU-A-Abfolgen
abnimmt. Besonders auffallig dabei ist, dass die Absorptionen im charakteristischen
Pyrenbereich (383 nm) bei den Anlagerungen an AigTio, (AATT)s und (AT)io nahezu
identisch sind. Alle drei Strange verfiigen Uber zehn Bindungsstellen fiir Pe-dU und zehn
Bindungsstellen fiir Py-DAP. Da die Absorption bei 383 nm die gleiche Intensitat
aufweist, kann davon ausgegangen werden, dass nach der Zentrifugation in allen drei
Proben gleich viele Bindungsstellen mit Py-DAP besetzt waren. Gleichzeitig fallt auf, dass

das Signal bei 497 nm im Fall von (AT)1o und (AATT)s intensiver ist als bei A1pT10 und Ajo.
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Die Bindung von Pe-dU als Monomer ((AT)10) oder Dimer ((AATT)s) an das Templat ist
vermutlich starker, da sie durch die benachbarten Pyrene stabilisiert wird, wodurch eine
erhohte Absorption resultiert. Zusatzlich bestatigt die gesteigerte Absorption im
Pyrenbereich und die verringerte Absorption im Perylenbereich innerhalb der
Assemblierung entlang des (ATTT)s-Templats fir die spezifische Bindung der Nukleosid-

Konjugate.

Die Emissionsspektren weisen ebenfalls auf eine sequenzsspezifische Analgerung hin.
Dabei erfolgte die Anregung aller gemischten Aggregate mit der selektiven Wellenlange
des Pyrens (370 nm). Nahezu alle Proben zeigen eine Perylenfluoreszenz mit den
Maxima bei 503 nm und 537 nm, obwohl fir die reinen Pe-dU/A;o-Aggregate keine

Emission detektiert werden konnte (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Emissionsspektren der Pe-dU/Py-DAP-Aggregate in Abwesenheit der DNA und entlang der
DNA-Template Tio, A1o, A1oT10, (AT)10, (AATT)5 und (ATTT)s. (1.5uM DNA in Wasser + 2 % DMSO,
Aexc = 370 nm) sowie ein Foto der assemblierten Proben. Die Abbildung wurde zuvor publiziert.[2

Demnach ist davon auszugehen, dass in den gemischten Aggregaten ein Energietransfer
von Pyren auf Perylen stattfindet. Die Assemblierung entlang des Tio-Templats sollte
lediglich Pyrenemission zeigen, jedoch wurde auch hier ein geringes Perylensignal
detektiert. Die Anwesenheit von freien Pe-dU-Nukleosiden wurde bereits zuvor in den
Absorptionsspektren beobachtet. Entweder handelt es sich um Fehlpaarungen entlang

des DNA-Templats entgegen der kanonischen Basenpaarung oder einem Energietransfer
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zwischen Py-DAP/Tio-Aggregaten auf restlich geloste Pe-dU-Monomere. Genauere
Untersuchungen der Wechelswirkung zwischen Pe-dU und Py-DAP ergaben, dass
innerhalb eines -Aggregats ohne DNA kein effizienter Energietransfer ablauft. Demnach
liegt vermutlich ein geringer Anteil an Pe-dU wieder gelost vor, welcher sich fiir einen
Energietransfer eignet. Verglichen mit den Signalintensititen der anderen DNA-
Template, kann davon ausgegangen werden, dass die Anzahl der Fehlpaarungen oder
des freien Pe-dUs sehr gering ist. Die Assemblierung entlang des Aip-Templats zeigt
nahezu keine Emission, obwohl eine Absorption bei 383 nm sowie bei 497 nm
beobachtet wurde. Die geloschte Fluoreszenz kann darin begriindet sein, dass Pe-dU am
Templatstrang gebunden ist und Py-DAP frei in Losung vorliegt. Vermutlich wird die
Emission von freiem Py-DAP gel6scht, wahrend dessen freies Pe-dU in Lage ist zu

emittieren. Dies wirde ebenfalls die Emission der Tio-Probe erklaren.

Im Fall der gemischten DNA-Template nimmt die Intensitat der Emission mit steigender
Anzahl der Grenzflachen n (Abbildung 31) zwischen Pe-dU und Py-DAP zu. So wurde bei
n =19 (ATio) die starkste Emission beobachtet, welche Gber n =9 (AATT) s bis zu n=1
(A10T10) weiter abnimmt, obwohl in allen Templaten die gleiche Menge Farbstoff
gebunden ist. Auffallig ist, dass (ATTT)s, obwohl weniger Pe-dU (Akzeptor) gebunden
wird, die gleiche Fluoreszenzintensitat wie flir A1pT10 zeigt. Dies kann auf die erhohte
Anzahl der Grenzflachen zwischen den Chromophoren zuriickgefiihrt werden und starkt
erneut die Annahme einer spezifischen Anlagerung der Nukleoside. Basierend auf diesen
Ergebnissen ist davon auszugehen, dass der Energietransfer und somit die
Emissionsintensitat der gemischten Aggregate durch die Sequenzabfolge des DNA-
Templats bestimmt wird, wodurch sich deren optische Eigenschaften vorhersagen und

anwendungsspezifisch programmieren lassen.

Um die Struktur der gemischten Aggregate besser verstehen zu kénnen wurden die
DNA-Farbstoff-Aggregate  zusatzlich mittels CD-Spektroskopie untersucht. Die
Assemblierung von Py-DAP entlang des Tio-Templats zeigt eine starke excitonische
Kopplung im Pyrenbereich (Abbildung 36, links). Aufgrund der positiven Elliptizitat bei
409 nm, dem Nulldurchgang bei 385 nm und dem darauffolgenden negativen Signal bei
396 nm ist anzunehmen, dass die Chiralitdat des DNA-Templats erfolgreich auf die

Chromophore libertragen wurde und von einer rechtsgangigen helikalen Anordnung der
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Chromophorstapel ausgegangen werden kann. Auffallig ist, dass fir die Probe ohne
DNA, trotz hoher Absorption, kein CoTTON-Effekt detektiert wurde, wodurch eine
helikale Anordnung der Chromophore ausgeschlossen werden kann. Gleichzeitig zeigt
das CD-Signal von Py-DAP mit Aip einen abgeschwachten, aber identischen
Kurvenverlauf wie die Probe ohne DNA. Dadurch kann die auf den Absorptionsspektren
basierende Annahme, dass die Py-DAP-Nukleoside ungebunden neben dem nicht-
komplementarem A1o-Strang in Losung vorliegen, nochmals bestatigt werden (Abbildung
36, rechts). Generell zeigen die Proben mit Ao lediglich sehr schwache CD-Effekte.
Insbesondere die Anlagerung von Pe-dU alleine lieferte nahezu kein Signal, was eine
schlechte excitonische Kopplung zwischen den Perylen-Einheiten vermuten I3dsst.
Dahingegen konnte in Anwesenheit beider Nukleoside und Aio ein Nulldurchgang bei
403 nm detektiert werden. Auch wenn dies auf eine regelmalige Stapelwechselwirkung
zwischen Py-DAP und Aip deutet, konnte diese bereits durch die Absorptions- und

Emissionsspektren ausgeschlossen werden.

25+ — =T, +Py-DAP 10+ A, + Py-DAP
204 ,\ Ty + Pe-dU 3 A,y + Pe-dU
] »\ = T,, + Py-DAP + Pe-dU A, + Py-DAP + Pe-dU
159 / Py-DAP + Pe-dU 6 ——— Py-DAP + Pe-dU
oo oo
g g
S €
~ ~
@ <) 2
0+ R
24
'15 T T T T T 1 ‘4 T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600 300 350 400 450 500 550 600
A/ nm A/nm

Abbildung 36: CD-Spektren der Selbstassemblierung von Pe-dU und Py-DAP entlang Tio (links) und A1
(rechts) sowie ohne DNA (graue Kurve) in Wasser + 2 % DMSO (1.5 uM DNA). Die Abbildung wurde zuvor
publiziert.1?

Allgemein lasst sich sagen, dass die excitonische Wechselwirkung zwischen
benachbarten Pyrenen deutlich starker ist als die der Perylen-Farbstoffe und der
CD-Effekt hauptsachlich aus den Pyren-Einheiten resultiert. Demnach zeigen alle
gemischten Pe-dU/Py-DAP-Aggregate unterschiedlich stark ausgepragte CD-Signale.

Diese nehmen mit steigender Anzahl an benachbarten Pyren-Einheiten zu, wodurch eine
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sequenzspezifische Anlagerung erneut bestatigt wird (Abbildung 37). Zudem konnte in
allen gemischten Aggregaten die rechtsgangige Orientierung der DNA auf die
Chromophorstapel libertragen werden, was an einen positiven COTTON-Effekt mit bei
400 nm zu erkennen ist. Verglichen mit dem CD-Spektrum des reinen Py-DAP-Tio-
Aggregats ist der Nulldurchgang der gemischten Aggregate rotverschoben, in Richtung
Perylen-Absorption. Dies bestdtigt die helikale Anordnung der Perylen-Farbstoffe, trotz
derer schwach ausgepragten excitonischen Kopplung. Auch die gesteigerten Signale bei
420 nm in mit (AT)10 und (AATT)s kraftigen die Annahme, dass die Perylen-Farbstoffe als
Monomere bzw. Dimere zwischen den Pyrenen starker gebunden und in eine

gesteigerte helikale Verdrehung gezwungen werden.

20 — Ty
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104 © o (AT)y,
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@ K= \:a. f/
S (ATTT),
-104 ——— Py-DAP + Pe-dU
-20 T T T T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600
A/ nm

Abbildung 37: CD-Spektren der gemischten Pe-dU/Py-DAP-Aggregate in Abwesenheit der DNA und
entlang der DNA-Template (1.5 uM) T1o, A1o, A10T10, (AT)10, (AATT)s und (ATTT)s in Wasser + 2 % DMSO. Die
Abbildung wurde zuvor publiziert.[*9?]

Es kann also davon ausgegangen werden, dass die Aggregate sich aufgrund der
unterschiedlichen Chromophorabfolgen strukturell voneinander unterscheiden. Das
CD-Spektrum der Assemblierung entlang des (AT)io-Templats zeigt insgesamt das
geringste Signal. Zusatzlich kann ein weiterer Nulldurchgang bei 326 nm detektiert
werden, welcher im Absorptionsbereich des Diamopurins (DAP) liegt und somit auf eine
excitonische Kopplung der Nukleobasen der Py-DAP-Nukleoside schliefen ldsst. Denkbar
ware, dass die Umstrukturierung der Farbstoffe innerhalb des (AT)i0-Aggregats eine

starker ausgepragten helikalen Orientierung der DAP-Einheiten erzwingt, wodurch
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deren excitonische Kopplung gesteigert wird. Die Assemblierung entlang des
AioT10-Templats zeigt im Perylenbereich ebenfalls ein gesteigertes Signal. Dies deutet
darauf hin, dass der stabil ausgebildete Pyrenstapel die Struktur des Aggregats vorgibt
und die Perylene auch entlang des AigTio-Templats in eine Orientierung zwingt, die ihre
excitionische Kopplung begiinstigt. Das starkste Signal konnte aufgrund des hochsten
Pyrengehaltes im Fall des (ATTT)s-Templats detektiert werden. Insgesamt konnte durch
die erhaltenen CD-Spektren die orthogonale Assemblierung von Pe-dU und Py-DAP
sowie der Einfluss der Chromophore auf den strukturellen Aufbau der Aggregate

aufgezeigt werden.

Neben der CD-Spektroskopie eignet sich die FDCD-Spektroskopie, um die chirale
Orientierung fluoreszenter Proben zu untersuchen. Dabei hdangen die FDCD-Spektren
stark von der Emissionsintensitdit ab und eignen sich somit vor allem fir die

Charakterisierung der gemischten DNA-Template.
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— Ty

60 - Ay,

504~ “Awlo
qu)o o (AT)IO
2 404- = (AATT); v e,
< . .
8 30-
a
[N

20 -

10 A

0

T T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500
A/ nm

Abbildung 38: CD- (links) und FDCD-Spektren (rechts) der Pe-dU/Py-DAP-Aggregate in Abwesenheit der
DNA und entlang der DNA-Template Tio, A1o, A10T10, (AT)10, (AATT)s und (ATTT)s. (1.5 M DNA in Wasser +
2% DMSO, Aexc = 370 nm).

Die erhaltenen FDCD-Spektren kénnen als CD-abhangige Anregungsspektren verstanden
werden, wodurch Aussagen beziliglich des CD-Beitrags eines bestimmten Molekiils
getroffen werden kdnnen. Fir die Anlagerung entlang Ao wurde somit, wie erwartet,
kein Signal detektiert (Abbildung 38). Zudem zeigen die Proben ohne DNA ebenfalls kein

Signal, obwohl zuvor Absorption und Emissiondetektiert wurde. Dies unterstiitzt die
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Annahme, dass die Pe-dU/Py-DAP-Paare keine chiralen Aggregate ausbilden. Die
Assemblierung entlang des Tio-Templats zeigt deutlich, dass lediglich Py-DAP gebunden
ist, da ausschlieflich im Pyrenbereich ein Signal detektiert wurde. Die FDCD-Spektren
der gemischten DNA-Strange zeigen ebenfalls den Trend der gesteigerten
Signalintensitdat mit zunehmender Anzahl der Grenzflichen zwischen den
Chromophoren. Demnach verfiigt das gemischte (AT)10-Aggregat (iber das Signal mit der
starksten Intensitdt. Zudem fallt innerhalb dieses Aggregats auch hier ein verstarktes
Signal im Bereich der DAP-Einheit auf, wodurch die Annahme, dass die Nukleobasen
aufgrund der Templatsequenz in eine starker ausgepradgte helikale Anordnung
gezwungen werden, nochmals gestiitzt wird. Des Weiteren kann durch das im
Perylenbereich erhohte Signal im Fall der (AT)io-, (AATT)s- und AioT10-Aggregate die
Annahme, dass die Perylen-Farbstoffe innerhalb dieser Sequenzen einen gesteigerten

helikalen Charakter aufweisen, nochmals bekraftigt werden.

Alle gemischten fluoreszenten = DNA-Aggregate wurden zusatzlich  mittels
CPL-Spektroskopie unter Anleitung von DR. JACOPO TESSAROLO und LUKAS STRATMANN

(Arbeitgruppe DR. GUIDO CLEVER TU Dortmund) untersucht.

6 -
sl _I Templat | Npy  gum-1073
10
< 4r —ApTo
S 3t (AT)yo Tao 20 1.4
2 2+ (AATT),
1 (ATTT), Tio 10 1.3
0
1 A10T10 10 0.5
(ATTT)s 3 1.2
(AATT)s 2 0.8
(AT)10 1 0.1
00 ~ T T T 1
450 500 550 600 650
A/nm

Abbildung 39: Tabellarische Zusammenfassung der erhaltenen gum-Werte der unterschiedlichen
Template. Zur Veranschaulichung sind ebenfalls die Anzahl Npy an benachbarten Pyrenen innerhalb des
entsprechenden Templats aufgelistet (rechts). Emissions- und CPL-Spektren der Pe-dU/Py-DAP-Aggregate
in Abwesenheit der DNA und entlang der DNA-Template Tio, A1o, A10T10, (AT)10, (AATT)s und (ATTT)s.
(1.5 uM DNA in Wasser + 2 % DMSO, Aexc = 370 nm) (links).
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Dabei zeigen alle Aggregate einen CPL-Effekt, jedoch war dieser generell sehr schwach
ausgepragt (Abbildung 39). Ubereinstimmend mit den CD-Spektren wurde das
intensivste CPL-Signal im Fall der reinen Tn,-Templatstrangen (n=10,20) detektiert,
welches mit abnehmender Anzahl an benachbarten Pyren-Farbstoffen Npy schwacher
wird. Dabei zeigt das (AT)io-Aggregat, trotz der intensivsten Emission, analog den
CD-Spektren das schwachste CPL-Signal mit dem geringsten guum-Faktor. AuRerdem stellt
auch hier das A1pT10-Aggregat eine Ausnahme dar: trotz einer Pyren-Blocklange von zehn
aufeinanderfolgenden Farbstoffen, wurde das zweit schwachste CPL-Signal detektiert.
Dies stitzt die zuvor getroffene Annahme, dass der Einfluss des Pe-dUs auf die Chiralitat
der gemischten Aggregate lediglich sehr gering ist, da dieses der helikalen Orientierung
der Pyren-Konjugate entgegenwirkt. Sowohl der CD- als auch der CPL-Effekt basieren
nach der Assemblierung beider chromophormodifizierter Nukleoside vermutlich auf der
Wechselwirkung der Pyren-Farbstoffe. Dabei kann zwar die Chiralitat des DNA-Templats
auf die assemblierten Nukleoside und deren angekniipften Chromophore (ibertragen
werden, die Stabilisierung und letztendliche strukturelle Orientierung ist jedoch auf die
Pyrene zurlickzuflihren. Bei Betrachtung des guum-Faktors fallt auf, dass dieser ab einer
Anzahl von drei benachbarten Pyren-Einheiten kaum noch zunimmt und in eine Art
Sattigung ibergeht (Abbildung 39, rechts).

Zusatzlich fallt auf, dass im Fall des reinen To-Templats die Verschiebung des CPL-Signals
nicht mit der des Emissionsmaximums lUbereinstimmt, sondern hypsochrom verschoben
ist. Wahrend das CPL-Signal stets bei 505nm detektiert wurde, lag das
Emissonsmaximum der T2-Probe bei 534 nm. Nach vorangegangenen Untersuchungen
von DNA-Py-DAP-Aggregaten, kann dieses Emissionsmaximum Pyren-Excimeren
zugeordnet werden.[*®! Demnach resultiert das CPL-Signal nicht aus der Ausbildung von
Excimeren, sondern muss auf anderen Wechselwirkungen bzw. Effekten der angeregten
Zustinde basieren. Das Signal wurde eher im Bereich der beobachteten Dimer-
Fluoreszenz detektiert. Um nachzuweisen, ob das CPL-Signal tatsachlich auf die
Ausbildung von Pyren-Dimeren zurilickzufiihren ist, wurden zusatzliche CPL-Messungen
durchgefiihrt, die zum einen kein Pe-dU enthalten und zum anderen keine DNA
(Abbildung 40). Den erhaltenen Spektren ist zu entnehmen, dass Py-DAP auch in
Abwesenheit von DNA einen CPL-Effekt mit einem gum-Faktor von 0,9*103 aufweist.

Verglichen mit den Proben, die DNA enthalten, ist das Signal jedoch bathochrom
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verschoben, wodurch sich ein Einfluss der DNA auf das CPL-Signal zeigt. Zusatzlich
konnte fiir die Assemblierung von Py-DAP entlang des (AATT)s-Templats in Abwesenheit

von Pe-dU ein gum-Faktor von 1,0%¥103 ermittelt werden.

5r = T,, + Py-DAP
4+ (AATT); + Pe-dU + Py-DAP
. 3 — (AATT); + Py-DAP
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Abbildung 40: CPL-Spektren von Py-DAP und dessen Assemblierung entlang eines Tx- und eines
(AATT)s-Templats in An- und Abwesenheit von Pe-dU in Wasser + 2 % DMSO (1.5 pM DNA; Aexc = 370 nm).

Dieser ist hoher als der Wert der gemischten Aggregate mit den benachbarten
Perylen-Blocken und bestétigt erneut die Annahme, dass die Anwesenheit von Perylen
die Orientierung und Kopplung der Pyrene negativ beeinflusst. Trotzdem ist er im
Vergleich zum gum-Wert der Probe mit dem Tio-Templat (gum = 1,3*103) geringer,
obwohl die gleiche Anzahl an Py DAP-Nukleosiden gebunden sein sollte. Vermutlich
kann sich durch die Halbbesetzung von (AATT)s keine optimale Helix ausbilden, wodurch
die Pyrene nicht in eine Verdrehung gezwungen werden, sondern sich eher parallel
anordnen und somit das Signal herabgesetzt wird. Demnach kann die Ausbildung des
CPL-Effekts nicht eindeutig auf die Dimer-Ausbildung zuriickzufiihren sein, sondern es
miissen andere ablaufende Prozesse bericksichtigt werden, die anhand der Spektren
jedoch nicht aufgeklart werden konnen. Des Weiteren fiel im Rahmen der CPL-
Messungen auf, dass die Emissionsintensitat aller Proben wahrend der dauerhaften
Anregung drastisch abnahm (Abbildung 41 + Kapitel IX.1). Diese Fluoreszenzanderungen
kdonnen zum einen auf photochemische Reaktionen innerhalb eines oder mehrerer

Molekile zurlickzufiihren sein. Gemessene Absorptionsspektren nach den Messungen
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wiesen keine Anderungen auf, die dies belegen. Zum anderen sind strukturelle
Anderungen der Aggregate und somit Orientierungen der Farbstoffe durch die
zugefiihrte Energie denkbar, wodurch die Emission geloscht wird. Diese Beobachtungen
konnen mit den aktuellen Ergebnissen jedoch nicht vollstandig erklart werden, weshalb

es weitergehenden Untersuchungen bedarf.

