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Kurzfassung

Die Arbeit behandelt die Entwicklung neuer Lanthanidsonden und ihre Anwendung
zur Detektion von Nucleinsäuren und Enzymen durch zeitaufgelöste Lumineszenz-
messungen.Zum einen wurden dazuLanthanidkomplex-modifizierte fluorogene
Peptidsubstrate,zum anderenChelator-modifizierte Peptidnucleinsäuren (PNAs)
synthetisiert.
Im funktionalisierten Peptidsubstrat wird die LumineszenzdesLanthanidkomplexes
durch einen Bis-Azo-Farbstoff (BlackHoleQuencher) vollständig gelöscht. Die
enzymatische Spaltung des Substrats führt zu einer räumlichen Trennung von
Komplex und Quencher und so zu einem deutlichen Signalanstieg. Durch
zeitaufgelösteMessung der langlebigenLanthanidlumineszenzkann Thermolysin
sehr empfindlich nachgewiesen werden.
Darüber hinaus wurden die besonderen photophysikalischen Eigenschaften der
Lanthanidkomplexe zur Detektion von DNA eingesetzt.
An beiden Terminimit Chelatoren modifizierte Peptidnucleinsäurenwurden
entwickelt und ihre Wechselwirkung mit komplementärerDNA untersucht. Diese
führt zurallosterischen Destabilisierung eines zuvor gebildetenzirkularenPNA-
Lanthanidkomplexes, wodurch dasMetallion freigesetzt wird undmit Hilfevon
Sensitizern detektiert werden kann.
In einem zweitenauf Signalverstärkung beruhenden Ansatz zurDetektion von DNA
fungiert einzirkularer DNA-Zink-Komplex als Primärsonde für eine komplementäre
Ziel-DNA. Auch hier wird dasMetallion durch Hybridisierung freigesetzt, jedoch
anschließendnicht direkt, sondern indirekt über die Aktivierung eines Zn2+-Cofaktor
abhängigen Enzyms Thermolysin nachgewiesen. Eine Signalamplifikation erfolgte
katalytischüber dieSpaltung desobenbeschriebenenfluorogenen Peptidsubstrats,
welches ein starkes Lumineszenzsignal erzeugt.



Short summary

The thesiscovers the developmentof new lanthanide-based probes and their
application tothe detection ofDNA sequences and enzymesby time-resolved
luminescencemeasurements. Bothlanthanide-based fluorogenic peptide substrates
andchelator-functionalized peptide nucleic acids (PNAs) were synthesized.
Luminescence of a lanthanide complex attached to an oligopeptide was efficiently
quenched intramolecularly bya bis(azo)dye (blackholequencher2).Enzymatic
hydrolysis of this substrate leads to a spatial separation of complex and quencher
andresults in a significant increaseof the luminescent signal.Application of time-
resolved techniques enables thehighly sensitivedetection ofthe metalloendo-
protease like thermolysin.
The unique photophysical properties of lanthanide complexes were also
advantageousforthe detection of DNA.
Peptide nucleic acids bearingchelating groupson both termini were prepared. Their
interaction with complementary DNAresults in an allosteric destabilization ofa
preformed PNA-lanthanidecomplex, which causes the release of the bound metal
ion. The latteris detectedby formation ofaluminescentcomplex with a sensitizing
ligand.
Finally, DNA was detected byenzyme-triggered amplification of a luminescent
lanthanide signal. In this approach, the DNA target firsthybridizes with a circular
DNA-zinc complex. The releasedZn2+ ion acts as a cofactor for an apoenzyme
(apothermolysin), resulting in an active holoenzyme.The active enzymecatalyzes the
cleavage of above mentionedluminescent peptide substrate. Thus, the signal can be
monitored fluorometricallyusing time-resolved techniques, allowing the detection of
target DNA withhighsensitivity and sequencespecificity.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1Aufbau und Struktur von DNAund PNA

Die Desoxyribonucleinsäure (DNA)stellt als Träger der genetischen Information
eines der wichtigsten Moleküle in zellulären Prozessen dar.Über die Abfolge der
Nucleobasenwird die Zusammensetzung sowie derAufbau von Proteinen und
Molekülen codiert, die an der Proteinsynthese oder Regulierung zellulärer
Stoffwechsel beteiligt sind.Die dreidimensionale Struktur der DNA wurde 1953von
WATSON undCRICK mit Hilfe von röntgenkristallographischen Untersuchungen
aufgeklärt, welche zur Annahme führten,dass zwei antiparallel zueinander
verlaufende DNA-Einzelstränge eine Doppelhelixstruktur ausbilden (Abb.1).[1] Da-
rausließen sichauch Hinweisedarauf ableiten, wie die Information gespeichert und
repliziert wird.

Abb.1. Aufbau der DNA.Links: Schematische DarstellungRechts: Kalottenmodell[2]

Ein DNA-Einzelstrang kann als fadenförmiges Biopolymer verstanden werden,
welches ein Polynucleotid darstellt. Jedes Nucleotid setzt sich ausdendrei
Untereinheiten Purin-oderPyrimidinbase, 2’-Desoxyribose undeinerPhosphat-
gruppe zusammen. Dabei ist die 3’-Hydroxygruppeeiner Desoxyribose-Einheit über
eine Phosphodiesterbrücke mit der 5’-Hydroxygruppe der nächsten Zuckereinheit
verknüpft und bildet so das negativ geladene Zucker-Phosphat-Rückgrat der DNA.
Die Nucleobasen sind N-glykosidisch am C1-Atom der Desoxyribose mit dem
Gerüst verknüpft und zeigen aufgrund ihres hydrophoben Charakters ins Innere der
Doppelhelix.
Über Wasserstoffbrückenbindungen können die Basen des einen Strangs mit den
Basen des anderen wechselwirken (WATSON-CRICK-Basenpaarung), wobei die
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Pyrimidinbase Adenin (A) über zwei Wasserstoffbrücken an die Purinbase
Thymin (T) bindet, und die Pyrimidinbase Guanin (G) drei Wasserstoffbrücken zur
Purinbase Cytosin (C) ausbildet (Abb.2.).

Abb.2.WATSON-CRICK-Basenpaarung.

In Abhängigkeit ihrer Länge, der Sequenz der Nucleobasen und ihrer Umgebung
(beispielsweise demSalzgehalt in der Zelle) nimmt die DNA-Duplex verschiedene
Konformationen an. Am häufigsten liegt sie, wie vonWATSON undCRICK

beschrieben, in der B-Form (Abb.3.,Mitte) als rechtsgängige Helix vor.Darin sind
die Basen nahezu senkrecht zur Helixachse in einem Abstand von0.34nm
angeordnet, wobeisich die Helixstruktur alle 3.4nm wiederholt, jede Windung also
aus zehn Basen besteht.Während dieDNA für ihreB-Konformation stark
hydratisiert sein muss (92% relative Feuchtigkeit) und ein Alkalimetall als Gegenion
benötigt,bildet sich die A-Form (Abb.3.,links), wenn die relative Feuchtigkeit unter
75% absinkt.Sie ist kompakter als die B-Form, mit etwa elf Basen pro Windung,
deren Basenpaare nicht senkrecht zur Helixachse, sondern etwas geneigt sind. Eine
dritte nur bei hohen Salzkonzentrationenmögliche Konformation der DNAstelltdie
sogenannte Z-DNA dar. Im Gegensatz zu denbereitsbeschriebenen Formenist sie
linksgängigundweisen ihre Phosphatgruppen im Rückgrat einezickzackförmige
Anordnung auf.Eine derartige Konformation wird von kurzen Oligonucleotiden
angenommen,welcheSequenzen aus alternierenden Pyrimidinen und Purinen
enthalten.
Aufgrund des großen Potentials synthetischer Oligonucleotide, die in Form von
Therapeutika und als molekularbiologische Hilfsmittel eingesetzt werden können, ist
ihre Weiterentwicklung und Erforschung eine wichtige Aufgabe der Biotechnologie.
Peptidnucleinsäuren (PNA) wurden erstmals in den 1980er Jahren vonBUCHARDT

undNIELSEN beschrieben und konnten 1991 vonNIELSENetal.[3] als sequenz-
spezifische Nucleinsäurereagenzien präsentiert werden.
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Abb.3. KonformationenderDNA: A-DNA (links), B-DNA (Mitte),Z-DNA (rechts).