104 (AATT), + Py-DAP + Pe-dU

0.9 1 1
0.8 2-59
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Abbildung 41: Exemplarisch gewahlte Emissionsspektren der Assemblierung von Py-DAP und Pe-dU
entlang eines (AATT)s-Templats. (Wasser + 2 % DMSO; 1.5 UM DNA; Aexc = 370 nm, 60 Akkumulationen).

Zusammenfassend konnte die sequenzspezifische Assemblierung der
chromophormodifizierten Nukleoside Py-DAP und Pe-dU nachgewiesen werden. Durch
die Kombination dieses Donor-Akzeptor-Paares konnten funktionale DNA-
Farbstoffaggregate mit interessanten, programmierbaren optischen Eigenschaften
generiert werden. Insbesondere die Kontrolle liber die Emissionsintensitaten der

Chromophore ist im Bereich der Materialwissenschaften von groBem Interesse.

«
C b, =371nm

Abbildung 42: Schematische Darstellung der sequenzkontrollierten Anlagerung von Py-DAP und Pe-dU
entlang eines gemischten AT-Templats und des daraus resultierenden Energietransfers von Pyren auf
Perylen bei einer selektiven Anregung des Pyrens bei 371 nm. 12
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3 Zusammenfassung

In diesem Kapitel der vorliegenden Arbeit sollte aus dem Energietransferpaar Pyren
(Donor) und Perylen (Akzeptor)  ein DNA-basiertes  supramolekulares
Multichromophorsystem entwickelt werden. Dafir wurden die literaturbekannten
chromophormodifizierten Nukleoside Py-DAP und Pe-dU zundchst mittels
automatisierter Festphasensynthese kovalent in DNA eingebaut. Der bendtigte Py-DAP-
Phoshoramidit-Baustein Py-DAP-PA wurde Uber eine flinfstufige Syntheseroute
dargestellt und anschlieBend gemeinsam mit dem kommerziell erhéltlichen Pe-dU-PA in
eine DNA-Sequenz eingebaut. Spektroskopische Untersuchungen zeigten, dass sowohl
im DNA-Einzelstrang als auch im Doppelstrang bei selektiver Anregung des Pyrens bei
370 nm ein Energietransfer von Pyren auf Perylen ablauft. Da die DNA-Synthese bereits
nach dem Einbau von zwei Chromophor-modifizierten Nukleosiden vollstandig einbrach,
zeigte sich nochmal deutlich der Vorteil von supramolekularen gegeniiber kovalenten
Ansdtzen zur Generierung solcher multichomophorer Systeme. Zudem war die zuvor
notwendige Synthese von Py-DAP-PA sehr zeitaufwandig und verlief mit einer geringen

Gesamtausbeute von 7 %.

chromophormodifizierte Pe-dU + Py-DAP EnT-Paar
Nukleoside

e T AT
sequenzspezifische 2 (AT)10 steuerbare

Anlagerung VA VAN VA VAN optische Eigenschaften

A\ I,
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Abbildung 43: Zusammenfassende Darstellung des Konzepts der orthogonalen Anlagerung an DNA sowie
interessante erhaltene optische Eigenschaften.

AnschlieBend wurde das Energietransfer-Paar hinsichtlich der orthogonalen
Assemblierung entlang unterschiedlicher DNA-Sequenzen untersucht. Durch die

selektive Bindung von Py-DAP an Thymidin sowie Pe-dU an Adenosin, konnte ein
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supramolekulares System generiert werden, dessen optische Eigenschaften mithilfe der
DNA-Sequenz gesteuert werden kann. Durch unterschiedliche Abfolgen der
Chromophore entlang der Template, konnten die ablaufenden Energietransferprozesse
zwischen Pyren und Perylen kontrolliert und somit die Emissionsintensitaten gezielt
eingestellt werden. Dabei zeigte das (AT)io-Templat mit den meisten Grenzflachen (19)
zwischen den Chromophoren die starkste Fluoreszenz und die T,-Template (n =10, 20)
den starksten CPL-Effekt. Der Nachweis der sequenzkontrollierten Anlagerung erfolgte
zunadchst mit Absorptions- und Emissionsspektroskopie. Um weitere Einblicke in die
strukturelle Zusammensetzung der erhaltenen DNA-Farbstoffaggregate zu erhalten,
wurden CD-, FDCD- und CPL-Messungen durchgefiihrt. Mithilfe dieser chirooptischen
Spektroskopiemethoden konnte nachgewiesen werden, dass der chirale Charakter der
DNA auf die ausgebildeten Chromophorstapel Gbertragen wurde. Zuséatzlich konnte fir
alle Aggregate ein CPL-Effekt nachgewiesen werden. Dabei hat sich gezeigt, dass der
konjugierte Farbstoff die ausgebildeten Strukturen enorm beeinflusst. Wahrend Pyren
eine stark helikale Stapelung entlang des DNA-Templats begiinstigt, wirkt Perylen dem

eher entgegen.
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IV. FULLEREN-DNA-AGGREGATE

Fullerene weisen sehr interessante elektrochemische Eigenschaften auf, weshalb deren
Einsatz in der organischen Elektronik von groflem Interesse ist. Besonders vertreten sind
Fullerene in der organischen Photovoltaik. Dort werden sie oftmals als Elektronen-
Akzeptoren eingesetzt, um einen ladungsgetrennten Zustand zu erzeugen. Im Jahr 2015
gelang es WAGENKNECHT et al., ein DNA-basiertes Lichtsammelsystem zu generieren,
indem sie ein Ceo-Fulleren kovalent an einen Aj-Templatstrang knipften und
chromophormodifizierte Nukleoside daran assemblierten. Dabei konnte ein
Elektronentransfer von den Farbstoffen auf das Fulleren festgestellt werden. Im
Anschluss wurde dieses System als aktive Schicht in eine organische Solarzelle
eingebracht.l*®l Zur Weiterentwicklung solcher Systeme wurden in dieser Arbeit
Fullerenderivate hergestellt, welche zusammen mit DNA-Farbstoff-Aggregaten ein

supramolekulares Donor-Akzeptor-System bilden.

Abbildung 44: Strukturen der Fulleren-Konjugate Cso-dU2 und Ceo-Pyr.

In Kapitel 1.3 wurden bereits einige Fullerenderivate beschrieben, die mit DNA
wechselwirken kénnen. Dabei lag der Fokus bisher eher auf elektrostatischen und
hydrophoben Wechselwirkungen, wobei zusatzlich eine Interaktion tGber die Ausbildung
von Wasserstoffbriicken beobachtet werden konnte. Derzeit sind allerdings noch keine
Fulleren-Derivate in der Literatur beschrieben, welche die WATSON-CRICK-Basenpaarung
zur Assemblierung nutzen. Aufgrund dessen wurde ein Ceo-Fulleren mit
2’-Desoxyuridinen modifiziert und dessen Assemblierungsverhalten entlang DNA
untersucht (Abbildung 44). Weitere Anlagerungsstudien erfolgten mit dem

literaturbekannten Fulleren-Derivat Ceo-Pyr, um die unterschiedlichen Bindungsmotive
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miteinander zu vergleichen. Beide Fulleren-Derivate Ceo-Pyr und Ceo-dU> wurden
anschlieBend hinsichtlich  ihrer Anwendung als Elektronenakzeptoren in

DNA-Farbstoff-Aggregaten untersucht.
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1 Synthese

Die Synthese des Fullerennukleosids Ceo-dU> erfolgte in einer siebenstufigen Route
ausgehend von kommerziell erhéltlichem 3-Chloropropan-1-ol (4) (Abbildung 45). Dieses

wurde zunachst mit Natriumazid quantitativ zum Azid 5 umgesetzt.

HO "ql > HO/\/\N3 - NB/\/\OMO/\/\Ng _
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Abbildung 45: Syntheseroute des Fulleren-Nukleosid-Konjugats Cso-dU2: a) NaNs, H20, reflux, 16 h, quant.
b) Malonylchlorid, EtsN, DCM, 0 °C,1 h, RT, 12 h, 64 %. c) 1. TMS-Acetylen, Pd(PPhs)s, Cul, MeCN, 40 °C,
4h. 2. KF, THF/MeOH, RT, 1 h, 65%. d) TBDMS-CI, Imidazol, DMF, RT, 16 h, 94 %. e) NaAsc, TBTA,
Cu(MeCN)4PFs, DCM/DMF, RT, 16 h, 92 %, f) Ceo, DBU, Iz, Toluol, RT, 16 h, 26 %. g) EtsN-3 HF, DMF, RT,
16 h, 75 %. Gesamtausbeute 7 %. Die Synthese wurde bereits publiziert.!*%3!
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Angelehnt an eine Synthesevorschrift von HEsse et al. wurde das Diazid 6 durch die
Umsetzung von 5 mit Malonylchlorid in einer Ausbeute von 64 % erhalten.'® Um das
Diazid 6 in einer Click-Reaktion weiter umzusetzen, wurde 5-lodo-2"-desoxyuridin (I-dU)
mittels einer SONOGASHIRA-Kupplung an der 5-Position mit einer Acetylengruppe
funktionalisiert (7). Nach der Schitzung der 3’- und 5’-Hydroxygruppen mit tert-
Butyldimethylsilychlorid (TBDMS-Cl) wurde 8 mit dem Diazid 6 in einer Click-Reaktion
zum geschutzten Dinukleosid 9a umgesetzt. Dabei wurde 9a in einer Ausbeute von 92 %
erhalten. Durch die Einflihrung der TBDMS-Gruppen konnte die Loslichkeit des
Nukleosids 8 sowie die des Click-Produkts 9a gesteigert werden, wodurch deutlich
hohere Ausbeuten der Click-Reaktion erhalten wurden. Die direkte Umsetzung von
Acetylen-dU 7 mit dem Diazid 6 lieferte das entsprechende Click-Produkt 9b lediglich in
einer Ausbeute von 24 %, welches zudem in der nachfolgenden Reaktion keinen Umsatz

zeigte.

Im nachsten Schritt erfolgte die Addition des Nukleosids 9a an ein Ceo-Fulleren mittels
einer BINGEL-Reaktion unter Verwendung von 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU)
als Base und lod als Halogenierungsmittel. Die Ausbeuten fiir das Fulleren-Addukt 10
variierten sehr stark (2-26 %). Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass bis zu sechs
Additionen an einem Fulleren ablaufen kdénnen, welche nicht unterdriickt werden
konnten. Aus diesem Grund konnten die Ausbeuten durch Temperaturerhéhung
(30 - 50 °C) oder langeren Reaktionslaufzeiten (24 - 72 h) nicht gesteigert werden. Neben
lod in Toluol wurden auch Tetrabrommethan (CBrs) als Halogenierungsreagenz sowie
Chlortoluol als Lésungsmittel getestet, wodurch jedoch keine héheren Ausbeuten erzielt

werden konnten.

Die anschlieBende Entschiitzung der 3°- und 5’-Hydroxygruppen von 10 mit
Triethylamintrihydrofluorid (EtsN-3 HF) und lieferte das gewiinschte Produkt in einer

Ausbeute von 75 %. Die Gesamtausbeute der Syntheseroute lag bei 7 %.
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2 Optische Charakterisierung der Fulleren-Konjugate

Das neu synthetisierte Ceo-dU> und das nach CAsstL et al. synthetisierte Cgo-Pyr!®®!

wurden zunachst mittels Absorptions- und CD-Spektroskopie optisch charakterisiert.

0.8+ 1-
265 Ceo-Pyr

CD / mdeg

44\ Ceo-Pyr
: — CerdY,
0.0 ; . : ; , s Ll20 . . . .
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
A/ nm A /nm

Abbildung 46: Absorptions- (links) und CD-Spektren (rechts) der beiden Fulleren-Konjugate Ceo-dU2
(20 uM, braun) und Ceo-Pyr (20 uM, gelb) in DMSO.

Beide Fullerenderivate zeigen in DMSO ein Absorptionsmaximum bei 265 nm und eine
sehr breit auslaufende Absorptionsbande zwischen 300 und 600 nm (Abbildung 46). Im
Absorptionsspektrum von Ceo-Pyr wurde zusatzlich ein lokales Maximum bei 323 nm
detektiert. Ceo-dU> zeigt kein weiteres Absorptionsmaximum, dafiir konnte eine Schulter
um 305 nm detektiert werden. Generell zeigt Cso-dU2 gegeniiber Ceo-Pyr eine gesteigerte
Extinktion, welche aus der Uberlappung des Absorptionsbereichs des Fullerens und der
angeknipften 2’-Desoxyuridine resultiert. Die breite Absorption beider Fulleren-
Derivate findet sich ebenfalls in den CD-Spektren wieder. Diese zeigen fiir beide eine
negative Elliptizitat, welche in fiir Ceo-Pyr bei 270 nm und fiir Ceo-dUz bei 276 nm ein

Minimum erreicht.

64



Fulleren-DNA-Aggregate

3 Wechselwirkung mit DNA

Die beiden Fulleren-Derivate Cso-dU> und Cgo-Pyr binden unterschiedlich an ein
DNA-Templat. Wahrend Ceo-dU> mittels der kanonischen Basenpaarung Uber
Wasserstoffbriicken an bis zu zwei DNA-Einzelstrange (ssDNA) binden kann, zeigten
CassEL et al., dass das geladene Cgo-Pyr Uber elektrostatische Wechselwirkungen an das
Riickgrat der DNA-Doppelhelix (dsDNA) bindet (Abbildung 47).1% Die Wechselwirkung

beider Fullerene wurde sowohl mit ssDNA als auch mit dsDNA untersucht.

Abbildung 47: Strukturen der Fulleren-Konjugate Ceo-dU2 und Ceo-Pyr und deren Bindungsmotive an DNA.

Da die elektrostatischen Wechselwirkungen von Ceo-Pyr einer Zentrifugation nicht
standhielten, wurden Cgo-Pyr und Ceo-dUz nicht im Uberschuss, sondern in einer zur
Anzahl der im Templat enthaltenen Bindungsstellen dquivalenten Menge, zugegeben.
Zusatzlich wurde der Einfluss der Temperatur untersucht, indem die Proben zum einen
fur zehn Minuten bei 20 °C und zum anderen fiir zehn Minuten bei 90 °C inkubiert
wurden. Die Messungen der erwarmten Proben erfolgten nach langsamer Abkiihlung

auf Raumtemperatur.

Die Absorptionen von Ceo-dU> ergaban sowohl fiir ssDNA als auch fiir dsDNA keine
Aussagen hinsichtlich einer Assemblierung oder Aggregation zu (vgl. Kapitel 1X.2).
Dagegen weist der CD auf die Wechselwirkung mit ssDNA hin (Abbildung 48, links). Bei
20 °C zeigt Ceo-dU; eine breit auslaufende negative Elliptizitdit mit zwei definierten
Minima bei 242 nm und 280 nm. Nach Inkubation bei 90 °C ist das Signal insgesamt
schwacher und das Minimum bei 280 nm leicht rotverschoben (8 nm). Das macht eine

unkontrollierte Aggregation der Fullerene bei hoheren Temperaturen wahrscheinlich.
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Zudem ist fiir die Probe mit Ao bei 90 °C kaum eine Anderung des Signals zu erkennen,
wodurch angenommen werden kann, dass die Aggregation unabhangig der DNA
stattfindet. Dementgegen hat sich ein deutlicher Einfluss des Ajo-Stranges auf die chirale
Umgebung des Fullerens bei 20 °C gezeigt, welcher sich durch die Zunahme des Signals
zeigt. Dadurch kann eine Wechselwirkung mit Ao angenommen werden. In weiteren
Assemblierungsexperimenten von Ce-dU2 entlang des nicht-komplementaren
Ta0-Strangs konnte nahezu keine Anderung im CD-Spektrum festgestellt werden, sodass

mit ssDNA eine kanonische Basenpaarung wahrscheinlich ist.
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Abbildung 48 CD-Spektren von Ceo-dU2 (7.5 uM) nach Inkubation bei 20 °C (blau) und 90 °(rot) ohne DNA
(gestrichelt), mit A und Tao (links, durchgezogen, 0.75 uM) sowie einem dsDNA (rechts, durchgezogen,
0.75 uM). Die Abbildung wurde zuvor publiziert.[3!

Die Untersuchungen in Gegenwart doppelstrangiger DNA zeigen bei 20 °C und 90 °C
einen nahezu identischen CD (Abbildung 48, rechts) und es wurde keine Aderung im
Fullerenbereich festgestellt. Dadurch ist eine Interaktion zwischen Ceo-dU2 und dsDNA

unwahrscheinlich.

Im Gegensatz zu Ceo-dU; hat sich die Wechselwirkung von Ceo-Pyr und DNA lediglich in
den Absorptionen gezeigt. Dabei entspricht die Absorbanz bei 20 °C der erhaltenen
Feinstruktur in DMSO (vgl. Kapitel 1V.2), weshalb davon auszugehen ist, dass Ceo-Pyr in
Wasser gelost vorliegt (Abbildung 49). Die Inkubation bei 90 °C l3dsst Cgo-Pyr
unkontrolliert aggregieren, was die Absorption verringert. Lediglich in Anwesenheit des
Ayo-Templats konnte Fulleren in Losung gehalten werden. Dies wurde sowohl fir
einzelstrangige DNA (Abbildung 49, links) als auch doppelstrangige DNA (Abbildung 49,

rechts) beobachtet, wobei dieser Effekt fiir den Doppelstrang ausgepragter ist, da mehr
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Bindungsstellen zur Verfiigung stehen.
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Abbildung 49: Absorptionsspektren von Ceo-Pyr (7.5 M) nach Inkubation bei 20 °C (blau) und 90 °(rot)
ohne DNA (gestrichelt) und mit Ao (links, durchgezogen, 0.75 uM) sowie dsDNA (rechts, durchgezogen,
0.75 uM). Die Abbildung wurde zuvor publiziert.[%!

Zudem fallt auf, dass bei 90 °C mit ssDNA die Absorbanz im (iberlappenden Bereich von
Fulleren und DNA prozentual starker abnimmt als im Bereich des Fullerens. Diese
Abnahme resultiert vermutlich daraus, dass durch die Wechselwirkung zwischen Cgo-Pyr
und dem DNA-Rlckgrat die Ladung ausgeglichen wird, wodurch der hydrophobe
Charakter des gebildeten Aggregats gesteigert wird und es prazipitiert. Da die
Inkubationstemperatur in Gegenwart der dsDNA kaum einen Einfluss zeigt, kann
angenommen werden, dass die Hybridisierung der DNA-Strange durch die Anwesenheit
von Cego-Pyr nicht gestort wird und die Anlagerung an das DNA-Riickgrat erst

anschliefend erfolgt.
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4 Untersuchung der Fulleren-Derivate als Fluoreszenzléscher

Um die Funktion als Akzeptormolekile zu prifen, wurden beide Fulleren-Derivate
zumsammen mit DNA-Farbstoff-Aggregaten untersucht. Dies erfolgte durch
Tirtrationsexperimenten, innerhalb welcher die Fluoreszenzléschung abhangig vom
Fullerengehalt beobachtet wurde, indem Cg-dUz2 und Ceo-Pyr jeweils in finf
Aquivalent-Schritten zu einem DNA-Farbstoff-Aggregat titriert wurden. Dafiir wurde das
bereits von PHILIPP ENSSLEN beschriebene Py-dU/Nr-dU-A;o-Aggregat ausgewahlt. Sowohl
flr Ceo-dU2 (vgl. Anhang) als auch fiir Ceo-Pyr (Abbildung 50, links) wurde die Fluoreszenz
bereits nach zehn Aquivalenten vollstindig geléscht. CD-spektroskopische
Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Struktur des ausgebildeten

Farbstoff-DNA-Aggregats auch nach Zugabe des Fullerens erhalten bleibt (vgl. Anhang).
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Abbildung 50: Schematische Darstellung der verwendeten DNA-Farbstoff-Aggregate (oben)
Py-dU/Nr-dU-Ax (links) und Pe-dU/Py-DAP-(AT)1o (rechts) und die Emission (Aexc=370nm) der
Titrationsexperimente von Cgo-Pyr zu beiden Aggregat in Wasser (1.5 uM DNA, Ceo-Pyr in 5 Aqg.-Schritten).
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Die Titration wurde ebenfalls mit dem im vorangegangen Kapitel Il beschriebenen
Py-DAP/Pe-dU-(AT)10-Aggregat durchgefiihrt (Abbildung 50, rechts). Wegen der
starkeren Fluoreszenz im Vergleich zum Py-dU/Nr-dU-Ajo-Aggregat, konnte weder mit
50 Aquivalenten Ceo-Pyr noch mit 50 Aquivalenten Cgo-dU> die Fluoreszenz vollstindig
geldscht werden. Wurden mehr als 50 Aquivalente Ceo-Pyr zugegeben, préazipitierte das

Gemisch.