Sie stellen DNA-Analoga und-Mimetika dar, deren negativ geladenes Desoxyribose-
Phosphodiesterrückgrat durch eine neutraleN-(2-Aminoethyl)-glycin-polyamid-
struktur ersetzt ist. Dabei ist die sekundäre Aminogruppe der synthetischen
AminosäureN-(2-Aminoethyl)-glycinmit Essigsäure acyliert und trägt eine
Nucleobase als Substituenten(Abb.4.,links).Zu den Vorteilen der PNA zählen
neben der hohen chemischen und thermischen Stabilität auch ihre ausgeprägte
Bindungsaffinität und-spezifität gegenüber DNA. Im Falle einer Hybridisierung
zwischen einem PNA- und einem DNA-Einzelstrang kommt es aufgrund des
neutralenPNA-Rückgrats nicht zu elektrostatischer Abstoßung der Einzelstränge
untereinander, was sich in einer Erhöhung der Schmelzpunkte widerspiegelt und die
Hybridisierung von der Ionenstärke unabhängig macht.[4-6] Eine erhöhte Lebens-
dauer sowohlin vivo als auchin vitro wird durch dasPseudopeptidrückgraterreicht,
welches die PNAs gegenüber Nucleasen und Proteasen unempfindlich macht. Ihre
Bindung an DNA erfolgt in Einklang mit denWATSON-CRICK-Basenpaarungsregeln,
wobei sich der PNA-Strang sowohl parallel als auch antiparallel an die Zielsequenz
anlagernkann, die antiparallele Anordnung jedoch bevorzugt wird. Es können sich
zum einen PNA/DNA2-Triplices ausbilden, in denen die PNA überWATSON-CRICK-
Basenpaarung hybridisiert, zum anderen ist auch eineHOOGSTEEN-Basenpaarung in
Form von PNA2/DNA–Triplices möglich (Abb.4.,rechts). Konventionsgemäß wird
der Aminoterminus eines PNA-Oligomers als äquivalent zum 5’-Ende, der C-
Terminus als äquivalent zum 3’-Ende der DNA angesehen (Abb.4.,links).[7]

Bei reinen PNAs handelt es sich um neutrale, zur Selbstaggregation neigende
Verbindungen, deren Wasserlöslichkeit häufig so gering ist, dass sie durch den
Einbau geladenerGruppen wie Lysine verbessert werden muss.[8]
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Abb.4.Links:Duplex aus DNA und PNA.Rechts:(a)HOOGSTEEN- und(b)WATSON-CRICK-
Basenpaarung.

Eine Anwendbarkeitsynthetischer Nucleinsäureanalogaals Antisense- (Inhibierung
der Translation) und Antigenwirkstoff (Beeinflussung der Transkription)setzteine
hohe biologische Stabilität voraus,die im Fall der PNAsdurch ein modifiziertes
Rückgrat gegeben ist.Ihrejedochnur eingeschränkte zelluläre Aufnahme zählt zu
den Problemen ihrer Anwendung, wobei dieMikroinjektion eine Lösung bietet.
Weiterhin wurdendurch die Einführung chemischer Modifikationennichtinvasive
Transportstrategien u.a. die Konjugation mit Oligopeptiden, mit lipophilen
Molekülen wie Adamantan[9] oder mit zellspezifischen Rezeptoren entwickelt.
In unserer Arbeitsgruppe gelang es,zellgängigeTerpyridin-modifizierte PNA-
Konjugateherzustellen, deren Aufnahme durch die Zugabevon Zink(II) erheblich
gesteigert werden konnte.[10]
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1.2Proteasen