10 —A— Py-dU/Nr-dU/ A,y + Cgo-Pyr
" —@— Py-dU/Nr-dU/ A, + Cg-dU,
—h— Pe-dU/PY‘DAP/(AT)m + CgoPyr
0,8 —@— Pe-dU/Py-DAP/(AT),, + C5-dU,
£ 0,6
2
0,4 1
0,2 1
0,0 T T T T '
0 10 20 30 40 >0
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Abbildung 51: Vergleich der Fluoreszenzléschung des Py-dU/Nr-dU/Ax-Aggregats (rot) und des
Pe-dU/Py-DAP/(AT)10-Aggregats (griin) in Abhidngigkeit der zugebenen Aquivalente an Ceo-dU2 (Kreis) und
Ceo-Pyr (Dreieck). Teile dieser Abbildung wurden bereits publiziert.!*%3!

Ein direkter Vergleich der fluoreszenzléschenden Wirkung beider Fulleren-Derivate
gegeniber der beiden Farbstoff-DNA-Aggregate Py-dU/Nr-dU/A2 und
Pe-dU/Py-DAP/(AT)1o zeigt in beiden Experimenten eine starkere Fluoreszenzl6schung
mit dem nukleosidmodifizierten Fulleren Cgo-dU2> (Abbildung 51). Im Fall des
Pe-dU/Py-DAP/(AT)10-Aggregats konnte die Emission mit Ceo-Pyr um 60 % und mit

Ceo-dU2 um 82 %ige vermindert werden.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden beide Fullerene-Derivate anschliefend als

Elektronenakzeptoren in DNA-basierten Solarzellen untersucht (vgl. Kapitel V.2)
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5 Zusammenfassung

Das neue Fulleren-Derivat Ceo-dU> wurde im Rahmen einer siebenstufigen Synthese mit
einer Gesamtausbeute von 7 % dargestellt. Durch die angeknipften 2‘-Desoxyuridine
wurde erstmalig ein Fulleren-Derivat synthetisiert, welches mittels der WATSON-CRICK-
Basenpaarung mit einzelstrangiger DNA wechselwirken kann und einen strukturellen
Einfluss durch die DNA erfdhrt. Fir Ceo-Pyr konnte zwar kein struktureller Einfluss der
DNA nachgewiesen werden, dafiir wirkte sich die Wechselwirkung sowohl mit ssDNA als
auch mit dsDNA positiv auf dessen Loslichkeit aus. Um weitere Riickschliisse auf die
ausgebildeten Strukturen beider Fulleren-Derivate treffen zu kénnen, sind bildgebende

Analysemethoden, wie AFM oder TEM, notwendig.

Watson-Crick- keine elektrostatische
Basenpaarung Wechselwirkung Wechselwirkung
0

NH
AN
R W
N=N N
”0\49
OH

Fluoreszenzléschung

Abbildung 52: Zusammenfassende Darstellung der erhaltenen Ergebnisse hinsichtlich der Wechselwirkung
von Ceo-dUz (links) und Ceo-Pyr (rechts) mit ssDNA sowie dsDNA und deren fluoreszenzléschende
Eigenschaften.

Beide Fulleren-Addukte bewirken in Gegenwart unterschiedlicher DNA-Farbstoff-
Aggregate eine Fluoreszenzldschung. Dabei hat sich gezeigt, dass diese Wirkung fir

Ceo-dU; starker ist.
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V. FUNKTIONALE DNA-FARBSTOFF-AGGREGRAT-SCHICHTEN

In vorangegangen Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass sich DNA-Farbstoff-
Aggregate durch ihre optoelektronischen Eigenschaften zur Anwendung in der
organischen Elektronik eignen. So konnte bereits ein Py-dU-A;o-Aggregat als aktive
Schicht in einer OLED sowie ein Py-dU/Nr-dU-CgoA20-Aggregat in einer DNA-basierten
Solarzelle verwenden werden.'®! Allerdings konnte die strukturelle Anordnung der
Chromophore entlang des DNA-Templats innerhalb der Schicht bisher lediglich vermutet
werden. Aufgrund dessen wurden Schichten aus unterschiedlichen DNA-Farbstoff-

Aggregaten hergestellt und spektroskopisch untersucht.

Spektroskopische -— S . Anwendung in der
Charakterisierung organischen Elektronik
{m— ]

Abbildung 53: Schematische Darstellung der optischen Untersuchung von DNA-Farbstoff-Aggregaten.

Aus den DNA-Farbstoff-Aggregaten Py-dU/Nr-dU/Ao, Pe-dU/Py-DAP-(AT)10 und den
Fulleren-Derivaten Cg-dU2 und Cgo-Pyr wurden Schichten hergestellt und in deren

Anwendung in der organischen Elektronik untersucht.
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1 Charakterisierung der Schichten

1.1 Festkorper-CD-Messungen (ss-CD)

Die Charakterisierung der DNA-Chromophor-Aggregate, die bereits in aktiven Schichten
eingesetzt wurden, erfolgte bisher lediglich in einer wassrigen Lésung mit 2 % DMSO.
Dabei lag die Konzentration der Chromophore bei 45 uM und die des DNA-Templats bei
1.5 uM. Zur Anwendung der DNA-Chromophor-Aggregate in aktiven Schichten sind
jedoch weitaus hohere Farbstoff- und DNA-Konzentrationen notwendig. Da die
Loslichkeit der Farbstoffe in Wasser begrenzt ist, werden zur Prozessierung hohere
DMSO-Anteile benétigt. Die bereits verwendete Schicht aus einem Py-dU/Nr-dU-
CsoAz0-Aggregat wurde aus einer 80 %igen DMSO-Losung hergestellt. In Losung kann bei
diesem DMSO-Gehalt jedoch eine Anlagerung der chromophormodifizierten Nukleoside
an das DNA-Templat ausgeschlossen werden. Trotzdem konnte der Einfluss des
Chromophorstapels auf die Erzeugung des Photostroms in der Solarzelle aufgezeigt
werden, weshalb eine Anlagerung wahrend des Trocknungsprozess vermutet wurde. Zur
Untersuchung, ob sich die Nukleoside tatsachlich wahrend des Trocknungsprozesses
gemald der WATSON-CRICK-Basenpaarung ordnen und innerhalb der Schicht gebunden am
DNA-Templat vorliegen, wurden die Schichten mit Festkorper-CD-Spektroskopie (ss-CD)
analysiert. Die Messungen erfolgten im Arbeitskreis ULRICH am IBG Il (KIT). Zur
Herstellung der Schichten wurden die Aggregate in einer 80 %-igen DMSO-L6sung mit
einer Konzentration von 40 mg/mL mittels Drop-Casting auf Quarzglasplatten
aufgetragen und fur 72 Stunden bei 60 °C im Hochvakuum getrocknet. Um spektrale
Artefakte zu minimieren, erfolgten insgesamt acht Messungen in unterschiedlichen
Winkeln (45° Rotation). Die fiir das Py-dU/Nr-dU-A,o-Aggregat erhaltenen Spektren sind
Abbildung 54 dargestellt. Der ss-CD (links) zeigt einen deutlichen Unterschied mit der
DNA, welcher dem CD in Lésung sehr dhnelt. Es konnten sowohl die charakteristischen
Signale des Nilrots bei 500 nm als auch die des Pyrens bei 400 nm detektiert werden.
Daher wurde angenommen, dass die in Losung beobachteten Strukturen der
DNA-Farbstoff-Aggregate auch innerhalb der hergestellten Schichten vorliegen und die
chromophormodifizierten Nukleoside wahrend der Trocknung an das DNA-Templat

binden.
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Abbildung 54: SS-CD-Spektren der Py-dU/Nr-dU-Axo-Schicht aus einer 80 %igen DMSO-Losung (links) und
CD-Spektren des Py-dU/Nr-dU-Ax-Aggregats in Wasser + 2 % DMSO (rechts). Die Abbildung wurde zuvor

publiziert,[103!

Auch fur das in Kapitel lll beschriebene Aggregat bestehend aus Py-DAP und Pe-dU
entlang eines (AT)io-Strangs wurde ein struktureller Einfluss der DNA innerhalb der
Schicht mittels ss-CD-Spektroskopie nachgewiesen (vgl. Kapitel IX.3). Da der CD dieses

Aggregats bereits in Losung sehr schwach ausgepragt war, zeigte auch der ss-CD

schwache Signale.
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1.2 Sequenzkontrolle in Schicht

Da die orthogonale Anlagerung von Py-DAP und Pe-dU in Losung Uber die Emission
charakterisiert werden kann, wurde in Kooperation mit FELIX MANGER der Arbeitsgruppe
CoLSMANN (KIT) die Fluoreszenz der Pe-dU/Pe-DAP-DNA-Schichten mit unterschiedlichen
DNA-Templaten gemessen und deren Quantenausbeuten bestimmt, um einen weiteren
Nachweis bezliglich der Nukleosid-Bindung entlang der DNA innerhalb der Schicht zu
erhalten. Entgegen der Untersuchungen in Losung (Abbildung 35) wurde allerdings fir
alle Schichten eine Excimer-Fluorezenz des Perylens detektiert, welche in Anwesenheit
der DNA, unabhdngig von der Sequenz, die gleiche geringe hypsochrome Verschiebung
zeigt (Abbildung 55). Die Fluoreszenzquantenausbeuten wurden mit DNA bis um das
Dreifache gesteigert, dabei wurde ebenfalls kein Einfluss der Sequenzabfolge

festgestellt.
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—— (AATT),
0.8 —Ap+Typ
Pe-dU + Py-DAP Templat  ®r [%]
0.6 1 (AT)10 1.1
13
2 (AATT)s 1.1
0.4 A0+ T 1.2
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Abbildung 55: Normierte Emissionsspektren der Pe-dU/Py-DAP-DNA Schichten mit unterschiedlichen
DNA-Sequenzen und in Abwesenheit von DNA (links) sowie die tabellarische Zusammenfassung der
Fluoreszenzquantenausbeuten der einzelnen Schichten (rechts).

Emissionsdnderungen wurden erst bei Verwendung von zwei Aquivalenten DNA
festgestellt. Vermutlich resultiert die gemessene Emisson aus der Uberlagerung der
Fluoreszenzen von gebundenen Aggregaten und freien Farbstoff-Nukleosiden, sodass
nicht alle chromophormodifizierten Nukleoside beim Trocknungsprozess entlang der

DNA gebunden werden.
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2 DNA-Chromophor-Aggregat-Schichten in organischen Solarzellen

Die geringe externe Quanteneffizienz (EQE) von 0.2 % der Py-dU/Nr-dU-A,o-Schichten,
ist vermutlich auf den prozentual sehr geringen Anteil des Fullerens (3.5 %w)

zurlckzufihren.

OH Nr-dU Ceo-Pyr

20 C,p-dU, 1 dA,,/8 Py-dU/12 Nr-dU (c = 40/g/L) 20 Cgq-Pyr
in DMSO/H,0 (80:20)

N /

Anode

Lochtranspartschicht
Aktive Schicht

Elektronentransportschicht

Kathode

Abbildung 56: Schematische Ubersicht der verwendeten Verbindungen und der Solarzellenarchitektur.

Der Fullerengehalt dieser Schicht wurde in Kooperation mit FELIX MANGER aus der
Arbeitsgruppe von ALEXANDER COLSMANN durch die Verwendung der Fulleren-Derivate
Ceo-dUz und Ceo-Pyr (vgl. Kapitel IV) gesteigert (Abbildung 56). Die Prozessierung der
Solarzellen erfolgte dabei zundchst analog der von PHILPP ENSSLEN beschriebenen

Solarzelle.®] Es wurde eine invertierte Architektur verwendet, bestehend aus sechs
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Schichten (Abbildung 56). Diese wurden auf ein Glassubstrat aufgebracht, das mit
Indiumzinnoxid (ITO, engl. inium tin oxide) beschichtet war. Zusammen mit einer
Zinkoxid-Schicht (ZnO) bildet ITO die Kathode, wobei ZnO den Elektronentransport zur
Elektrode beglinstigt. Darauf wurde die aktive Schicht, bestehend aus dem
DNA-Farbstoff-Aggregat und eines Fulleren-Derivats aufgebracht. Die Anode setzt sich
aus einer Lochtransportschicht aus Molybddnoxid (MnOs) und Silber zusammen. Fiir die
aktive Schicht wurden Ajo, Py-dU und Nr-dU zunachst in einem Verhaltnis von 1:8:12 in
einer DMSO-Wasser-Gemisch (80:20) gel6st. Dabei lag die DNA-Farbstoff-Konzentration
bei 40 mg/mL. Danach wurde das Fulleren &dquivalent zur Farbstoffmenge (20 Aq.)

zugegeben.

0.45 - = Cg,-dU, (H-Briicken)

0.40 Ceo-Pyr (elektrostatisch)

0.35 Ceo-A,, (kovalent)

0.30 ~

2
0.25 - Jsc[uA/ecm?]  Voc[mV]

EQE /%

- 10.2 2
020 4 Ceo-dU: ‘ 0 30

Ceo-Pyr ‘ 1.9 520
0.15 -

Ceo-A20 ‘ 7.2 670
0.104

0.05 -

\
T T T T T T T
350 400 450 500 550 600 650
A/ nm

0.00

Abbildung 57: Externe Quanteneffizienzen (EQE) der neuen Solarzellen mit dem Py-dU/Nr-dU-A-
Aggregat mit Ceo-dUz (braun) bzw. Ceo-Pyr (gelb) im Vergleich zur EQE der Solarzelle mit dem
fullerenmodifizierten Ax-Templat von PHLLIP ENSSLEN (griin). Die Abbildung wurde zuvor publiziert.1%3

Die Solarzellen wurden durch die EQE charakterisiert. Diese entspricht dem Verhaltnis
der freigesetzten Elektronen zu den absorbierten Photonen und wurde in Abhangigkeit
der Wellenlange bestimmt (Abbildung 57). Daraus geht hervor, dass fir beide Fulleren-
Konjugate leistungsfahige Solarzellen erhalten wurden. Verglichen mit der externen
Quanteneffizienz von nur 0.2 % mit dem Axo-Fullerenkonjugat von PHILIPP ENSSLEN konnte
diese sowohl mit Cgo-dU> (0.41 %) als auch mit Ceo-Pyr (0.37 %) deutlich gesteigert

werden. Allerdings wurden wesentlich geringere Spannungen erzeugt (vgl. Tabelle,
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Abbildung 57). Diese resultieren vermutlich aus Kurzschlissen, die auf inhomogene
Schichten aufgrund der geringen Loslichkeit und der ausgepragten Neigung zur
Aggregation der Fullerene zurlickzufiihren sind. Weitere Optimierungsversuche der
Prozessierung, wie die Variation der Farbstoff-, Fulleren- und/oder DNA-Konzentration,
die Architektur der Solarzelle sowie der Einsatz eines anderen DNA-Farbstoff-Aggregats

(Pe-dU/Py-DAP-(AT)10) brachten keine leistungsfahigen Solarzellen hervor.
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3 Zusammenfassung

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit wurden DNA-Farbstoff-Aggregat-Schichten
hergestellt, durch deren spektroskopische Untersuchungen weitere Einblicke in die
strukturelle Anordnung der Chromophore innerhalb einer Schicht erhalten wurden.
Dafiir wurden die Schichten erstmals mittels Festkorper-CD-Spektroskopie (ss-CD)
charakterisiert. Fiir das Py-dU/Nr-dU-A,o-Aggregat wurde dabei eine Ubertragung der

Chiralitat durch die DNA auf die Chromophore auch innerhalb der Schicht nachgewiesen.
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Abbildung 58: Zusammenfassung der in diesem Teil der Arbeit verwendeten Methoden zur Untersuchung
und Anwendung funktioneller DNA-Farbstoff-Aggregat-Schichten.

Zusatzlich wurde mit der Fluoreszenz und den Quantenausbeuten der Einfluss von DNA
innerhalb der Schichten nachgewiesen. Des Weiteren wurde durch die Kombination
eines Py-dU/Nr-dU-A;o-Aggregats und der Fulleren-Derivate Cso-dU> und Ceo-Pyr die EQE

innerhalb DNA-basierter Solarzellen gesteigert.
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VI. PBI-DNA-AGGREGATE

Eine erfolgreiche Assemblierung nukleosidmodifizierter Farbstoffe entlang eines DNA-
Templats wird auch durch die Wahl des Chromophors beeinflusst. So konnten im
Arbeitskreis WAGENKNECHT bereits mit Pyren-, Nilrot- und Perylen-Nukleosiden
unterschiedliche DNA-Aggregate erzeugt und weitgehend untersucht werden.[14 1543, 105]
Um die spektrale Bandbreite zu erweitern, wurden in diesem Teil der Arbeit weitere
chromophormodifizierte Nukleoside synthetisiert und deren Assemblierung entlang
unterschiedlicher = DNA-Template  untersucht.  Aufgrund ihrer  vielfdltigen
photophysikalischen Eigenschaften und ihrer relativ einfachen synthetischen

Zuganglichkeit fiel dabei die Wahl auf den Perylenbisimid-Farbstoff PBI1 (Abbildung 59).
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Abbildung 59: Strukturen des verwendeten Chromophors PBI1 und dessen Konjugate PBI-U-TEG, PBI-dU, PBI-DAP

und PBI-DAP-TEG.

Es wurden vier verschiedene  PBI-Konjugate  hergestellt und deren
Assemblierungsverhalten entlang verschiedener DNA-Template miteinander verglichen.
Dafir wurde PBI1 zum einen an 2‘-Desoxyuridin (PBI-dU) und zum anderen an
2-Desoxy-2-aminoadenosin (PBI-DAP) geknlipft, um den Einfluss der konjugierten
Nukleobase zu untersuchen. Des Weiteren wurde der Einfluss der 2’-Desoxyribose
untersucht, indem die Zuckereinheit jeweils durch einen Triethylenglycol (TEG)-Einheit

ersetzt wurde (PBI-U-TEG, PBI-DAP-TEG).
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1 Synthese

Die Synthese des asymmetrischen PBI1 erfolgte in einem Syntheseschritt ausgehend von

kommerziell erhéltlichen Perylentetracarbonsauredianhydrid (PTCDA).

[0} O o) (0]
e 2 Oa®
j g OO\
A UaUat ; 5 \
PTCDA PBI1

Abbildung 60: Synthese des asymmetrischen PBI1 ausgehend von PTCDA: a) Propagylamin,
2-Amino-5-Methylhexan, Zn(OAc)z, Pyridin, reflux, 72 h, 42 %.

Um eine gesteigerte Loslichkeit in organischen Losungsmitteln zu erhalten, wurde an
einer der beiden peri-Postitionen eine 5-Methylhexylkette eingefiihrt. Die andere peri-
Position wurde mit einem Porpargylrest funktionalisiert, um das PBI1 anschliefend in
SONOGAHIRA-Kupplungen weiter umzusetzen. Beide Substituenten wurden in einem
Reaktionsschritt durch die Umsetzung von PTCDA mit 5-Amino-5-methylhexan und
Propagylamin in Anwesenheit von Zinkacetat (Zn(OAc).) eingefihrt. Trotz der
zwangsldufig ablaufenden Nebenreaktionen zu den zwei symmetrischen PBI-Derivaten,
konnte PBI1 in einer Ausbeute von 42 % erhalten werden. Ausgehend von PBI1 erfolgte
die Synthese aller weiteren PBI-Konjugate mittels SONOGASHIRA-Kupplung (Abbildung 64).
Daflir wurden zunachst die vier Halogen-Vorstufen 12, Br-DAP, 15 und 17 synthetisiert.

Die Synthese von Br-DAP wurde bereits in Kapitel 11l.1 beschrieben.

I%NH l\kaH
N/&O ) N/&O
HO. TBDMSO.
o) o)

OH OTBDMS

11 12
Abbildung 61: Synthese von I-TBDMS-dU: a) TBDMS-CI, Imidazol, DMF, RT, 4 h, quant.
Da die direkte Umsetzung des kommerziell erhaltlichen 5-lodo-2‘-Desoxyuridins (11),

aufgrund dessen schlechter Loslichkeit, mit PBI1 sehr geringe Ausbeuten lieferte,

wurden die 3’- und 5°-Hydroxygruppen in den weiteren Ansatzen geschiitzt (Abbildung
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61). Daflir wurde 11 mit tert-Butyldimethylsilylchlorid (TBDMS-CI) und Imidazol in DMF
umgesetzt, wodurch 12 in quantitativer Ausbeute erhalten werden konnte.[1%! Dije
Synthese der beiden TEG-Derivate 14 und 16 erfolgte angelehnt an SCHENNING et al.38
Bei der Synthese von 15 erfolgte die Einflihrung der TEG-Einheit ausgehend von
Diaminopurin 13. Dieses wurde zundchst zu 14 umgesetzt, indem das Diaminopurin
durch Natriumhydrid (NaH) an der 9-Position deprotoniert wurde. Infolgedessen wurde
der TEG-Rest nach Zugabe von Triethylenglycol-monomethylethertosylat (TEG-Tos) in
einer nukleophilen Substitution angekniipft. 14 konnte dabei in einer Ausbeute von 55 %
erhalten werden. Die anschlieende Bromierung der 8-Position erfolgte mithilfe von
NBS, wodurch das gewiinschte Halogen-Derivat 15 in einer Ausbeute von 84 % erhalten

wurde.

NH,
xt L N xt LI xﬁ o
13 14 15

R= 1(6\/093\

Abbildung 62: Synthese von Br-DAP-TEG: a) 1. NaH, DMF, 60 °C, 3 h, 2. TEG-Tos, DMF, -5 °C, 22 h, 55 %;
b) NBS, MeCN, RT, 1 h, 84 %.538

Angelehnt an diese Synthesevorschrift wurde 17 ausgehend von loduracil (16)
synthetisiert (Abbildung 63). Die Funktionalisierung mit der TEG-Einheit sollte dabei an
der N-Position von 16 erfolgen. Durch die Umsetzung mit NaH und TEG-Tos wurde 17
lediglich in Ausbeuten von 20 % erhalte. Die geringe Ausbeute ist auf Nebenreaktionen
an der N3-Postition zurlickzufihren. Wahrend der Reaktion konnten jeweils die N?-
Position, die N3-Position sowie beide Positionen mit TEG-Tos reagieren. Die
Reaktionsfiihrung bei héheren Temperaturen (20 — 60 °C) beglinstigte die Bildung aller
drei potentiellen Reaktionsprodukte. Zusatzlich konnte in einigen Ansdtzen eine

Dehalogenierung der 5-Position beobachtet werden.
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Abbildung 63: Synthese von I-U-TEG: a) 1. NaH, DMF, 60° C, 2 h, 2. TEG-Tos, DMF, 0 °C, 7 h, 20 %.

Die SONOGASHIRA-Kupplungen aller vier PBI-Konjugate erfolgten nach den gleichen
Reaktionsbedingungen (Abbildung 64) aus Tetrakistriphenylphosphin-palladium(0)
(Pd(PPhs)s) und Kupferiodid (Cul) als Katalysator-System, ein L&sungsmittelgemisch
bestehend aus DMF und Et3N (1/1) sowie eine Reaktionstemperatur von 90 °C und eine
Laufzeit von vier Stunden. Die Reaktionen unterschieden sich lediglich in den erhaltenen

Ausbeuten.
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Abbildung 64: Ubersicht der durchgefiihrten SoNOGASHIRA-Kupplungen ausgehend von PBI1 zu den
gewlinschten PBI-Konjugaten 18, PBI-dAp, PBI-U-TEG und PBI-DAP-TEG: a) 12 (77 %), b) Br-DAP (38 %),
c) 17 (16 %), d) 15 (23 %), Pd(PPhs)a, Cul, EtsN, DMF, 90 °C, 4 h.
In allen Fallen konnten die Reaktionsausbeuten durch vorheriges Lyophilisieren aller

Edukte sowie Entgasen der Reaktionslosung mit Argon gesteigert werden. Trotzdem fallt
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auf, dass die Ausbeuten der Kupplungen generell sehr schlecht sind, obwohl in allen
Fallen ein vollstandiger Umsatz des PBI1 beobachtet werden konnte. Eine Ausnahme
stellt dabei 18 mit einer Ausbeute von 77 % dar, wodurch der positive Einfluss der
eingeflihrten Schutzgruppen nochmals deutlich wird. Die geringen Ausbeuten von
PBI-DAP (38 %), PBI-DAP-TEG (23 %) und PBI-U-TEG (16 %) sind vor allem auf die
schlechte Loslichkeit der gewonnen PBI-Derivate und der daraus resultierenden
erschwerten Aufreinigung zuriickzufihren. Fir alle vier Verbindungen war die
saulenchromatographische Aufreinigung aufgrund geringer Trennscharfe mit hohem
Zeit- und Losungsmittelaufwand verbunden und fiihrte lediglich fir 18 zum Erfolg. Alle
anderen PBI-Konjugate konnten erst nach einem zusadtzlichen Waschschritt mit

Methanol isoliert werden, was allerdings zu hohen Ausbeuteverlusten fihrte.

Die zuvor eingefliihrten TBDMS-Schutzgruppen von 18 wurden nach erfolgreicher
SONOGASHIRA-Kupplung von 12 an PBI1 durch die Umsetzung mit EtsN-3 HF wieder

entfernt. Dabei konnte PBI-dU in einer Ausbeute von 91 % erhalten werden.

o o)
Q\(HH Q\(HH
N/&O N/&O
TBDMSO a) HO
o) o)

OTBDMS OH

18 PBI-dU

Abbildung 65: Entschiitzung der Hydroxygruppen von PBI-TBDMS-dU: a) EtsN-3 HF, DMF, RT, 16 h, 91 %.
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2 Optische Charakterisierung

Die optische Charakterisierung der zuvor synthetisierten Monomere PBI-dU, PBI-U-TEG,
PBI-DAP und PBI-DAP-TEG erfolgte in DMSO mittels UV/VIS-Absorptions-, Fluoreszenz-
und CD-Spektroskopie. Die UV/Vis-Spektren aller vier PBI-Derivate (Abbildung 66) zeigen
Banden zwischen 260 und 350 nm, wobei das Signal bei 290 nm dem Uracil und bei
317 nm dem Diaminopurin zuzuordnen ist. Alle vier PBI-Konjugate zeigen die typische
Absorption (450 —-550 nm) von Perylenbisimid-Farbstoffen mit Feinstruktur und
Absorptionsmaxima bei 460 nm, 490 nm und 529 nm. Offensichtlich beeinflusst keine
der beiden Nukleobasen das elektronische Grundgerist des Chromophors, da diese

durch die Methylengruppe nicht mit dem n-System des Perylenbisimids gekoppelt sind.
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Abbildung 66: Absorptionsspektren (links) und Emissionsspektren (rechts) der PBI-Derivate in DMSO.
(20 UM, Aexc = 490 nm).

Dementgegen zeigt sich ein starker Einfluss der Nukleobase auf die Fluoreszenz. Diese ist
bei beiden DAP-Konjugaten, wie bereits bei Py-DAP und Pe-DAP (vgl. Kapitel 1l), nahezu
vollstandig geloscht (pr(DMSO) < 1 %). Diese Fluoreszenzléschung ist vermutlich auf
Elektronentransferprozesse zwischen PBI1 und des angekniipften DAP zurlickzufiihren.
Die Uracil-Konjugate zeigen beide Fluoreszenz (¢r(DMSO) = 9 %), welche sich mit einem
Intensitatsmaximum bei 544 nm, einem lokalen Maximum bei 582 nm und einer

Schulter im Bereich von 625 — 650 nm spiegelbildlich zum Absorptionsspektrum verhalt.
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Abbildung 67: CD-Spektren der PBI-Derivate PBI-dU, PBI-U-TEG, PBI-DAP und PBI-DAP-TEG in DMSO.
(20 uMm).

Die CD-Spektren (Abbildung 67) aller vier Konjugate zeigen eine negative Elliptizitat,
welche mit der Absorptionsfeinstruktur und deren Maxima lbereinstimmt. Flr die DAP-
Konjugate konnte ein zusatzliches Signal bei 317 nm detektiert werden, welches vom
Purin-Gerlist stammt. Wie zu erwarten, ist fir keines der vier Monomere ein
CotToN-Effekt zu beobachten, wodurch davon ausgegangen werden kann, dass in DMSO

keine Aggregation stattfindet, welche eine excitonische Wechselwirkung zwischen den

Chromophoren erlaubt.
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3 Wechselwirkung mit DNA

Es gibt eine Reihe von Parametern (LM, c(Stammldsung), c(DNA), Temperatur,
Zentrifugationszeit, Inkubationszeit, etc.), die das Gleichgewicht zwischen gebundnen
und ungebundenen Nukleosiden beeinflussen, wodurch fiir jedes System individuell die
optimalen Parameter gefunden werden miissen. Um allerdings den Einfluss der
Nukleobase und des Zuckergeriists auf das Anlagerungsverhalten der PBI-Konjugate
untersuchen zu kénnen, muss ein einheitliches Protokoll verfolgt werden. Hierfir
wurden die Parameter zunachst fir PBI-dU optimiert und im Anschluss die Selektivitat

aller vier Bausteine gegentiber unterschiedlicher DNA-Template untersucht.

3.1 Anlagerung von PBI-dU

Einen sehr groRen Einfluss auf die Assemblierung eines Farbstoff-Konjugats hat das
Losungsmittel der Stammlosung. Da PBI-dU lediglich in DMSO eine ausreichende
Loslichkeit aufwies, erfolgten alle weiter beschriebenen Messungen aus einer
DMSO-Stammlosung. Zusatzlich spielt die Konzentration der Stammlésung und der
damit resultierende DMSO-Anteil in der wassrigen Losung eine groRe Rolle. Ist das
chromophormodifizierte Nukleosid im DMSO-Wasser-Gemisch zu gut 16slich, ist die
Wechselwirkung mit der DNA zweitrangig und der Baustein bleibt in Losung. Ist das
Nukleosid zu schlecht 16slich, ist es moglich, dass die Monomere direkt aus der Losung
ausfallen, bevor sie eine Wechselwirkung mit der DNA eingehen kdnnen. Aufgrund
dessen wurden zunachst 1 mM, 2 mM und 3 mM Stamml&sungen angesetzt und erste
Assemblierungssexperimente entlang des komplementaren Aj-Stranges sowie des nicht
komplementdren Ta-Stranges (Abbildung 68) durchgefihrt. Als Referenz erfolgten
zusatzlich Messungen in Abwesenheit eines DNA-Templats (Negativprobe). Dabei hat
sich gezeigt, dass die Reproduzierbarkeit der Daten deutlich gesteigert werden konnte,
wenn die PBI-dU-Stammldsung vor Zugabe fiir 10 min im Ultraschallbad homogenisiert,
die Probe nach der Zugabe fiir 10 min inkubiert und anschlieBend fir 20 min
zentrifugiert (16000 g) wurde.

Unabhangig davon, ob und welches DNA-Templat vorhanden war, ergab sich die gleiche
Feinstruktur der Absorption, welche sich lediglich in der Intensitdt unterscheidet

(Abbildung  68). Verglichen zu den monomeren Absorptionseigenschaften
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(vgl. Kapitel IV.2) wurde eine bathochrome Verschiebung des Spektrums mit veranderter
Feinstruktur mit einem globalen Maximum bei 470 nm und einer Schulter bei 505 nm
sowie einem lokalen Maximum bei 550 nm und einer weiteren Schulter um die 580 nm
detektiert. Demnach ist davon auszugehen, dass sich geordnete Strukturen ausbilden,
Uber deren strukturellen Aufbau an dieser Stelle jedoch noch keine Aussage getroffen

werden kann.
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Abbildung 68: UV/VIS-Spektren der Assemblierungsversuche der zentrifugierten Proben von PBI-dU
entlang eines Ax-Templats (durchgezogen) und eines Txo-Stranges (gestrichelt) sowie Referenzmessungen
ohne DNA (gepunktet) aus einer 1 mM (blau), 2 mM (rot) und einer 3 mM (griin) Stammlésung (links).
Auftragung der fir die unterschiedlichen DNA-Template (Azo: griin, Tzo: blau, ohne DNA: schwarz)
erhaltenen Absorptionsmaxima gegen die Konzentration (rechts).

Unabhdngig von der Konzentration der Stammloésung blieb PBI-dU mit dem
komplementdren Ax-Templat am besten in Losung, wodurch eine Wechselwirkung
gemald der kanonischen Basenpaarung vermutet werden kann. Auffallig ist, dass PBI-dU
ohne DNA lediglich in den Proben aus der 2 mM Stammlésung nahezu vollstindig
abgetrennt wurde. Da folglich der DMSO-Anteil (1.5 %) nach Zugabe aus einer 3 mM
Stammldsung zu gering ist, um die Selbstaggregation der PBIs hinreichend zu
unterdriicken und PBI-dU in einer 4.5 %igen DMSO-Losung (1 mM) zu gut I6slich ist,
erwies sich eine 2mM Stammldsung bzw. ein DMSO-Anteil von 3% fir die

Assemblierung von PBI-dU am geeignetsten.
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3.2 Assemblierung unterschiedlicher PBI-Konjugate

Im Folgenden soll die Assemblierung aller vier PBI-Konjugate untersucht und
miteinander verglichen werden. Dementsprechend wurden alle
Anlagerungsexperimente nach dem in Kapitel 1V.3.1 ermittelten Protokoll durchgefiihrt
und mit der Assemblierung von PBI-dU verglichen. Die dabei nacheinander

durchgefiihrten Schritte sind zusammenfassend in Abbildung 69 dargestellt.

PBI- 1) Ultraschallbad: 2 mM Stammldsung (10 min)
Stammlésung @ 2) DNA vorgelegt '
(2 mM, DMSO) 3) Farbstoff—Zugabe,. durschmischen
4) Inkubation (10 min, 20 °C)
5) Zentrifugation (20 min, 16000 g)
\ @ 6) Spektroskopische Untersuchung
der Uberstehenden Losung L

Wissrige @ é @ @ q‘
DNA-LOsung A - \/
(1.5 uMm) == | a“.:: E
‘ 1
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Abbildung 69: Schematische Ubersicht des Versuchsprotokolls der Assemblierungsexperimente von
PBI-dU, PBI-U-TEG, PBI-DAP und PBI-DAP-TEG entlang unterschiedlicher DNA-Template. Aufnahmen der
Losungen nach dem Zentrifugieren (Schritt 5) in EppendorfgefdaRen und in Kiivetten (Schritt 6) am Beispiel
von PBI-dU (von links nach rechts: PBI-dU + T»o, PBI-dU (Negativprobe), PBI-dU + Axo).

Die spezifische Erkennung des komplementdren Ajo-Templates von PBI-dU wurde
erganzend zu den Absorptionsspektren mittels Fluoreszenz- und CD-Spektroskopie
nachgewiesen (Abbildung 70, rot). Fir PBI-U-TEG (orange) konnte weder fiir den nicht-
komplementaren DNA-Strang noch fiir die Negativprobe ein Absorptionsunterschied
gegeniiber dem Ajo-Strang detektiert werden. Demnach bildet sich ein Aggregat, dessen
Loslichkeit ausreicht, um nicht durch Zentrifugation abgetrennt zu werden. Generell
zeigen die Absorptionsspektren in Abwesenheit der DNA eine gesteigerte Loslichkeit fir
PBI-U-TEG gegenlber PBI-dU. Die chemische Struktur beider PBI-Konjugate
unterscheiden sich lediglich in der Ribose- und TEG-Einheit, sodass diese Beobachtungen
aus deren Einflisse resultieren mussen.

Da die Feinstruktur der Absorption der PBI-U-TEG-Proben und die der PBI-dU-Proben
sehr dhnlichen ist, liegt auf den ersten Blick die Vermutung nahe, dass sich strukturell

sehr ahnliche Aggregate ausbilden. Trotzdem ist im Fall von PBI-dU ein deutlicher
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Absorptionsunterschied mit dem Aj-Templat zu erkennen, was auf eine spezifische
Erkennung gemall der WATSON-CRICK-Basenpaarung hindeutet. Zusatzlich fallt auf, dass
die Absorption bei 470 nm im Fall des PBI-dU starker ist, obwohl die Intensitdaten bei
550 nm nahezu identisch sind. Auch die Emission zeigt unterschiedliche Aggregate.
Gegeniber den Messungen der Monomere in DMSO, konnte fiir beide PBI-Konjugate

eine rotverschobene, breite Excimerfluoreszenz detektiert werden.
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Abbildung 70: Absorptions- (oben links), Emissions- (oben rechts, Aexc = 470 nm) und CD-Spektren (unten)
der zentrifugierten Proben von PBI-dU (rot, 45 uM) und PBI-U-TEG (orange, 45 uM) in Anwesenheit von
Ao (durchgezogen, 1,5 uM) und T2 (gestrichelt, 1,5 uM) sowie in Abwesenheit eines DNA-Templats

(gepunktet).

Des Weiteren fallt auf, dass PBI-U-TEG, trotz geringerer Absorption nach der
Aggregatausbildung und geringerer Emission als Monomer in DMSO, eine breitere und
insbesondere hohere Fluoreszenzintensitat zeigt. Die unterschiedlichen Extinktionen bei
470 nm und die Emissionseigenschaften zeigen, dass die elektronische Umgebung der

Chromophoreinheiten  nicht vollstindig identisch ist, wodurch strukturell
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unterschiedliche Aggregate wahrscheinlich sind. Diese Hypothese konnte auch durch
CD-spektroskopische Untersuchungen gestiitzt werden. Wahrend fiir PBI-U-TEG, sowohl
in An- als auch in Abwesenheit eines DNA-Templats, nahezu kein Signal im
charakteristischen Absorptionsbereich des PBIs detektiert wurde, ist im Fall von PBI-dU
ein deutliches Signal mit dem komplementaren Aj-Strang zu erkennen. Fir PBI-dU
konnte sowohl im Farbstoff- (505 nm) als auch im DNA-Bereich (295 nm) eine
excitonische Kopplung mit einem positiven CotTon-Effekt beobachtet werden, sodass
sowohl fir den Farbstoff als auch die DNA eine rechtsdrehende helikale Orientierung
angenommen werden kann. Durch die spezifische Erkennung des komplementdren
Ao-Stranges von PBI-dU wird die Loslichkeit des gebildeten Aggregats in Wasser positiv
beeinflusst.

Basierend auf diesen Experimenten kann weder fiir PBI-U-TEG oder PBI-dU eine sichere
Aussage beziiglich des strukturellen Aufbaus der ausgebildeten Aggregate getroffen
werden. Verglichen mit in der Literatur beschriebenen ausgebildeten Aggregaten von
amphiphilen PBI-Bausteinen sind zwei Strukturen denkbar. WURTHNER et al. beschrieben
die Ausbildung von Mizellen und Vesikeln fir strukturell dhnliche PBI-Konjugate wie das
hier untersuchte PBI-U-TEG, die dhnliche Absorptions- und Emissionseigenschaften
zeigten.”¥ Innerhalb dieser mizellartigen Strukturen bildet der hydrophobe Rest den
Kern, so dass die hydrophilen Reste nach aullen zeigen und mit der wadssrigen
Umgebung wechselwirken kdénnen. Durch die hydrophilen TEG-Einheiten an der
Oberflache der mizellartigen PBI-U-TEG-Aggregate konnte die Loslichkeit gesteigert
werden, dass diese auch ohne die Wechselwirkung mit einem DNA-Templat in Losung
bleiben (Abbildung 71). Zudem ist denkbar, dass die Uracil-Einheit an der Oberflache je
nach Ausrichtung der TEG-Kette abgeschirmt wird, wodurch diese fiir die DNA-Strange
nicht zuganglich ist und somit keine Wechselwirkung mit dieser stattfinden kann. Solch
eine ausgebildete Struktur wirde erklaren, dass die Absorptions-, Emissions- und die
CD-Spektren von PBI-U-TEG sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von DNA
identisch sind.

Auch fur den PBI-dU-Baustein ist eine Ausbildung solcher mizellartigen Strukturen
denkbar. Dabei konnte die beobachtete spezifische Erkennung des Ax-Stranges durch
den geringeren sterischen Anspruch der 2°-Desoxyribose erklart werden. Da die

2’-Desoxyribose deutlich kirzer ist, ragt diese nicht so weit aus der Oberflache raus,

90



PBI-DNA-Aggregate

wodurch die Uracile fiir die DNA zuganglich werden. Durch die kanonische
Basenpaarung konnte das Aj-Templat an der Mizelle binden und diese dadurch in

Losung halten.

Abbildung 71: Vereinfachte Darstellung des vermuteten strukturellen Aufbaus der ausgebildeten
Aggregate von PBI-U-TEG (links, Querschnitt Mizelle) und PBI-dU (rechts, Draufsicht Helix).

Da im Fall der PBI-dU-Aggregate jedoch im CD-Spektrum ein deutliches Signal mit einem
Vorzeichenwechsel detektiert werden konnte, ist die Ausbildung einer helikalen Struktur
wahrscheinlicher. Solche Strukturen wurden bereits von FAuL et al. fur amphiphile
PBI-Derivate mit einer Galaktose als hydrophilen Rest beobachtet.”” Da die
Absorptionsspektren aller Proben sich jedoch lediglich in den Intensitdten und nicht in
der Feinstruktur unterscheiden, liegt die Vermutung nahe, dass nicht die DNA sondern
der PBI-dU-Baustein das Templat der ausgebildeten Aggregate darstellt. Somit wiirde
sich ein Aggregat ergeben, dessen Kern sich aus helikal angeordneten PBI-dU-
Bausteinen zusammensetzt, sodass sich der komplementare Ax-Strang um die durch die
Farbstoffe gebildete Helix winden kann. Dadurch wiirde das negativ geladene Rickgrat
der DNA nach auBen zeigen und den hydrophoben Chromophorstapel abschirmen,

wodurch das sonst schlechter |6sliche Aggregat in Losung gehalten werden kann.