Das Verständnis für den Ablauf biologischer Vorgängebildetdie rationale Basis für
die Entwicklung neuer Medikamente.Da Enzyme an allenStoffwechselreaktionen
beteiligt sind, stehensie und ihre Regulationin vielen Fällenim Mittelpunkt.
Entsprechend der von ihnen katalysierten Reaktionerfolgtihre Einteilungin sechs
Klassen:(1)Oxidoreduktasen,(2)Transferasen,(3)Hydrolasen,(4) Lyasen,
(5)Isomerasen und(6)Ligasen.Hydrolasen, die als Katalysator für hydrolytische
Spaltungen fungieren, werden in Abhängigkeit des gespaltenen Substrats in (1)
Esterasen, (2) Lipasen, (3) Phosphatasen und (4) Peptidasen bzw.Proteasen
unterteilt.Innerhalb der Peptidasen unterscheidet manje nach Position der
hydrolysierten Bindung Exo- und Endopeptidasen. Während ExopeptidasenPeptid-
bindungen am jeweiligen Ende der Polypeptidkette spalten (entweder Amino- oder
Carboxypeptidasen),greifen Endopeptidasen Peptidbindungeninnerhalb dieser
Ketten an.In Abhängigkeit der funktionellen Gruppen im aktiven Zentrumkönnen
vier Klassen von Proteasen unterschieden werden: Serin-, Cystein-, Metallo- und
Aspartylproteasen.
Eine weitere Einteilung der verschiedenen Peptidasen kann in sogenannten Clans
erfolgen, je nach Ähnlichkeit in der dreidimensionalen Struktur,in der
Aminosäuresequenz des katalytisch aktiven Zentrums oder der Anordnung der
katalytischaktiven Gruppen
Thermolysin gehört dem MA-Clan an und stellt wie alle Enzyme dieses Clans eine
zinkabhängige Metallopeptidase dar.DasMetallion ist über drei Aminosäuren an
das Proteinrückgrat gebunden, während die vierte Koordinationsstelleinnerhalb der
tetraedrischen Geometrie voneinem Wassermolekül besetzt wird.Charakteristisch
für alle Zinkmetalloproteasen istihrZinkbindungsmotivHEXXH[11], welches zwei
Koordinationsstellen desMetallions über Histidinreste (H)besetzt,wobei X inner-
halb des Motivs für eine beliebige Aminosäure steht.Besetzt ein weiterer Histidin-
oder Aspartatrest die dritte Koordinationsstelle, gehört das Enzym dem Subclan
MA(M) an, auch „Met-Zincins“ genannt.
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Wird sie jedochwie im Thermolysinvon einem
Glutamatrest(E) besetzt,zählt das Enzymzum
Subclan MA(E) bzw. zu den „Glu-Zincins“.Inner-
halb dieser Subclansunterscheidet man einzelne
Familien, wobei Thermolysin wie 200weitere
Proteine der M4-Familie angehört.Die meisten
dieser Enzymegehören denEndopeptidasen an,
deren Aktivität bei neutralem pH-Wert am größten
ist.Man findet sieu.a.in Bakterien, Pilzen und
Archaeen.Das ausBacillusthermoproteolyticus
isolierteThermolysin(EC.3.4.24.27.)ist die am
besten charakterisierte Metalloendopeptidase des MA-Clans, deren kristallo-
graphische Untersuchung als erstes gelang.[12-15]Neben katalytischaktivem Zink[16,17]

enthält Thermolysin vierCalciumionen,ca.10Å vom aktiven Zentrum entfernt oder
an bzw. inder Nähe der Enzymoberfläche innerhalb flexiblerSchleifen gebunden
(Abb.5.).[18]Während zwei derCalciumionen (Ca1,Ca2)in einer Doppel-
bindungsstelle koordiniert sind (3.8Å), befindet sich Ca3 in der N-terminalen,Ca4 in
der C-terminalen Domäne.[14,15] Keines der vierCalciumionen nimmt an der Katalyse
teil. Siekönnenjedoch die thermische Stabilität des Enzyms beeinflussen,indem sie
die strukturelle Integritätaufrechterhalten und so das Enzym vor Autoproteolyse
schützen.[19-21] DAHLQUISTetal.[22] gelang es trotzdes Einsatzes von
1,10-Phenanthrolin und EDTA als Chelatorennicht,calciumfreies aktives
Thermolysin zu erhalten, dasofortnach ihrer ExtraktionAutoproteolyse erfolgte.
Auf diese Weise konnten sie zeigen, dass die thermische Stabilitätzinkunabhängig
ist undausschließlich durch die vierCalciumionen beeinflusst wird.
Kristallographische Studien mit verschiedenen Inhibitoren und Substraten führten
zur Postulierung zweier unterschiedlicher Katalysemechanismen.[23-25]