Auch fiir die DAP-Derivate PBI-DAP und PBI-DAP-TEG konnte eine Aggregatbildung
beobachtet werden. Da die Fluoreszenz fir beide PBI-Konjugate in Wasser vollstandig
geloscht ist, konnten keine Emissionsspektren zur Aufklarung der Struktur hinzugezogen
werden. Verglichen mit den erhaltenen Absorptionsspektren der Monomere in DMSO

(vgl. Kapitel V.2) sind die Spektren ebenfalls rotverschoben. Auffallig ist die besser
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aufgeloste  Feinstruktur im  Fall von bei PBI-DAP gegeniiber den
PBI-DAP-TEG-Aggregaten. Die Absorptionsspektren der PBI-DAP-TEG-Aggregate zeigen
eine deutlich starker ausgepragte Schulter bei 495 nm, welche eher einem zweiten

Maximum entspricht. Ein weiteres Absorptionsmaximum konnte bei 544 nm detektiert

werden (Abbildung 72).
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Abbildung 72: Absorptions- (oben) und CD-Spektren (unten) der zentrifugierten Proben von PBI-DAP-TEG
(blau, 45 uM) und PBI-DAP (griin, 45 uM) und in Anwesenheit von Az (durchgezogen, 1.5 uM) und T2
(gestrichelt, 1.5 uM) sowie in Abwesenheit eines DNA-Templats (gepunktet) in Wasser + 2 % DMSO.

Weder die Absorptions- noch die CD-Spektren der Assemblierungsversuche von
PBI-DAP-TEG lassen auf eine spezifische Erkennung des komplementdren T-Templates
oder eine chirale Orientierung der Chromophore schlieBen. Analog zu den
PBI-U-TEG-Aggregaten scheint die Aggregatausbildung unabhdngig von der DNA
stattzufinden. Auch fir die PBI-DAP-TEG Bausteine ist die Ausbildung von Mizellen oder

Vesikeln denkbar.
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Die Absorptionsspektren der Assemblierungsversuche von PBI-DAP zeigen ein absolutes
Maximum bei 473 nm mit einer Schulter um die 500 nm und einem lokalen Maximum
bei 546 nm (Abbildung 72). Die Negativprobe von PBI-DAP zeigt die starkste Absorption.
In Anwesenheit von DNA, jedoch unabhangig von der Sequenz, wird eine Abtrennung
der PBI-Konjugate beglinstigt wird. Daflir kénnen zwei Moglichkeiten in Betracht
gezogen werden: Entweder die Loslichkeit der Aggregate wird durch die erhohte
Polaritat nach Zugabe der DNA herabgesetzt, sodass diese ausfallen oder es findet eine
unspezifische Anlagerung an beide DNA-Template statt, wodurch sich
DNA-PBI-DAP-Aggregate bilden, in denen die hydrophoben PBI-Einheiten nach auRen
ragen und die Loslichkeit dadurch vermindert wird. In den CD-Spektren ist mit Ty im
DAP-Bereich ein sehr schwacher Cotton-Effekt zu erkennen, welcher auf eine
Anlagerung deuten konnte, durch welche jedoch nur wenig chirale Information auf das
PBI (ibertragen wird bzw. diese kaum excitonisch koppeln. Die Annahme einer
DNA-templierten Assemblierung wurde auch durch Anlagerungsexperimente in einem
gepufferten System gestiitzt (vgl. Kapitel IX.4). Dabei konnte eine spezifische Erkennung
des komplementdaren Tyo-Stranges festgestellt werden. Dies ist vermutlich darauf
zurlickzufiihren, dass bei Fehlpaarungen mit dem Aje-Strang lediglich zwei
Wasserstoffbriicken ausgebildet werden. Durch die gesteigerte Polaritat der Umgebung
reichen vermutlich zwei Wasserstoffbriickenbindungen nicht aus, um die
DNA-Farbstoff-Aggregate in Losung zu halten.

Aus dem CD-Sprektren der PBI-DAP-Bausteine kann im Experiment ohne DNA eine
Aggregation angenommen werden, die den PBI-dU-Aggregaten strukturell dhnelt. Auch
hier zeigen die beiden freien Aminogruppen einen positiven Effekt die Loslichkeit der
ausgebildeten PBI-DAP-Aggregate, sodass diese gegeniliber der PBI-dU-Aggregate ohne
DNA in Losung gehalten werden kénnen. Aufgrund der sehr schwach ausgepragten

Signale  kdonnen diese allerdings nicht eindeutig interpretiert werden.

Zusammenfassend konnte lediglich fir die 2°-Desoxyribose-Derivate eine
Wechselwirkung mit DNA nachgewiesen werden (Abbildung 73). Dabei ist je nach
angekniipftem Nukleosid die Ausbildung strukturell unterschiedlicher Aggregate

denkbar. Im Fall der TEG-Derivate konnte weder fur PBI-U-TEG noch fur PBI-DAP-TEG
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ein Einfluss der DNA festgestellt werden. Fir beide PBI-Konjugate sind mizellartige

Strukturen wahrscheinlich.
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Abbildung 73: Ubersicht der detektierten Wechselwirkungen zwischen den PBI-Derivaten mit
unterschiedlichen DNA-Templaten (Azo: griin, T2o: blau) in Wasser.

Aufgrund der geringeren Loslichkeit der PBI-dU-Bausteine sind Aggregate anzunehmen,
in denen die Chromophore den Kern bilden und die DNA um die ausgebildete Struktur
bindet, wahrend fiir PBI-DAP eine DNA-templierte Assemblierung denkbar ist. Durch die
bessere Loslichkeit aufgrund der zwei freien Aminogruppen des DAPs, kdnnen die
PBI-DAP-Bausteine nach der Zugabe zunachst als Monomere vorliegen und mit der DNA

interagieren, bevor die wassrige Umgebung eine Aggregation erzwingt. Da die

Bindungsenthalpie durch die Wasserstoffbriicken zwischen den Nukleobasen gegeniiber
den hydrophoben Wechselwirkungen (m-ni-Stapelung) zwischen den Farbstoffen
vermutlich groRBer ist, ist die Ausbildung von DNA-Farbstoffaggregaten begiinstigt. Des

Weiteren kann durch die zusatzlich eingefihrte Aminogruppe eine dritte

Wasserstoffbriicke ausgebildet werden, welche einen weiteren Beitrag zur

Bindungsenthalpie liefert.

94



PBI-DNA-Aggregate

Einfluss der Temperatur

Da bereits gezeigt wurde, dass sich direkt nach der Zugabe in Wasser l|6sliche
PBI-Aggregate bilden, wurden die Proben erhitzt, um diese Aggregate aufzubrechen und
so ggf. eine geordnete Assemblierung entlang des DNA-Templats zu erreichen. Dafiir
wurden die Proben zunachst fir 10 min bei 90 °C inkubiert und im Anschluss langsam
Uber Nacht auf Raumtemperatur abgekihlt. Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte
sowohl in Wasser als auch in PBS-Puffer. Da jedoch in beiden Fallen die gleichen
Resultate beobachtet wurden, sind im Folgenden lediglich die Spektren in Puffer
dargestellt. Die aufgenommenen Spektren in Wasser sind dem Anhang zu entnehmen.
Fir alle abgekiihlten Proben konnte eine vollstandige Prazipitation festgestellt werden.
Deswegen wurde nicht zentrifugiert und die Aquivalente der zugegebenen PBI-Bausteine
den 20 Bindungsstellen des Templats angepasst. Alle Proben wurden direkt vor den

Messungen gut durchmischt, um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten.
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Abbildung 74: Absorptions- (links) und Emissionsspektren(Aexc = 470 nm) von PBI-dU (rot, 30 uM) und
PBI-U-TEG (orange, 30 uM) in Anwesenheit von Ao (durchgezogen, 1.5 uM) und T2o (gestrichelt, 1.5 pM)
sowie in Abwesenheit eines DNA-Templats (gepunktet) in PBS-Puffer (10 mM) + 2 % DMSO.

Verglichen mit den aufgenommenen Spektren der zuvor beschriebenen
Assemblierungsversuche, wurde eine Anderung der Feinstrukturen in den
Absorptionsspektren beobachtet. Die Absorption der PBI-dU- und PBI-U-TEG-Aggregate
ist verbreitert und die Schulter bei 580 nm deutlich ausgepradgter (Abbildung 74).
Verglichen mit den Experimenten in Wasser ist die Emission im gepufferten System
geringer (vgl. Kapitel IX.4). Auffallig ist, dass die Proben mit PBI-U-TEG eine schwachere

und nicht wie zuvor bei 20 °C eine gesteigerte Fluoreszenzintensitdt gegeniber den
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PBI-dU-Aggregaten aufweisen. Demnach ist anzunehmen, dass die Chromophore eine
Nahordnung aufweisen, wodurch die excitonische Kopplung zwischen den
PBI-dU-Bausteinen starker ausgepragt ist. Die CD-Spektren stdrken diese Annahme
(Abbildung 75). Diese zeigen ein deutlich ausgepragtes CD-Signal im Farbstoffbereich mit
einem Nulldurchgang bei 460 nm und 527 nm sowie einem stark ausgepragtem
negativen CoTtToN-Effekt, der auf eine linksdrehende helikale Struktur hinweist. Da dieser
Kurvenverlauf jedoch unabhadngig der DNA-Sequenz bzw. deren Anwesenheit ist, ist
dieses Signal auf reine PBI-dU-Aggregate zurilickzufiihren. Auch die CD-Spektren der
PBI-U-TEG-Aggregate zeigen alle einen identischen Verlauf. Dabei konnte durch die
erhohte Temperatur ebenfalls weder eine helikale Anordnung der Chromophore noch

eine DNA-Erkennung erreicht werden.
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Abbildung 75: CD-Spektren von PBI-dU (rot, 30 uM) und PBI-U-TEG (orange, 30 uM) (links) sowie von
PBI-DAP (griin, 30 uM) und PBI-DAP-TEG (blau, 30 uM) (rechts) in Anwesenheit von Ao (durchgezogen,
1.5 uM) und T2o (gestrichelt, 1.5 uM) sowie in Abwesenheit eines DNA-Templats (gepunktet) in PBS-Puffer
(10 MM +2 % DMSO).

Fiir die beiden DAP-Derivate PBI-DAP und PBI-DAP-TEG kann ebenfalls eine
DNA-unabhangige Aggregation angenommen werden (Abbildung 75). Dabei ergibt sich
fur PBI-DAP, analog dem 2’-Desoxyribose-Derivat PBI-dU, eine chirale Orientierung der

Farbstoffe.

Interessanterweise deuten die CD-Messungen, entgegen der linksgangigen Struktur der
PBI-dU-Nukleoside, fiir die PBI-DAP-Bausteine auf eine rechtsgdngige Orientierung hin

(Abbildung 76). Diese strukturellen Unterschiede konnen lediglich auf die angeknipften
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Nukleoside zurlickgefiihrt werden und verdeutlichen deren Einfluss auf das
Aggregationsverhalten der PBI-Farbstoffe. Somit kann durch einfaches Anknipfen
unterschiedlicher Nukleoside der unkontrollierten Aggregation der PBls entgegengewirkt
werden und zusatzlich die Chiralitat der ausgebildeten Strukturen gesteuert werden,
ohne dass ein Templat bendtigt wird. Durch die Kontrolle solcher Chromophorstapel ist
die Moglichkeit gegeben, deren optischen Eigenschaften zu optimieren. Dies ist deutlich
am Beispiel der Uracil-Konjugate zu erkennen. Durch die Ausbildung eines geordneten
Aggregats konnte fir PBI-dU eine deutliche Emissionssteigerung gegeniliber der

ungeordneten PBI-U-TEG-Aggregate beobachtet werden.
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Abbildung 76: CD-Spektren von PBI-dU (rot, 30 uM) und PBI-DAP (griin, 30 uM) in Anwesenheit von Ao
(durchgezogen, 1.5uM) und Tao (gestrichelt, 1.5 uM) sowie in Abwesenheit eines DNA-Templats
(gepunktet) in PBS-Puffer (10 mM +2 % DMSO).

Diese Experimente zeigen die stark ausgepragte Neigung zur Aggregation der
PBl-Derivate deutlich und der damit einhergehenden schwer kontrollierbaren

Assemblierung entlang eines DNA-Templats.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden weitere Anlagerungsexperimente mit den
L-konfigurierten DNA-Templaten (IAx und ITy0) durchgefiihrt, um zu Uberprifen, ob
neben der WATSON-CRICK-Basenpaarung eine chirale Erkennung aufgrund der
bevorzugten Stapelrichtung des Chromophors stattfindet und einen Einfluss auf die
Assemblierung bzw. Interaktion mit der DNA hat. Dabei konnte jedoch weder fir PBI-dU
noch fir PBI-DAP ein Einfluss der Konfiguration des DNA-Templats nachgewiesen

werden.
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4 Zusammenfassung

Es wurden vier unterschiedliche PBI-Konjugate, PBI-dU, PBI-DAP, PBI-U-TEG und
PBI-DAP-TEG synthetisiert und deren Assemblierungsverhalten entlang von
DNA-Templaten untersucht.

Dafiir wurden zunichst die optischen Eigenschaften der vier PBI-Derivate optisch
charakterisiert. Die Absorptions- und CD-Eigenschaften der PBI-Einheit werden durch
keine der angekniipften Nukleobasen beeinflusst. Allerdings wurde die Fluoreszenz der

DAP-Derivate nahezu vollstandig geldscht.
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Abbildung 77: Darstellung der chemischen Strukturen des synthetisierten PBI1 und dessen Derivate
PBI-dU, PBI-U-TEG, PBI-DAP und PBI-DAP-TEG sowie eine schematische Zusammenfassung der erhaltenen
Ergebnisse bezliglich des Assemblierungserhaltens und der daraus resultierenden Strukturen der
jeweiligen Bausteine.

Die Assemblierung entlang Ao und T2 als DNA-Templat wurde mittels Absorptions-,
Fluoreszenz- und CD-Spektroskopie untersucht. Dafir wurde zunachst ein fir PBI-dU
optimiertes Protokoll verfolgt. Lediglich fiir PBI-dU wurde eine spezifische Erkennung

des komplementdren Ao-Stranges nachgewiesen, weshalb weitere Einfllisse, wie die
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Inkubations-Temperatur, die Losungsmittelpolaritdit und die Konfiguration des
DNA-Templats untersucht wurden. In Abbildung 77 ist eine Ubersicht der synthetisierten
PBl-Konjugate und der erhaltenen Ergebnisse bezilglich des jeweiligen
Anlagerungsverhalten und der angenommenen Strukturen gegeben. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass fiir beide Ribose-Derivate PBI-dU und PBI-DAP eine chirale
Anordnung der PBI-Einheit bevorzugt wird, wahrend die TEG-Derivate PBI-DAP-TEG und
PBI-U-TEG vermutlich mizellartige Strukturen ausbilden. Dabei waren bis auf das

PBI-dU-Aggregat alle ausgebildeten Aggregate auch ohne DNA in Wasser I6slich.

Bei einer Inkubations-Temperatur von 90 °C hat sich fir alle PBI-Derivate gezeigt, dass
eine Aggregation unabhangig von der DNA stattfindet. Fiir die 2’-Desoxyribose-Derivate
konnten spiegelbildliche Anordnungen der PBI-Einheiten beobachtet werden, deren
Drehrichtung vom angeknipften Nukleosid abhangt. Fir PBI-dU war die Anordnung

linksgdngig, fir PBI-DAP rechtsgangig.

Die Strukturaufklarung der gebildeten Aggregate ist sehr komplex, sodass lediglich
Annahmen beziiglich des strukturellen Aufbaus getroffen werden konnten, die aus einer
Gesamtbetrachtung aller aufgenommenen spektroskopischen Daten resultieren. Um die
beschriebenen Strukturen vollstdndig aufzuklaren, bedarf es zusatzlicher bildgebender
Untersuchungen, wie beispielsweise Atomkraftmikroskopie (atomic force microscopy,

AFM) oder Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).

Im Allgemeinen konnte durch die Anlagerungsexperimente der vier verschiedenen
PBI-Derivate gezeigt werden, dass die 2'-Desoxyribose-Einheit des Nukleosids einen
deutlichen Einfluss auf das Aggregationsverhalten der Farbstoffe nimmt und fir die
Ausbildung chiraler Aggregate essentiell ist. Dabei hat sich gezeigt, dass DAP durch die
Ausbildung einer dritten Wasserstoffbriicke zwar stabilere Aggregate bildet, jedoch dazu
neigt, Fehlpaarungen einzugehen. Obwohl sowohl fir PBI-dU als auch fiir PBI-DAP eine
Erkennung der DNA nachgewiesen wurde, kann lediglich fiir das DAP-Derivat eine
DNA-templierte  Anlagerung angenommen werden. Demnach scheint das
Hydrophilie/Hydrophobie-Verhéltnis fir PBI-DAP am geeignetsten flir die Anlagerung
entlang eines DNA-Stranges zu sein, wahrend PBI-dU eine zu geringe und die

TEG-Derivate eine zu starke Loslichkeit aufwiesen. Doch auch die Wahl des
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Chromophors selbst tragt zu einem groRen Teil zu diesem Verhaltnis bei. Verglichen mit
anderen Chromophoren, wie Perylen und Pyren, die bereits erfolgreich durch die
Anknlpfung an ein Nukleosid an ein DNA-Templat angelagert wurden, verfiigen PBls

Uber ein deutlich groReres konjugiertes n-System.

B Konjugiertes n-System -

DNA-templierte Anlagerung N

Abbildung 78: Schematische Darstellung des gegenlaufigen Verhaltnisses von m-RingsystemgroRe und der
kontrollierten DNA-templierten Anlagerung polycyclischer Chromophore.

Bei Betrachtung ihres Anlagerungsverhaltens lasst sich ein gewisser Trend erkennen: Je
groRer das konjugierte nm-System, desto schlechter ist die DNA-templierte Assemblierung
kontrollierbar. Mit zunehmender GroBe des aromatischen Ringsystems, stellt die
Wechselwirkung zwischen den m-System die dominierende Bindungskraft dar und legt
somit die Struktur fest. Dadurch kann durch eine geschickte Wahl der GroRe des
Chromophors und der angeknipften hydrophilen Einheit das Aggregationsverhalten

beeinflusst und kontrolliert werden.
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Zusammenfassung

Vil. ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedliche supramolekulare DNA-Architekturen
hergestellt, die mithilfe der kanonischen Basenpaarung nach WATSON-CRICK aufgebaut
wurden. Die Aggregate wurden durch optische und chiroptische Spektroskopie

charakterisiert.

ORTHOGONALE ASSEMBLIERUNG FULLEREN-DNA-AGGREGATE
500 nm EnT 371 nm
Vs Q
Pe Py Pe Py Pe Fl’y g)
dudAp du dp ol dp
okt At AT 3
DNA
ALS TEMPLAT
PBI-DNA-AGGREGATE DNA-AGGREGAT-SCHICHTEN

Abbildung 79: Zusammenfassende Darstellung der in dieser Arbeit bearbeiteten Projekte.

Durch die orthogonale Assemblierung von Pe-dU und Py-DAP wurden
DNA-Chromophor-Aggregate erhalten, derenn optische Eigenschaften durch die
Templatsequenz programmierbar sind. Die Selektivitdt konnte dabei insbesondere liber
die Emissionseigenschaften nachgewiesen werden. Zudem war es erstmals moglich,

einen CPL-Effekt solcher DNA-templierten Chromophorstapel zu detektieren.

Des Weiteren wurde die DNA-templierte Assemblierung von Fulleren untersucht. Dafiir
wurde das neue Fulleren-Derivat Cgo-dU> synthetisiert und dessen Wechselwirkung mit
DNA spektroskopisch untersucht sowie mit dem literaturbekannten, geladenen Fulleren

Ceo-Pyr verglichen. In Kombination mit DNA-Chromophor-Aggregaten wurde fiir beide
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Zusammenfassung

Derivate eine fluoreszenzléschende Wirkung nachgewiesen, woraufhin diese Systeme
hinsichtlich ihrer Anwendung als aktive Schicht in einer DNA-basierten Solarzelle
untersucht wurden. Dabei wurde eine Steigerung der EQE gegenliber vorherigen
Solarzellen erzielt, allerdings lieferten die neuen Solarzellen geringere Spannungen.
Zusatzlich wurden die funktionalen Schichten spektroskopisch untersucht, wodurch
Rickschlisse auf die strukturelle Anordnung der Chromophore in festen Schichten

getroffen werden konnten.

Um das Farbspektrum zu erweitern und einen tieferen Einblck in das
Assemblierungsverhalten von chromophormodifizierten Nukleosiden zu erhalten,
wurden vier PBI-Derivate (PBI-dU, PBI-U-TEG, PBI-DAP und PBI-DAP-TEG) synthetisiert
und deren DNA-templierte Anlagerung untersucht. Dadurch konnte gezeigt werden,
dass ein geeignetes Hydrophilie/Hydrophobie-Verhaltnis des modifizierten Nukleosids
notwendig ist, um eine DNA-templierte Assemblierung zu erreichen. Zudem konnte
gezeigt werden, dass die 2’-Desoxyribose-Einheit des Nukleosids fiir die Ausbildung
chiraler Aggregate essentiell ist und die Drehrichtung der Aggregate von der
angeknipften Nukleobase abhangt. Durch geschickte Wahl der Nukleobase kann somit

die Chiralitat der entstehenden Aggregate gesteuert werden.
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VIIl. EXPERIMENTELLER TEIL

1 Material, Methoden und Gerdte

Reagenzien

Die innerhalb der Synthese und Analytik verwendeten Chemikalien wurden von den
Firmen ABCR, ACROS ORGANICS (THERMO FISCHER), ALFA AESAR, CARL ROTH, FLUKA, MERCK,
SIGMA ALDRICH (MEeRck), TCI und VWR bezogen. Es wurden Qualitatsstufen von
mindestens ,zur Synthese” verwendet. Die Chemikalien wurden bei Bedarf unter

Argonatmosphare und niedrigen Temperaturen gelagert.

Losungsmittel

Fir die Synthesen und Analytik wurden Losemittel der Qualitatsstufe p.A. (pro analysi)
oder hoher verwendet. Absolute Losungsmittel wurden von Acros ORGANICS bezogen und
unter Argonatmosphdre sowie Uber Molekularsieb aufbewahrt. Zur Aufarbeitung der
Reaktionen wurden technische Losungsmittel verwendet, sofern nicht anders
angegeben. Fir die Aufreinigung mittels HPLC wurden hochgereinigte organische
Losungsmittel (HPLC grade) der Firma MERCK, sowie entionisiertes, ultrafiltriertes Wasser
aus einer Millipore-Entsalzungsanlage Q8 (MEeRck) verwendet. Dieses Wasser wurde
ebenfalls fur alle spektroskopischen Untersuchungen verwendet. Die deuterierten

Losungsmittel wurden in einer Reinheit von 99,8 % von der Firma EURISO-TOP bezogen.

Kommerzielle Oligonukleotide

Die unmodifizierten Oligonukleotide wurden von der Firma METABION bezogen. Fir die
Anlagerungsexperimente wurden mittels HPLC gereinigte und fir die Solarzellen
entsalzte DNA-Strange verwendet. Diese wurden zunachst in MilliQ-Wasser geldst und

die Konzentrationsbestimmung erfolgte tiber die Absorption bei A =260 nm.

Reaktionsfiihrung

Reaktionen, die unter Luft- und Feuchtigkeitsausschluss gefiihrt werden mussten,
wurden unter Argonatmosphare (Schweilargon 4.6, 99.999 % Reinheit) der Firma
ALPHAGAZ durchgefiihrt. Alle dafiir verwendeten Glasapparaturen wurden vor Gebrauch

mindestens drei Mal am Hochvakuum evakuiert, ausgeheizt und mit Argon geflutet.
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Wasser- und luftempfindliche Verbindungen, sowie absolute Losungsmittel, wurden
nach der Standard-ScHLENk-Technik gehandhabt. Die Uberfilhrung von Flissigkeiten
erfolgte dabei mithilfe von Kunststoffspritzen und Teflon-Kaniilen. Bei Bedarf wurden
die verwendeten Losungsmittel mittels der Freeze-Pump-Thaw-Methode oder durch das
Einleiten von Argon entgast. Lichtempfindliche Reaktionen erfolgten entweder in
Braunglaskolben oder wurden durch Verkleiden des Reaktionsaufbaus mit
Aluminiumfolie vor Licht geschitzt. Die bendétigten tiefen Temperaturen wurden mit
flissigem Stickstoff oder mit folgenden Kaltemischungen erreicht:

Isopropanol/Trockeneis (-78 °C), Wasser/Eis (0 °C), Eis/NaCl (-21°C).

Zentrifugation

Fir die Anlagerungsexperimente wurde eine Biofuge Pico Zentrifuge von HERAEUS mit 24-
place microliter roto verwendet. Sofern nicht anders angegeben, wurden die Proben mit
einer  Geschwindigkeit  von 13 000 rpm und somit einer relativen

Zentrifugalbeschleunigung von 16 000 g zentrifugiert.

Diinnschichtchromatographie (DC)

Es wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumplatten mit Fluoreszenzindikator der
Firma MEeRck (Kieselgel 60, F2ss4, Schichtdicke 0.25 nm) fiir die DC verwendet. UV-aktive
Substanzen wurden mit UV-Licht, durch Fluoreszenzloschung bei A=254nm bzw.
Fluoreszenzanregung bei A =366 nm, detektiert. Die visuelle Auswertung von UV-
inaktiven Verbindungen erfolgte mit Hilfe einer Kaliumpermanganat-Losung
(1.50 g KMnOQOs4, 10gK»COs, 1.25 mL 10 % NaOH-Losung, 200 mL H;0), zuckerhaltige
Verbindungen wurden mit einer Losung aus Schwefelsdaure in Methanol (3 % H;S0.)

angefarbt.

Saulenchromatographie

Fir die Saulenchromatographie wurde Kieselgel 60 (PorengroRe 60 A, PartikelgroRe 40 —
63 um) der Firma SIGMA ALDRICH als stationdre Phase verwendet. Die Auftragung der zu
reinigenden Proben erfolgte entweder durch Lésen der Substanz in der mobilen Phase
oder an Kieselgel adsorbiert, als Dryload. Die Elution erfolgte mit Uberdruck von 0.2 —

0.3 bar, welcher mit einer Handpumpe aufgebaut wurde.
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Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Auftrennung der Oligonukleotide mittels Umkehrphase erfolgte an einem THERMO
SCIENTIFIC Gerat (Dionex UltiMate3000 Autosampler, Pumpenmodul, Saulenofen,
Multidiodenarray, RS Fluoreszenzdetektor, Fraktionssammler, Software Chromeleon 7).
Zur analytischen Chromatographie wurde eine VDSpher OptiBio PUR 300 S18-SE-Saule
(250 x 4.6 mm, 5 um) mit einer Flussgeschwindigkeit von 1.0 mL/min verwendet. Die
semiprdparative Trennung erfolgte unter Verwendung einer VDSpher OptiBio PUR 300
S18-SE-Saule (250 x 10 mm, 5 um) mit einer Flussrate von 2.5 mL/min. Als mobile Phase
fur die Aufreinigung von DNA diente ein 50 mM Ammoniumacetat-Puffer (pH =6.5,
Komponente A). Die Probe wurde mit steigendem Acetonitril-Gradienten (Komponente

B) eluiert.

Sublimationstrocknung

Wassrige Proben wurden in einem CHRIST Alpha RVC Vakuumkonzentrator oder nach
Einfrieren in Stickstoff an einer CHRIST Alpha 1-2 LD Plus Lyophilisierungsanlage

getrocknet.

DNA Synthese

Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte unter Argon als Schutzgas an einem K&A H-6
DNA/RNA Synthesizer. Als feste Phase wurde Controlled Pore Glass (CPG) mit einer
Belegung von 1 umol (500 A) verwendet. Alle Reagenzien, Phosphoramidite und CPG-

Saulen wurden von GLEN RESEARCH, CHEMGENES, PROLIGO und SIGMA ALDRICH bezogen.

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Die Kernspinresonanzspektroskopie wurde an einem BRUKER Advance 400 (400 MHz
'H-NMR bzw. 101 MHz '3C-NMR) oder BRUKER Advance 500 (500 MHz 'H-NMR bzw.
126 MHz. 3C-NMR) durchgefihrt. Es wurden Probenrdhrchen mit 5 mm Durchmesser
verwendet, in welchen je 5-10mg der zu untersuchenden Substanz in ca. 0.5 mL
deuteriertem Losungsmittel gelést waren. Je nach Loslichkeit der Substanz wurde

[d6]-DMSO), [d4]-MeOD, [d1]-CDCls oder [d5]-Pyridin als Losungsmittel verwendet. Die
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chemische Verschiebung (8) wurde in parts per million (ppm) angegeben und bezieht
sich auf Tetramethylsilan als Nullpunkt. Als Referenzwerte wurden folgende Signale, der

nicht vollstandig deuterierten Losungsmittel verwendet:

[d6]-DMSO:  'H-NMR: 6 = 2.50 ppm 13C-NMR: 6 = 39.52 ppm
[d4]-MeOD: 'H-NMR: 6 =3.31 ppm 13C-NMR: & = 49.00 ppm
[d1]-CDCl3:  H-NMR: 6 = 7.26 ppm 13C-NMR: § = 77.16 ppm
[d5]-Pyridin: 'H-NMR: 6 = 8.74 ppm 13C-NMR: 6 = 150.35 ppm

Die Kopplungskonstante J wurde in Hz angegeben. Zur Kennzeichnung der Multiplizitat
wurden folgende Abkirzungen verwendet: s (Singulett), d (Dublett), dd (Dublett von

Dublett), t (Triplett), q (Quartett), quin (Quintett) und m (Multiplett).

Hochauflésende Massenspektrometrie (HRMS)
MALDI-TOF-Messungen erfolgten an einem AXIMA Confidence Spektrometer von
SHIMADZU. Abhangig von der Substanz dienten folgende Matrices:
DNA: 3-Hydroxypicolinsaure (gesattigte Losung in
Acetonitril/Wasser = 1:1)/Diammoniumhydrogencitrat (0.44 M in
Wasser) = 9:1
Sonstige: 6-Aza-2-thiothymin (gesattigte Losung in Acetonitril)
2,4,6-Trihydroxyacetophenon (gesattigte Losung in Acetonitril)
Weitere Massensprektren wurden an einem THERMOFISHER Scientific Q Exactive (Orbitrap)
mit der lonisierungsmethode ESI (electron spray ionisation) aufgenommen.
El (ElektronenstoRionisation)- oder FAB (fast atom bombardement )-Spektren wurden an
einem FINNIGAN MAT 95 Spektrometer gemessen. Dabei wurden in die Signale im
Masse/Ladungsverhaltnis dargestellt. Das Molekilion wurde entweder als [M*], oder als

protonierte Form [MH*] angegeben.

Probenvorbereitung fiir die optische Spektroskopie

Alle Messungen in Losung erfolgten in 1,5 mL Quarzglaskiivetten der Firma STARNA
(26-F/Q/10 mm). Sofern nicht anders angeben, betrug die Messtemperatur 20 °C.

Fir die Festkorper-CD-Messungen wurde ein 50 plL Aliquot, mit einer Konzentration von
40 g/L in DMSO/H,0 (80/20), auf einer Quarzglasplatte mit einem Durchmesser von

20 mm aufgetragen. Die Probe wurde fir 3 Tage bei 60 °C in einem Hochvakuumofen
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der Firma THERMO SCIENTIFIC™ (51014539, Mantelheizung VT 6060 M) vollstandig
getrocknet.
Alle Spektren wurden gegen die Absorption des Losungsmittels bzw. der Quarzglasplatte

basislinienkorrigiert.

UV/VIS- Absorptionsspektroskopie

Die  UV/VIS-Absorptionsspektroskopie  wurde an einem Cary 100 Scan
Spektrophotometer von VARIAN mit Temperaturregler (Cary 100 Temperature Controller),
mit Hilfe der Steuersoftware Cary WinUV Scan Application, durchgefiihrt. Fir alle
Messungen wurden folgende Parameter verwendet: Slit bandwidth (SBW) 2.0 nm,
Average time 0.1s, Data interval 1.0, Scan rate 600 nm/min, Light source changeover

350 nm.

Nanodrop
Die Konzentrationsbestimmung der Oligonukleotide erfolgte an einem NANODROP

ND-1000 Spektrometer im Nukleinsaure-Modus Gber Absorption bei A =260 nm.

Circulardichroismus (CD)

Die CD-Messungen in Losung wurden an einem Jasco J-810 Spectropolarimeter mit
einem Peltier-Element PTC-423S und einem AC 200 Thermostat von THERMO SCIENTIFIC
aufgenommen. Die Steuerung erfolgte mit Hilfe der Software SpectraManager. Sofern
nicht anders beschrieben, wurden folgende Messparameter verwendet: Scanning speed:
100 nm/min, Accumulations: 4, D.I.T.: 4 s, Band width: 1.00 nm.

Die ss-CD-Spektren wurden in der Arbeitsgruppe von DR. ANNE ULRICH am Institut fir
Biologische Grenzflachen Il (KIT, Campus Nord) an einem Jasco J-810 Spectropolarimeter
aufgenommen. Die Aufnahme der Spektren erfolgte in 45 °-Rotationen der
Quarzglasplatte. Insgesamt wurde in acht verschiedenen Winkeln gemessen, um
spektrale Artefakte zu minimieren. Das finale Spektrum ergibt sich aus den gemittelten
Spektren. Die Messungen erfolgten bei 25 °C mit folgenden Parametern: Scanning

speed: 50 nm/min, Accumulations: 1, D.I.T.: 4 s, Band width: 8.00 nm.

107



Experimenteller Teil

Fluoreszenz-Detektierter Circulardichroismus (FDCD)

Die FDCD-Messungen (fluorescence-detected circular dichroism) erfolgten in der
Arbeitsgruppe von DR. FRANK BIEDERMANN am Institut fir Nanotechnologie (KIT, Campus
Nord). Die Spektren wurden an einem J-1500 CD Spektrometer von JASCO mit einem PTC-
510 Peltier-Element, einem F250 Umlaufkihler von JuLaBo, einem PM-539 Standard
Detektor und einem PML-534 FDCD-Detektor aufgenommen. Die Steuerung erfolgte mit
Hilfe der Software Spectra Manager mit folgenden Einstellungen: CD scale
1000 mdeg/1.0 dOD, FL scale 1000 mdeg/1.0 dOD, Data integration time 4 s, Band width

4.0 nm, Data pitch 0.1 nm, Scanning speed 100 nm/min, Accumulation 10 times.

Fluoreszenzspektroskopie

Die Emissions- und Anregungsspektren wurden an einem HORIBA JOBIN-YVON Fluoromax-3
Spektrofluorometer mit LFI-3751 Peltier-Element von WAVELENGTH ELECTRONICS gemessen.
Die Steuerung erfolgte mit Hilfe der Software FluorEssence V3.5 mit den folgenden
Einstellungen: Increment 1.0 nm, Increment time 0.1's, AT = 0.1 °C, Equilibration time:
0 min. Die Belichtungsbandbreiten wurden je nach Probe angepasst und sind fir jede

Messung separat angegeben.

Fluoreszenzquantenausbeuten

Absolute Fluoreszenzquantenausbeuten wurden an einem Quantaurus QY C11347 von

HAMAMATSU in 5 mL Quarzglaskiivetten bestimmt.

CPL-Spektroskopie

Die CPL-Messungen (circular polarized luminescence) erfolgten in der Arbeitsgruppe von
DR. GUIDO CLEVER am Institut fir Anorganische Chemie (TU Dortmund) in Kooperation mit
LUKAS STRATMANN und DR. JACOPO TESSAROLO. Die Spektren wurden an einem CPL-300-
Spektrometer von JASCO mit einem PTC-517 Peltier-Element gemessen. Die Steuerung
erfolgte mit Hilfe der Software Spectra Manager mit folgenden Einstellungen: 20 °C, A«
=370 nm, Ex and Em bandwidth 20.0 nm, Data pitch 1.0 nm, Data integration time 1,

Scanning mode: step, Accumulation 60 times.
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2 Synthesevorschriften

Die Synthesen der chromophormodifizierten Nukleoside Nr-dU,!107-10%1 py..dU,[110
11lpe-dul*3, Py-DAP*>! und Pe-DAP™3! erfolgten nach den in der Literatur beschrieben
Syntheserouten. Des Weiteren wurde das geladene Fulleren Ceo-Pyrl® sowie die
Vorstufen Br-DAP,[1%] 5 [104] 7 [112] g [113]91[106] ynd 150381 nach bereits bekannter Literatur

synthetisiert. Die analytischen Daten aller Molekiile stimmen mit der Literatur iberein.

Nr-dU Py-dU Pe-dU

— — Br—</ \
N N/)\NHZ N N/)\NHZ N /)\NHZ
HO HO HO
o o o
OH OH OH HO/\/\N3
Py-DAP Pe-DAP Br-DAP 5
0 0 o
AN AN | NH;
7 ONH 7 ONH 7 ONH Ny,
4
N/go N/go N/&o Br—<N L L
HO TBDMSO TBDMSO o_j N N
o o o ( )
0™\_o0
OH OTBDMS OTBDMS
7 8 11 15
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Verbindung 1

NH,
/NfN o
HO Br04<N N/)\N)K/OMe
H

P

OH
1
C13H17BrNgO5
416.0444 g/mol

Es wurden 1.00 g Br-dAp (2.90 mmol, 1.00 Aq.) unter Argon in trockenem Pyridin gelést
und auf 0°C gekihlt. AnschlieBend wurden 3.69 mL Trimethylsilylchlorid (TMS-CI)
(29.0 mmol, 10. Aq.) zugegeben und fiir eine Stunde geriihrt. Danach wurden 12 mL
MeCN und 1.06 mL Methoxyacetylchlorid (11.6 mmol, 4.00 Aq.) zugegeben und fiir
weitere 40 min bei 0 °C geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde in 30 mL DCM
aufgenommen, drei Mal mit Wasser gewaschen und die organische Phase liber Na;SO4
getrocknet. Der Rickstand wurde drei Mal mit Toluol coevaporiert, anschlieRend in
18 mL eines NHs (28 % ag.)/MeOH/THF-Gemisches (1:1:1) gel6st und fiir eine Stunde bei
RT gerlhrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch (DCM/MeOH = 12:1 — 8:1) gereinigt. Das

Produkt 1 wurde als weilRer Feststoff in einer Ausbeute von 79 % erhalten.

DC (DCM/MeOH = 8:1): Rs= 0.40.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-de): & (ppm) = 9.56 (s, 1H), 7.44 (s, 2H), 6.22 (t, J = 7.1 Hz, 1H),
5.24 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 4.72 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 4.54 (dq, J = 6.8, 3.4 Hz, 1H), 4.15 (s, 2H),
3.80 (td, J=5.7, 3.2 Hz, 1H), 3.63 (dt, J = 11.2, 5.5 Hz, 1H), 3.57 — 3.36 (m, 2H), 3.35 (s,
3H), 2.15 (ddd, J = 13.1, 6.8, 3.3 Hz, 1H).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 168.2, 155.1, 151.9, 150.8, 125.4, 116.8, 88.1,
85.5, 71.8, 70.89, 62.0, 58.5, 36.2.

HRMS-FAB (m/z): berechnet fur CisHi7BrNsOs [MH']: 417.0517; gefunden [MH"]:
417.0517.
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Verbindung 2

s

HN S0
/NfN i
B
DMTrO r%N N/)\NJK/OMe
<0> H

OH
2
C41H39BrNgOg
822.2013 g/mol

Es wurden 284 mg 1 (0.683 mmol, 1.00 Aqg.) lyophlilisiert und anschlieRend unter Argon
346 mg (1.02 mmol, 1.50 Aq.) 4,4 -Dimethoxytritylchlorid zugegeben. Das Gemisch
wurde in 10 mL trockenem Pyridin geldst, mit 144 pL (104 mg, 1.02 mmol, 1.50 Aq.)
trockenem Et3N versetzt und anschliefend unter Lichtausschluss fiir 4 h bei RT geriihrt.
Es wurden zunéchst 500 pL (342 mg, 3.15 mmol, 5.00 Aq.) Trimethylsilylchlorid und nach
einer weiteren Stunde 366 pL (443 mg, 3.15 mmol, 5.00 Aq.) Benzoylchlorid zugegeben.
Die Losung wurde fir weitere 2 h gerlihrt, anschliefend auf 0 °C abgekihlt und mit
900 pL H0 versetzt. Nach 5 min wurden 1.60 mL 25%ige NHz-Losung zugegeben und flr
eine Stunde bei RT gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt, der Rickstand in 50 mL DCM aufgenommen und dreimal mit je 50 mL
gesattigter NaHCO3-Losung gewaschen. Die organischen Phasen wurden vereinigt, liber
Na,SOs getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Nach saulenchromatischer
Aufreinigung (DCM/Aceton 8:1 — 1:1 + 0.1% EtsN) konnte 2 als farbloser Feststoff in

einer Ausbeite von 28 % erhalten werden.

DC (DCM/MeOH 30:1): Rf = 0.42.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm) = 11.17 (s, 1H), 10.03 (s, 1H), 8.06 — 7.97 (m, 2H),
7.70 = 7.62 (m, 1H), 7.56 (ddd, J = 8.1, 6.5, 1.3 Hz, 2H), 7.27 — 7.21 (m, 2H), 7.16 — 7.06
(m, 7H), 6.78 = 6.72 (m, 2H), 6.71 — 6.65 (m, 2H), 6.39 (dd, J = 7.8, 5.1 Hz, 1H), 5.23 (d, J =
4.9 Hz, 1H), 4.75 (dt, J = 10.0, 5.0 Hz, 1H), 4.23 — 4.10 (m, 2H), 3.98 (ddd, J = 7.8, 4.7, 2.9
Hz, 1H), 3.69 (d, J = 5.4 Hz, 6H), 3.41 — 3.36 (m,3H), 3.12 — 2.08(m, 1H), 2.41 - 2.36 (m,
1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO) & (ppm) = 166.1, 158.4, 158.3, 153.5, 151.6, 149.9, 145.4,
136.4, 136.0, 133.8, 131.1, 130.1, 130.1, 129.0, 128.9, 128.1, 127.9, 126.9, 122.8, 113.3,
113.2, 86.5, 85.6, 72.3, 71.1, 59.0, 55.4, 55.4, 37.3.