Die inAbb.6.dargestellten Hydrolyse-Mechanismen unterscheiden sich hinsichtlich
Spaltung der Peptidbindung, die in1. durch den Angriff eines zinkgebundenen
Hydroxid-Ions und in2. über ein nichtkoordiniertes Wassermolekül erfolgt.
Im Hydroxid-Mechanismus wird die zinkkoordinierte OH-Gruppe durch Aus-
bildung einer Wasserstoffbrückenbindung zu einem Glutamatrest negativ polarisiert
und so deren Nucleophilie erhöht. Weiterhin wird durch die Koordination der
Carbonylgruppe des Peptids an das katalytisch aktive Zink(II) dessen Elektrophilie
erhöht und die Hydrolyse erleichtert.[16,26-32] Der Transfer des Hydroxids auf die
Carbonylgruppe sowie die anschließende Übertragung des Protons vom Glutamat-
rest auf die Aminofunktion des Peptids führt zur Spaltung der Bindung.
Der alternative Mechanismus2. wird von der Verdrängung des an Zink
koordinierten Wassers durch die Peptidcarbonylfunktion geprägt. Ihr folgt der

Abb.5. Strukturdes Thermolysins
Zn=rot, Ca=blau.



1 Einleitung 7

Angriff eines Wassermoleküls, welcher durch Histidin als Base (B) unterstützt
wird.[33-36]

Abb.6.1.„Hydroxid-Mechanismus“als möglicherMechanismus der Peptidhydrolyse durch
Thermolysin.[23]

Abb.6.2.„Reverse ProtonationMechanismus“ alszweitermöglicher Mechanismus der Peptid-
hydrolyse durchThermolysin mit Histidin als Base (B).[23]

Das bezüglich der zuhydrolysierenden Peptidsequenz unspezifische Thermolysin
spaltet Peptidbindungen an der N-terminalen Seite (P1’-Position nach der
Nomenklatur vonSCHECHTER undBERGER[37] (Abb.7.)) von sperrigen, hydrophoben,
aromatischen Aminosäureresten wie Leucin, Phenylalanin und Valin.[24,38-43]
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Abb.7.Skizze desaktiven Zentrums der Protease und Spaltungsstelle des Peptids.Nomenklatur nach
SCHECHTERet al.[37]

Thermolysin wird industriell als Peptid- und Estersynthetase für die Produktion des
künstlichen Süßungsmittels Aspartam eingesetzt, findet aber auch in der
biotechnologischen Industrie als unspezifische Protease für die Herstellung von
Peptidfragmenten zur Sequenzierung Verwendung.[44]

Allgemein spielen Proteasen eine wichtige Rolle in vielen physiologischen und
pathologischen Prozessen, wie beispielsweiseimProteinabbau,derBlutkoagulation,
demZellwachstum und-wanderungsowie Entzündungen, Tumorwachstum,
Metastasierung und Hormonausschüttung.Währendextrazelluläre Proteasen die
Hydrolyse großer Proteine zu kleinen Molekülen katalysieren,damit diese von der
Zelle aufgenommen werdenkönnen,beeinflussen intrazelluläre Proteasen die
Regulation des Metabolismus.[45]