111



Experimenteller Teil

HRMS-FAB (m/z): berechnet fiir C41H39BrN608 [MH+]: 823.2086; gefunden [MH+]:
823.2084.
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Verbindung 3

3
C e
TN N/)\HJK/OMe

DMTrO
O

OH
3
CsoHagNgOg
968.3534 g/mol

Es wurden 74.0 mg (0.325 mmol, 1.20 Aq.) Ethinylpyren, 223 mg 2 (0.271 mmol, 1.00
Aqg.), 10.0 mg (0.0540 mmol, 0.200 Aq.) Kupferiodid und 31.0 mg (0.0270 mmol, 0.100
Aq.) Pd(PPh3)4 unter Argon in 10 mL trockenem DMF und 5 mL trockenem Et3N gel&st.
Das Reaktionsgemisch wurde fiir 20 min mit Argon entgast und anschliefend fiir 3 h bei
60 °C gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der
Rickstand in 20 mL DCM aufgenommen und dreimal mit je 20 mL H,O gewaschen. Die
organischen Phasen wurden vereinigt und Gber Na;SO4 getrocknet. Das Losungsmittel
wurde entfernt und das Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie (DCM/Aceton 6:1 +
0.1 % EtsN) aufgereinigt, wodurch 3 in einer Ausbeute von 68 % als gelber Feststoff

erhalten wurde.

DC (DCM/Aceton 5:1): Ry = 0.49.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 11.30 (s, 1H), 10.16 (s, 1H), 8.60 (d, J = 9.1 Hz,
1H), 8.49 — 8.27 (m, 7H), 8.19 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 8.12 — 8.06 (m, 2H), 7.72 — 7.65 (m, 1H),
7.63 — 7.55 (m, 2H), 7.27 — 7.19 (m, 2H), 7.13 — 7.02 (m, 7H), 6.85 (dd, J = 7.6, 5.2 Hz,
1H), 6.65 — 6.56 (m, 4H), 5.33 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 4.77 (p, J = 5.2 Hz, 1H), 4.35 — 4.20 (m,
2H), 4.11 (ddd, J = 7.9, 4.9, 2.8 Hz, 1H), 3.61 (d, J = 4.7 Hz, 6H), 3.55 — 3.39 (m, 2H), 3.37
(s, 3H), 3.09 (dd, J = 10.4, 2.9 Hz, 1H), 2.59 — 2.41 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, DMSO) & (ppm) = 168.7, 165.7, 157.8, 152.3, 152.2, 150.6, 144.9,
136.0, 135.9, 135.5, 133.5, 132.6, 132.2, 132.0, 131.0, 130.3, 130.2, 129.6, 129.5, 128.7,
128.5, 127., 127.41, 127.2, 127.0, 126.5, 126.4, 125.0, 124.3, 123.5, 123.2, 122.1, 113.7,
112.8,112.7, 95.0, 86.8, 85.2, 84.9, 84.4, 72.0, 70.9, 64.7, 58.6, 56.7, 54.8, 45.7.

HRMS-FAB (m/z): berechnet fur CsoHasNsOs [MH*]: 969.3606; gefunden [MH*]:
969.3609.
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Verbindung Py-DAP-PA

Py-dAp-PA
CegHesNgOqP
1168.4612 g/mol

Es wurden 330 mg 3 (0.341 mmol, 1.00 Aq.) lyophilisiert und unter Argon in trockenem
DCM gelést. AnschlieBend wurden 174 uL DIPEA (132 mg, 1.02 mmol, 3.00 Aqg.) und
152 uL  2-Cyanoethyl-N,N-diisopropylchlorophosphoramidit (161 mg, 0.681 mmol,
2.00 Aq.) zugegeben und fiir vier Stunden bei RT geriihrt. Das Rohprodukt wurde direkt
saulenchromatographisch (DCM/Aceton = 6:1 + 0.1 % EtsN) aufgereinigt und Py-dAp-PA

in einer Ausbeute von 71 % als gelben Feststoff erhalten.

DC (DCM/Aceton = 5:1): Rf=0.75.

31p_NMR (162 MHz, CD2Cl2): & (ppm) = 149.05, 148.79.
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Verbindung 6
N /\/\OMO/\/\NS

CoH14Ng04
270.11 g/mol

In einem Rundkolben wurden 1.94 g 5 (19.2 mmol, 2.50 Aq.) und 2.66 mL trockenes EtsN
(19.2 mmol,1.94 g, 2.50 Aqg.) in 15 mL trockenem DCM geldst und auf 0 °C gekiihlt. Es
wurden 740 pL Malonylchlorid (7.68 mmol, 1.08 g, 1.00 Aq.), geldst in 10 mL trockenem
DCM, langsam zugetropft, fiir eine Stunde bei 0 °C und anschliefend tber Nacht bei RT
gerihrt. Das Reaktionsgemisch wurde drei Mal mit 50 mL H,O gewaschen und die
organische Phase Uber Na;SOs getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch (DCM/Hexan
= 9:1 — 1:0) aufgereinigt. Das Produkt wurde als gelbes Ol mit einer Ausbeute von 64 %

(1.33 g, 4.92 mmol) erhalten.

DC (DCM): Ry = 0.59.

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 4.25 (t, J = 6.2 Hz, 4H); 3.43 — 3.37 (m, 6H); 1.93 (p,
J=6.4 Hz, 4H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): & (ppm) = 166.4 (Cq), 62.6 (CH2), 48.1 (CH,), 41.5 (CH,), 28.1
(CH,).

HRMS-FAB (m/z): berechnet fur CoH1aNeOs [MH*]: 270.1155; gefunden [MH*]: 271.1151.
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Verbindung 9a

o o
O:H<N < N/\/\OMO/\/\N N HFO
N N=N N= N
igo 0
TBDMSOII;”'\/\OTBDMS TBDMSO OTBDMS
9a
C55H94N10014Si4

1230.6028 g/mol

Unter Argonatmosphire wurden 391 mg 8 (0.810 mmol, 2.20 Aq.) und 118 mg Tris((1-
benzyl-4-triazolyl) methyl)amin (TBTA, 0.22 mmol, 0.600 Aq.) in trockenem DMF gel&st.
Nacheinander wurden 41.4mg Tetrakis(acetonitril)kupfer(l) hexafluorophosphat
(Cu(MeCN)4PFs, 1.11 mmol, 0.300Aqg.) und 7.66 mg Natriumascorbat (1.11 mmol,
0.300 Aq.) zugeben. Nachdem alle Substanzen vollstindig gelést waren, wurden 100 mg
6 (0.372 mmol, 1.00 Aq.), gelést in DCM, langsam zugetropft. Das Reaktionsgemisch
wurde fir 16 h bei Raumtemperatur gertihrt und anschlieRend das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in DCM aufgenommen und drei Mal
mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Na,SO4 getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch (Hex/EE = 1:1 — 0:1) aufgereinigt und das Produkt als weiRer

Schaum mit einer Ausbeute von 92 % (419 mg, 0.34 mmol) erhalten.

DC (EE): Ry = 0.75.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & (ppm) = 9.54 (s, 2H), 8.52 (s, 2H), 8.32 (s, 2H), 6.34 (dd,
J=7.9,5.8 Hz, 2H), 4.51 (t, J = 6.8 Hz, 4H), 4.45 (dt, J = 4.9, 2.2 Hz, 2H), 4.19 (t, J = 5.9 Hz,
4H), 4.01 (q, J = 3.7 Hz, 2H), 3.87 — 3.75 (m, 4H), 3.47 (s, 2H), 2.37 (dd, J=5.8, 2.3 Hz,
1H), 2.36 — 2.28 (m, 4H), 2.15 (ddd, J = 13.5, 8.0, 5.9 Hz, 2H), 0.90 (s, 18H), 0.85 (s, 18H),
0.10 (d, J = 1.9 Hz, 12H), 0.09 (s, 6H), 0.08 (s, 6H).

13C-NMR (126 MHz, CDCls): & (ppm) = 166.5, 161.7, 149.7, 139.2, 136.5, 123.0, 106.1,
88.5, 86.2, 72.9, 63.4, 62.2, 46.9, 41.3, 41.3, 29.3, 26.1, 25.9, 18.6, 18.2, -4.5, -4.7, -5.2, -
5.40.

HRMS-ESI (m/z): berechnet fiir CssHosN10014Sia [MH*]: 1231.6101; gefunden [MH"]:
1231.6100.
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Verbindung 10

o
HN NH
AN
O:< p J I/\j (o) \FO
N =N N
f;ﬁo 9
TBDMSOE"X/\OTBDMS OTBDMS

10
C115H95N100145i4
1950.6028 g/mol

In einem Rundkolben wurden unter Argonatmosphéare 200 mg 9a (0.16 mmol, 1.00 Aq.)
in Toluol gelost. Es wurden 117 mg Ceo-Fulleren (0.16 mmol, 1.00 Aqg.) und 82.5 mg lod
(0.33 mmol, 2.00 Aq.) zugeben und bis zum vollstindigen Lésen bei Raumtemperatur
gerihrt. AnschlieBend wurden 49.1 mL 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]lundec-7-ene (DBU,
50.1 mg, 0.33 mmol, 2.00 Aq.) zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 16 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Loésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt
und der Riickstand sdulenchromatographisch (DCM/MeOH = 1/0 — 40/1) aufgereinigt.
Das Produkt konnte als dunkelbrauner Feststoff mit einer Ausbeute von 34 %

(0.05 mmol, 106 mg) erhalten werden.

DC (EE/Hex = 3:1): Rf= 0.51.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): & (ppm) = 9.54 (s, 2H, NH), 8.52 (s, 2H), 8.42 (s, 2H), 6.38 —
6.25 (m, 2H), 4.61 (dt, J = 12.2 Hz, 6.3 Hz, 8H), 4.48 —4.29 (m, 2H), 4.01 (d, J = 2.3 Hz,
2H), 3.82 (d, J = 3.2 Hz, 4H), 2.54 (p, J = 6.5 Hz, 4H), 2.35 (ddd, J = 12.8, 5.4, 1.8 Hz, 2H),
2.28 —2.14 (m, 2H), 0.88 (d, J = 12.6 Hz, 36 H), 0.09 (dd, J = 3.5, 2.3 Hz, 24 H).

BC.NMR (126 MHz, CDCl3): & (ppm) = 163.5 (Cq), 161.6.1 (Cq), 149.6 (Cg), 145.5 (Ceo),
145.4 (Ceo), 145.2 (Ce0), 145.0 (Ce0), 144.8 (Ceo), 144.0 (Cso0), 143.2 (Ce0), 143.1 (Ce0), 142.3
(Ceo), 141.1 (Cso), 139.5 (Ceo), 139.1 (Cq), 136.3 (4CHarom), 133.0 (Cso), 127.3 (Ceo), 126.4
(Ce0), 122.3 (CHarom), 106.2 (C), 88.4 (4‘CH), 86.3 (1‘CH), 72.9 (3‘CH), 63.4 (5‘CH), 61,02
(CHa), 55.9 (Cq), 46.8 (CHa), 41.3 (2'CHz + CHa), 29.5 (CHa), 26.2 (CHs), 25.9 (CHs), 18.6
(Cq), 18.0 (Cy), -4.5 (CH3), -4.6 (CHs), -5.2 (CH3), -5.6 (CHs).

HRMS-ESI (m/z): berechnet fur Ci1sH92N10014Sia [M*]: 1950.6028; gefunden [MT]:
1950.5966.
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Verbindung Ceo-dU>

Cgo-dU,
Co1H38N10014
1494.2569 g/mol

In einem dicht verschlossenen Reaktionsgefaf wurden 226 mg 10 (0.116 mmol,
1.00 Aq.) in DMF gelést, mit 190 pL EtsN-3HF (187 mg, 1.16 mmol, 10.00 Aqg.) und fiir
72 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und Rickstand mit kaltem MeOH gewaschen. Das Produkt konnte in einer

Ausbeute von 75 % als brauner Feststoff erhalten werden.

DC (DCM/MeOH 10:1): Ry = 0.44.

1H-NMR (500 MHz, DMSO-de): & (ppm) = 11.63 (s, 2H), 8.51 (s, 2H), 8.46 (s, 2H), 6.22 (t,
J=6.8Hz, 2H), 5.28 (d, J=4.1 Hz, 2H), 5.00 (t, J = 4.9 Hz, 2H) 4.63 (t, J= 6.5 Hz, 4H),
4.57 = 4.53 (m, 4H), 4.27 (s, 2H), 3.92 — 3.80 (m, 2H), 3.62 —3.53 (m, 4H), 2.43 - 2.38 (m,
4H), 2.17 (s, 4H).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds): & (ppm) = 162.5, 162.2, 161.1, 149.6, 145.0, 144.7, 144.6,
144.3, 144.2, 144.1, 144.0, 143.3, 142.5, 142.4, 141.6, 141.6, 141.3, 141.2, 140.3, 138.9,
138.4, 138.4, 136.0, 128.3, 122.6, 105.4, 87.6, 84.7, 71.2, 70.8, 64.9, 61.5, 51.7, 46.8,
35.8, 30.8, 28.8.

HRMS-ESI (m/z): berechnet fiir CoiH3sN10O14 [M*]: 1494.2569; gefunden [M™]:
1494.2526.
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Verbindung PBI1

ST es
W
o o
PBI1
c34H26N204
526.59 g/mol
Eine Suspension aus 1.05 g Perlyentetracarbonsduredianhydrid (PTCDA) (2.68 mmol,
1.00 Ag.) und 0.308 g Zinkacetatdihydrat (1.40 mmol, 0.520 Aq.) in 20 mL trockenem
Pyridin wurde eine Stunde bei 128 °C refluxiert. Anschliefend wurden zeitgleich 400 uL
2-Amino-5-Methylhexan (99 %, 0.304 g, 2.64 mmol, 1.00 Aq.) und 170 pL Propargylamin
(0.146 g, 2.65 mmol, 1.00 Aq.) zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir weitere 74 h
refluxiert. Anschliefend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt,
der Ruckstand Uber Kieselgel (DCM/MeOH =3:1) filtriert und  mittels
Saulenchromatographie (DCM/Aceton = 100:1) aufgereinigt. Das Produkt PBI1 wurde als

roter Feststoff in einer Ausbeute von 42 % erhalten.

DC (DCM/Aceton = 97:3): Rs= 0.67.

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 8.63 (ddd, J = 14.0, 10.8, 7.0 Hz, 8H,), 5.26 (ddd,
J=15.1, 13.5, 6.6 Hz, 1H), 5.00 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 2.23 (t, J = 2.4 Hz, 1H), 2.25 — 2.17 (m,
1H), 1.96 (dddd, J=13.5, 11.7, 6.8, 5.1 Hz, 2H), 1.62 (d, J= 6.9 Hz, 3H), 1.15 (dddd,
J=13.1,11.6, 6.6, 5.1 Hz, 2H), 0.87 (t, J = 6.9 Hz, 6H).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3): & (ppm)=162.7, 135.3, 134.3, 131.9, 129.6, 129.5, 126.7,
126.4,123.5,123.1, 122.9, 70.9, 50.5, 36.4, 31.6, 29.8, 28.1, 22.8, 22.7, 18.5.

HRMS-FAB (m/z): berechnet fir CssHzsN20s [MH']: 527.1971; gefunden [MH"]:
527.1963.
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Verbindung 17

0 CyyHyyINOg
384.0182 g/mol

In einem ausgeheizten ReaktionsgefiaR wurden 500 mg lodouracil (2.10 mmol, 1.00 Aq.)
unter Argon in 10 mL trockenem DMF suspendiert und auf 65°C erhitzt. Anschliefend
wurden 401.6 mg Natriumhydrid (60% Suspension in Paraffinél, 2.53 mmol, 1.20 Aq.)
zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 2 h bei 65°C geriihrt. Im Anschluss wurde das
Reaktionsgemisch auf 0°C gekihlt und eine Losung aus Triethylenglycol-
monomethylethertosylat (TEG-Tos) (90%, 669 mg, 3.46 mmol, 1.10Ag.) in 10 mL
trockenem DMF langsam zugetropft und das Reaktionsgemisch 22 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt,
das Rohprodukt sdulenchromatographisch (EE) aufgereinigt und Produkt (161 mg,

0.42 mmol) in einer Ausbeute von 20 % als hellgelbe Flissigkeit erhalten.

DC (EE): Rf= 0.23.

1H-NMR (400 MHz, CDCI3): 6 (ppm) = 8.82 (s, 1H), 7.8 (s, 1H), 3.97 — 3.90 (m, 2H),
3.62 - 3.58 (m, 2H), 3.58 — 3.53 (m, 6H), 3.49 — 3.45 (m, 2H), 3.29 (s, 3H).

13C-NMR (101 MHz, CDCl3): & (ppm) = 160.5, 150.7, 150.5, 72.1, 70.9, 70.8, 70.7, 68.9,
66.7,59.2, 48.7.

HRMS-FAB (m/z): berechnet fir CiiH17N20sl [MH*]: 385.0255; gefunden [MH"]:
385.02491.
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Allgemeine Vorschrift der SONOGASHIRA-Kupplung der PBI-Derivate

Alle verwendeten Edukte wurden vor Durchfiihrung der Reaktion lyophilisiert.

In einem ausgeheizten und unter Argon stehenden Reaktionsgefald wurde das Halogenid
(1.10 Aq.), PBI 1 (1.00 Aq.), Cul (0.200 Aqg.) und Pd(PPhs)s (0.200 Aq.) vorgelegt und in
einem trockenen Losungsmittelgemisch (2:1) aus DMF und EtsN gelost. Die
Reaktionslosung wurde fiir 20 min mit Argon entgast und anschlieRend fiir 4 h bei 90 °C
geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der
Rickstand mittels Saulenchromatographie aufgereinigt. Die eingesetzten Halogenide

und erhaltenen Ausbeuten sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt.

Produkt Halogenid Ausbeute [%]
PBI-dU 12 71*
PBI-DAP Br-DAP 38
PBI-U-TEG 17 16
PBI-DAP-TEG 15 23

*Ausbeute Giber zwei Stufen
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Verbindung PBI-dU
O
Wa W4
N
Jbeseso gy
N/&O
HO.
PBI-dU ©

Cy3H36N,04 OH

752.78 g/mol
Das Kupplungsprodukt wurde saulenchromatischer (DCM/MeOH = 100:1 — 20:1,
DC(DCM/Aceton =9:1): Rs= 0.31.) aufgereinigt. Der Rickstand wurde in einem dicht
verschlossenen in DMF geldst, mit 100 pL EtsN-3HF (99.0 mg, 0.611 mmol, 6.00 Aq.) und
flir 72 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt und das Rohprodukt sdulenchromaographisch (DCM/MeOH 30:1 — 17:1)
aufgereinigt. PBI-dU wurde als dunkelroter Feststoff in einer Ausbeute von 71 % lber

zwei Stufen erhalten.

DC (DCM/MeOH = 10:1): Ry = 0.57.

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 11.68 (s, 1H), 8.24 (s, 1H), 7.90 (d, J = 53.0 Hz, 4H),
7.63 (d, J = 27.5 Hz, 4H) 6.12 (t, J = 6.5 Hz, 1H), 5.23 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 5.08 — 5.04 (m,
2H), 4.82 (s, 2H), 4.22 (s, 1H), 3.81—3.77 (m, 1H), 3.60 — 3.56 (m, 2H), 2.15—2.08 (m,
3H), 1.94 (s, 1 H), 1.59 (s, 4 H), 1.25 - 1.19 (m, 2H), 0.91 (d, J = 6.0 H, 6 H).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3): & (ppm) = 162.6, 161.6, 161.08, 149.5, 144.1, 132.9, 132.2,
129.9, 129.8, 127.4, 126.9, 123.9, 123.2, 123.0, 120.7, 97.9, 87.6, 87.4, 84.8, 74.3, 70.6,
61.1,49.2, 39.6, 35.8, 30.9, 29.7, 27.5, 22.6, 22.5, 17.8.

HRMS-FAB (m/z): berechnet fur Ca3sH3gN4Og [MH*]: 753,2561; gefunden [MH*]:753,2561.
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Verbindung PBI-DAP
™ °
(6]
)
ey

NH,
N N SN
0] = /: | /)\
N™ >N "NH,
HO
)
OH
PBI-dAp
C44H38N807
790.2863 g/mol
Das Produkt wurde nach saulenchromatographischer Aufreinigung

(DCM/MeOH =15:1 — 5:1) und anschlieRendem Waschen mit MeOH als dunkelroter

Feststoff erhalten.

DC (DCM/MeOH = 5:1): R = 0.61.

1H NMR (400 MHz, DMF) & = 8.65 — 8.12 (m, 8H), 7.55 (s, 2H), 6.64 — 6.38 (m, 1H), 6.25
(s, 2H), 5.40 (s, 2H), 5.28 — 5.16 (m, 3H), 4.62 (s, 1H), 4.05 (s, 1H), 3.89 — 3.63 (m,2H),
3.19- 3.05 (m, 1H), 2.33— 2.19 (m, 2H), 2.01 (d, J=7.0, 2H), 1.77 — 1.49 (m, 3H),
1.39 - 1.11 (m, 2H), 1.04 — 0.67 (m, 6H).

HRMS-FAB (m/z): berechnet fir CasH3sNsO; [MH']: 791.2936; gefunden [MH]:
791.2939.
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Verbindung PBI-U-TEG
0
)¢
N
{j O\KOKNH
N/&O
\

0

PBI-U-TEG IO

Cy5H45N40g S
782.2952 g/mol
O\

Das Prudukt wurde nach saulenchromatischer Aufreinigung (DCM/MeOH 50:1 — 30:1)

und anschlieBendem Waschen mit MeOH als roter Feststoff erhalten.

DC (DCM/MeOH = 20:1): Ry = 0.24.

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 8.58 — 8.56 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 8.47 — 8.41 (m, 4H),
8.37 — 8.33 (d, J=8.0Hz, 2H), 8.28 (s, 1H), 5.30 — 5.20 (m, 1H), 5.15 (s, 2H), 3.92
(t,J = 4.4 Hz, 2H), 3.70 (t, J = 4.8 Hz, 2H), 3.63 — 3.60 (m, 6H), 3.55 — 3.51 (m, 2H), 3.35
(s, 3H), 2.26 — 2.14 (m, 1H), 2.03 — 1.92 (m, 1H), 1.63 — 1.65 (m, 3H), 1.34 — 1.22 (m, 2H),
1.21-1.09 (m, 1H), 0,89 (d, J = 5.8 Hz, 3H), 0.87 (d, J = 5.8 Hz, 3H).

13C-NMR (101 MHz, CDCl3): § (ppm) = 163.8, 162.33, 161.8, 149.8, 149.6, 134.6, 133.8,
131.4, 129.2, 129.0, 125.9, 123.2, 122.8, 122.6, 98.6, 88.4, 73.6, 72.1, 70.9, 70.8, 70.67,
68.75, 59.2, 50.5, 49.0, 36.4, 31.6, 30.6, 28.2, 22.8, 22.8, 18.4.

HRMS-FAB (m/z): berechnet fir CssHaaNsOs [MH']: 783.3025; gefunden [MH']:
783.3027.
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Verbindung PBI-DAP-TEG

0
N
0

PBI-DAP-TEG /7? WNHz
0

Ca6HaaNgO N N
820.91 g/mol 7\‘;2
Das Prudukt wurde nach saulenchromatischer Aufreinigung

(DCM/MeOH 50:1 — 30:1 + 5 % Toluol) als roter Feststoff erhalten.

DC (DCM/MeOH = 9:1): Rf = 0.34.

1H-NMR (500 MHz, CDCI3): & (ppm)=8.81—8.43 (m, 8H), 5.45 (s, 2H), 5.30—5.22
(m, 3H), 4.76 (s, 2H), 4.31 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.85 (t, ) = 5.8 Hz, 2H), 3.64 — 3.59 (m, 2H),
3.54 (dd, J=10.1, 5.6 Hz, 4H), 3.47 (dd, J =5.6, 3.5 Hz, 2H), 3.33 (s, 3H), 2.25-2.15
(m, 1H), 1.97 (dd, J = 13.0, 6.5 Hz, 2H), 1.62 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.14 (ddd, J = 18.3, 12.0,
6.1 Hz, 2H), 0.87 (dd, J = 9.1, 4.7 Hz, 6H).

HRMS-FAB (m/z): berechnet fir C46H4507N8 [MH+]: 821.3406; gefunden [MH+]:
821.3405.
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3 Anlagerungsexperimente

Fir alle Anlagerungsexperimente wurden aus den modifizierten Chromophoren bzw.
Fullerenen Stammldsungen in DMSO mit einer Konzentration von 2 mM angesetzt. Der
Gesamt-DMSO-Anteil lag in allen Experimenten bei 2 %. Zusatzlich wurden jeweils

Kontrollexperimente durchgefiihrt, welche keine DNA enthielten.
Orthogonale Anlagerung von Pe-dU und Py-DAP

In allen Experimenten wurden 1.5 uM DNA vorgelegt. Die chromophormodifizierten
Nukleoside wurden mit 1.5 Aquivalenten zur Anzahl an Bindungsstellen im Templat
zugegeben, wodurch sich eine Endkonzentration von 45 uM fir die Chromophore ergab.
Der Farbstoffliberschuss wurde gewahlt, um die héchstmogliche Besetzung zu erreichen.

Die Probenpraparation erfolgte nach folgendem Protokoll:

1. Das DNA-Templat wurde in Wasser gelost (1.5 uM).

2. Chromophor 1 wurde zugegeben, gut durchmischt und fiir eine Stunde bei RT

inkubiert.
3. Die Probe wurde fiir 10min zentrifugiert (16000 g).

4. Der Uberstand wurde abpipettiert, Chromophor 2 zugegeben und die Probe fiir eine

weitere Stunde bei RT inkubiert.
5. Die Probe wurde fiir weitere 10 min zentrifugiert (16000 g).
6. Der Uberstand wurde abpipettiert und spektroskopisch untersucht.

Anlagerungsexperiment 1: Chromophor 1 = Pe-dU

Chromophor 2 = Py-DAP

Anlagerungsexperiment 2: Chromophor 1 = Py-DAP
Chromophor 2 = Pe-dU

Fir die Loslichkeitsuntersuchungen wurden die chromophormodifizierten Nukleoside in

einer DMSO-Stamml6sung mit einer Konzentration von 30 mM gel6st.

126



Experimenteller Teil

Fullleren-DNA-Aggregate

Fir alle Messungen wurden sowohl ssDNA als auch dsDNA in einer Konzentration von
0.75 uM vorgelegt. Die Zugabe der Fulleren-Derivate erfolgte stochiometrisch zu den
vorhandenen Bindungsstellen im Templat. Somit ergab sich fiir die 20mer-Template eine
Fulleren-Konzentration von 15 uM. Die Proben bei 20°C wurden fiir 10 min im
Kivettenhalter inkubiert und anschlieRend spektroskopisch untersucht. Die Proben bei
90 °C wurden ebenfalls fiir 10 min inkubiert und anschlieBend langsam (iber Nacht auf
RT abgekulhlt. Vor der spektroskopischen Untersuchung wurden diese Proben nochmals

gut durchmischt.

Fiir die Titrationsexperimente wurden zunachst die DNA-Farbstoff-Aggregate (1.5 uM
DNA), gemal dem entsprechenden Assemblierungsprotokoll, in Wasser mit 2 % DMSO
vorgelegt. Anschliefend erfolgte die Zugabe des Fulleren-Derivats direkt aus der 2 mM

Stammldsung.
PBI-DNA-Aggregate

Im Vorfeld wurden alle Stammldsungen der vier PBI-Derivate fir 10 min im
Ultraschallbad homogenisisert. In allen Experimenten wurde das DNA-Templat in einer

Konzentration von 1.5 uM vorgelegt.

Fir die Assemblierungsversuche mit Zentrifugation wurden die Chromophore im
Uberschuss zugegeben. Die Zugabe erfolgte 1.5 dquivalent zur Anzahl an Bindungsstellen
im Templat, wodurch sich eine Endkonzentration von 45 uM fir die PBI-Derivate ergab.
Die Proben wurden fiir 10 min bei RT inkubiert und anschlieRend fiir 20 min (16000 g)
zentrifugiert. Die Uberstehende Lésung wurde vorsichtig abpipettiert und anschliefend

spektroskopisch untersucht.

Fir die Experimente bei erhohter Temperatur erfolgte die Zugabe der PBI-Derivate in
einer zu den vorhandenen Bindungsstellen im Templat stochiometrischen Menge. Somit
lag die PBI-Konzentration fir die 20mer-Template bei 30 uM. Die Proben wurden fir
10 min bei 90 °C inkubiert, Gber Nacht auf RT abgekiihlt und vor den spektroskopischen

Messungen gut durchmischt.
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4 DNA-Synthese

Das synthetisierte Py-DAP-PA wurde unter Verwendung der Standard-Phosphoramidit-
Methode Uber einen H-6 DNA/RNA Synthesizer der Firma K&A in die Oligonukleotide
eingebaut. Die natlrlichen Phosphoramidite von SIGMA ALDRICH wurden in Acetonitril
(0.067 M) gelost. Das kommerziell erhéaltliche Pe-dU-PA und Py-DAP-PA wurden in
einem MeCN/DCM-Gemisch (1:1, 0.1 M) geldst und in den Synthesizer eingesetzt. Als
feste Phase dienten CPG-Saulchen von SIGMA ALDRICH mit einer Belegungsdichte von
1 uM. Die DNA-Synthese erfolgte im DMT-on Modus, um die spatere Aufreinigung zu

vereinfachen.

Die Synthesezyklen erfolgten nach folgendem Kopplungsprotokoll:

Tabellel: Entschitzung

Schritt Zeit [0.1s] Reagenz Zielort S.C.Ptr Totzeit [s] Branch

1 4 TCA coL

2 20 TCA TRM ON

3 ON

4 15
5 15 TCA TRM ON

6 ON

7 15
8 15 TCA TRM ON

9 ON

10 15
11 15 TCA TRM ON

12 ON

13 15
14 15 TCA TRM ON

15 ON

16 15
17 30 GAS TRM
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18 10 ACN M_W

22 30 GAS coL

24 20 ACN CcoL ON

Tabelle 2: Kupplung

Schritt Zeit [0.1s] Reagenz Zielort S.C.Ptr  Totzeit [s] Branch

2 2 TET CcoL ON

N
N
'_\

6 WMO

Vo]
(@]

8 10 ACN coL

@]
=

10 35 GAS CcoL

Tabelle 3: Branch

Schritt Zeit [0.15] Reagenz Zielort S.CPtr  Totzeit[s] Branch

2 8 AMD+TET  COL
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8 10 GAS M_W

Tabelle 4: Capping

Schritt  Zeit [0.1s] Reagenz Zielort S.C.Ptr Totzeit [s] Branch

N

ON

o
w

CP_A+CP.B COL ON

(2}
=
O]

[0¢]
N

ACN

=
o
IZ
=
(@]
P

12 30 GAS CcoL

Tabelle 5: Oxidation

Schritt Zeit [0.1s] Reagenz Zielort S.C.Ptr Totzeit[s] Branch

6 WTH 150

8 2 ACN

<
=
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10 ON

12 30 GAS CcoL

14 15 ACN CcoL

o
=

16 40

18

o
=

20 10 GAS

<
=

Flr das artifizielle Nukleosid Py-DAP-PA wurde folgendes Kollpungprotokoll verwendet:

Tabelle 6: Branch 1

Schritt  Zeit [0.1s] Reagenz  Zielort S.C.Ptr Totzeit [s] Branch

2 4 AMD+TET COL

8 5 AMD+TET  COL

10 99

12 99

14 20 DCM coL ON
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15 20 ACN coL ON

Verglichen mit den natlirlichen Phosphoramiditen wurde ein weiterer AMD+TET-Schritt
eingefligt, die Kupplungszeit auf 13 min erhoht und anschlieBend ein weiterer

Waschchritt mit DCM durchgefiihrt.
Aufarbeitung

Nach beendeter Synthese wurden die CPG-Sdulen im Hochvakuum getrocknet. Um die
DNA-Strange vom CPG abzuspalten, wurde das Sdulenmaterial in ein Eppendorf-Gefald
uberfiihrt, mit 700 uL Ammoniumhydroxid-Losung (>25 %, trace select, FLUKA) versetzt
und die Suspension fiir 16 h bei 55 °C erhitzt. AnschlieRend wurden die Proben auf
Raumtemperatur abgekiihlt und im Vakuumkonzentrator vom Ammoniak (60 min, 35 °C,
100 mbar) befreit. Die (iberstehende Lésung wurde abfiltriert, das CPG zweimal mit je
200 plL MilliQ-Wasser gewaschen und die vereinigten Filtrate anschliefend lyophilisiert
(25 °C, 0.1 mbar).

Aufreinigung

Der DMT-on synthetisierte DNA-Strang wurde zunachst mit Glen-Pak™ DNA Purification
Cartridges von GLEN RESEARCH aufgereinigt. Dabei wurde das vom Hersteller empfohlene
Reinigungprotokoll verwendet. Die entsprechenden LOosungen wurden langsam mit
1 mL-Spritzen von BRAUN {iber die Sdulen gedriickt, da kein Vakuum-Rdhrenkollektor
zur Verflgung stand. Zunachst wurde der DNA-Strang in 2.0 mL einer 50 mg/mL NaCl-
Losung aufgenommen und die Saule mit 0.5 mL MeCN sowie 1.0 mL TEAA-Puffer
(Triethylammoniumacetat, 2 M, pH 7) aquilibriert. AnschlieRend wurde die Sdule mit je
1.0 mL DNA-L6sung beladen und zweimal mit einer Salz-Wasch-Losung (5 % Acetonitril
in 100 mg/mL NaCl-Losung) gewaschen, um die Abbruchstringe abzutrennen.
AnschlieBend erfolgte die Abspaltung der DMT-Schutzgruppe durch die Zugabe von
2x1.0mL TFA-LOsung (2% Trifluoressigsdure in Wasser). Abgespaltene TFA- und
Salzreste wurden mit 2 x 1.0 mL MiiliQ-Wasser entfernt. Der gereinigte DNA-Strang
wurde mit 1.0 mL Elutionslosung (0.5 % Ammoniumhydroxid in Acetonitril/Wasser = 1:1)

eluiert und anschliefRend lyophilisiert
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AnschlieBend erfolgte zusatzlich die Reinigung mittels einer semiprdparativen reversed-
phase HPLC (SupeLco Discovery® BIO Wide Pore C18-Siule 250 x 10 mm, 5 um). Dazu
wurden die vorgereinigten Proben in 300 pL MilliQ-Wasser angeldst und injiziert. Der
gewiinschte DNA-Strang wurde Uber die charakteristischen Absorptionswellenlangen
der beiden Farbstoffe (Py: 370 nm, Pe: 490 nm) detektiert und fraktionsweise
gesammelt. Daflir wurde Dafiir wurde ein Gradient von 0-30% MeCN in 40 min bei 40 °C

gefahren.
Charakterisierung

Die Reinheit der einzelnen gesammelten Fraktionen wurde mittels MALDI-TOF-
Massenspektrometrie (Kapitel IX.1) bestimmt. AnschlieBend wurden alle reinen

Fraktionen vereinigt.
Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der DNA-Proben wurden mithilfe des LAMBERT-BEER Gesetzes
berechnet. Daflir wurde die optische Dichte bei A =260nm an einem ND-1000
Spektrophotometer von NANODROP (im Nukleinsdure-Modus) bestimmt. Der molare

Extinktionskoeffizient 260 bei 260 nm in Wasser ergibt sich dabei aus der Formel:
€260 = (dA-gga + T-€7 + Pe-dU-gpe-dqu + Py-DAP-gpy.pap) -0.9

Dabei entsprechen dA und T der Anzahl der im Strang enthaltenen natlirlich Nukleoside,
Pe-dU und Py-DAP der Anzahl der Sonderbausteine sowie €qda, €1, €pe-du UNd Epy.par den
molaren Extinktionskoeffizienten. Die Basenstapelung im Strang bedingt eine Abnahme
der Absorbanz der einzelnen Bausteine. Diese sogenannte Hypochromizitat wird durch

die Multiplikation mit dem Faktor 0.9 berlicksichtigt.

Tabelle 7: Extinktionskoeffizienten der verwendeten Bausteine.

Baustein €260 [MMcm™]
dA 15.4
T 8.8
Pe-dU 12.4
Py-DAP 9.9
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Hybridisierung

Die Hybridisierung des synthetisierten DNA-Stranges mit 1.0 eq. des komplementaren
Stranges erfolgte in 10 mM Natriumphosphat-Puffer (NaP;; pH7) und 250 mM
Natriumchlorid-Losung. Dafiir wurden die DNA-Strange fiir 10 Minuten bei 90 °C erhitzt

und anschlieRend langsam auf Raumtemperatur abgekihlt.
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IX.Ergdanzende Spektr

en

1 Orthogonale Anlagerung

— ssDNA1
dsDNA1

T
250

Abbildung 80: Anregungsspektren (Aem = 519 nm) von ssDNA1 (blau) und dsDNA1 (griin) (2.5 uM in NaPi

(10 mM) + NaCl (250 mM)).
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Abbildung 81: Anregungsspektrum (Aem =537 nm) der Anlagerungsversuche von Py-DAP und Pe-dU
entlang Tio, Ao, A10T10, (AT)10, (AATT)s und(ATTT)s (1.5 uM DNA in Wasser + 2% DMSO).
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Abbildung 82: Absorptions-, CD-, Fluoreszenz (Aex=371 nm)- und Anregungsspektren (Aem =537 nm) der
Py-DAP/Pe-dU-Aggregate mit Tio, A0, A10T10, (AATT)s, (AT)10 and (ATTT)s als DNA Templat (1.5 uM DNA in
water + 2% DMSO) in umgekehrter Zugabe (1. Py-DAP, 2. Pe-dU).
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Abbildung 83: Emissionsspektren der Assemblierung von Py-DAP und Pe-dU entlang Tio, T20, A10T10 und
(AT)10, (1.5 uM DNA) zur Veranschaulichung des Emissionsverlustes wahrend der CPL-Messung (60

Akkumulationen). (Wasser + 2 % DMSO; 1.5 uM DNA; Aexc = 370 nm).
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Abbildung 84: Emissionsspektren der Assemblierung von Py-DAP und Pe-dU entlang (ATTT)s (1.5 uM) und
Py-DAP zur Veranschaulichung des Emissionsverlustes wahrend der CPL-Messung (60 Akkumulationen).
(Wasser + 2 % DMSO; 1.5 uM DNA; Aexc = 370 nm).
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2 Fulleren-DNA-Aggregate
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Abbildung 85: Absorptionsspektren von Cso-dU2 (7.5 pM) nach Inkubation bei 20 °C (blau) und 90 °(rot)
ohne DNA (gestrichelt) und mit Az (links, durchgezogen, 0.75 uM) sowie einem dsDNA (rechts,
durchgezogen, 0.75 uM).
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Abbildung 86: CD-Spektren von Ceo-Pyr (7.5 uM) nach Inkubation bei 20 °C (blau) und 90 °(rot) ohne DNA
(gestrichelt), mit A2 (links, durchgezogen, 0.75 uM) sowie einem dsDNA (rechts, durchgezogen, 0.75 uM).
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Abbildung 87: Absorptions-(links) und CD-Spektren (rechts) der Titrationsexperimente von Ceo-Pyr zum
Py-dU/Nr-dU-A20-Aggregat in Wasser (1.5 uM DNA, Ceo-Pyr in 5 Aq.-Schritten).
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Abbildung 88: Absorptions-(oben, links), CD- (oben, rechts) und Emissionsspektren (unten, links) der
Titrationsexperimente von Ce-dU2 zum Py-dU/Nr-dU-Ajo-Aggregat sowie Emissionsspektren der
Titrationsexperimente von Ceo-dU2 zum Pe-dU/Py-DAP-(AT)10-Aggregat in Wasser (1.5 uM DNA, Ceo- dU2 in
5 Ag.-Schritten).
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Abbildung 89: ss-CD-Spektren der Pe-dU/Py-DAP-(AT)10-Schicht aus einer 80 %igen DMSO-Losung (links)
und Emissionsspektren der Pe-dU/Py-DAP-DNA Schichten mit unterschiedlichen DNA-Sequenzen und in
Abwesenheit von DNA (links) mit 1 Aq. DNA sowie deren Fluoreszenzquantenausbeuten
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4 PBI-DNA-Aggregate
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Abbildung 90: Erganzende Absorptionsspektren der Optimierung der Anlagerungsversuche von PBI-dU.
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Abbildung 91: Absorptions- (links) und CD-Spektren (rechts) der zentrifugierten Proben von PBI-DAP
(grtin, 45 uM) und PBI-DAP-TEG (blau, 45 uM) in Anwesenheit von Az (durchgezogen, 1.5 uM) und T2
(gestrichelt, 1.5 uM) sowie in Abwesenheit eines DNA-Templats (gepunktet) in PBS-Puffer (10 mM) + 2%
DMSO.
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Abbildung 92: Absorptionsspektren und CD-Spektrum (unten, links) von PBI-DAP (griin, 30 uM) und
PBI-DAP-TEG (blau, 30 uM) nach dem Erhitzen auf 90 °C in Anwesenheit von Ao (durchgezogen, 1.5 uM)
und Tao (gestrichelt, 1.5 M) sowie in Abwesenheit eines DNA-Templats (gepunktet) in PBS-Puffer (10 mM,

oben) sowie in Wasser (unten)+ 2 % DMSO.
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Abbildung 93: Absorptions- (oben, links), CD- (oben, rechts) und Emissionsspektren(unten, Aexc = 470 nm)
von PBI-dU (rot, 30 uM) und PBI-U-TEG (orange, 30 uM) in Anwesenheit von Ao (durchgezogen, 1.5 uM)
und Ty (gestrichelt, 1.5 uM) sowie in Abwesenheit eines DNA-Templats (gepunktet) in Wasser + 2 %
DMSO.
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