Alle Enzyme der M4-Familie gehören zu den extrazellulären Metalloendopeptidasen
bakterieller Herkunft und bauen dort Proteine und Peptide zur bakteriellen
Ernährung ab.Häufigtreten sie als Schlüsselfaktoren für die Entstehung
verschiedener Krankheitenauf, so soll Coccolysin ausEnterococcus faecalis an einigen
opportunistischen Infektionen dieses Bakteriums wie Lebensmittelvergiftung,
Infektion der WeichteileoderderHarnwege beteiligt sein. Hämagglutinin/Proteinase
ausHelicobacter pylori undVibrio choleraewird als VerursachervonGastritis,
Magengeschwürenund Choleraangesehen.[24,46-49]Dahergelten die Proteasen der
M4-Familiebasierend auf heutigem Wissenalspotentielle Ziele in der
therapeutischen Intervention.
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1.2.1Immobilisierung

In ihrer natürlich vorkommenden Form werden Enzyme seiteiniger Zeit in der
Lebens- und Waschmittelindustrie sowieseit Kurzem auch in der pharmazeutisch-
chemischen Industrie eingesetzt.[45]Von besonderem Interesse ist die wachsende
Zahl an Anwendungen, basierend auf immobilisierten Enzymen. Diese bieten den
Vorteilder leichteren Handhabung und Abtrennungdes Biokatalysators vom
Produkt sowiedes Recyclingsund derhöheren Stabilität des eingesetzten Enzyms.
Da jedoch die Eigenschaften des immobilisierten Enzyms sowohl vomfreienProtein,
als auch vom Trägermaterialund ihrem Zusammenspielbeeinflusst werden,ist ein
rationales Design undeine Vorhersage der Eigenschaften kaum möglich.So kanndie
Aktivität des Enzymsdurch Immobilisierungabnehmen oder ganz ausbleiben.
Grundsätzlich werdenvier verschiedene Arten der Immobilisierung unterschieden:
Die Enzyme können entweder in natürliche oder synthetische Gelmatrizen
(u.a.Polysaccharide)eingebaut (Abb.8.1.) oder untereinander durch bi- bzw.multi-
funktionelle Reagenzien (meist Glutaraldehyd) vernetzt werden (Abb.8.2.). Bei der
kovalenten Kopplung (Abb.8.3.) des Proteins an einen festen Träger werden eine
oder mehrere Aminosäureseitenketten modifiziert, wobei die meisten Reaktionen auf
nucleophilen Angriffen durch Amino-, Thiol-, Hydroxyl- und Phenolgruppen
beruhen. Die große Vielfalt an Kopplungsreaktionen und die weite Verfügbarkeit
von bereits funktionalisierten Trägern erleichtern die Anwendung dieser Methode.
Eine weitere Möglichkeit der Immobilisierung stellen adsorptiv gebundene Enzyme
dar (Abb.8.4.), deren Bindungsstärke zur Matrix durch Wasserstoffbrücken,
hydrophobe oder ionische Wechselwirkungen jedoch nur schwach sind. Daher
reagieren sie sehr sensitiv auf Veränderungen in der Umgebung, was eine strenge
Kontrolle der Prozessbedingungen erfordert.

Abb.8. Verschiedene Möglichkeiten der Immobilisierung: 1) Einschlussverbindungen 2) intra-
molekulare Quervernetzung 3) kovalente Kopplungund4) adsorptive Anbindung.[50]

Beispiele für die industrielle Anwendung immobilisierter Enzyme finden sich in den
USA, wo fixierte Glucose-Isomerasezur Umwandlung von Glucose in Fructose
eingesetzt wird, oder in England, wo immobilisierte Penicillin-Acylase zur
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Herstellung von 6-Aminopenicillinsäure aus Penicillin G oder V verwendet wird.[51]

Die wenigsten der bereits entwickelten vielfältigen Protokollezur kovalenten
Immobilisierungermöglichenjedocheine quantitative Kopplung unter milden
Bedingungen und eine hohe Haltbarkeit des aktivierten Trägers. Daher scheinen
Epoxy-aktivierte Materialienwie Eupergit® Ceinige Vorteile zu bieten. Sie zeichnen
sich durch einfache Kopplungsreaktionen unter milden Bedingungen
(pH-neutral), Stabilität der geknüpften Bindung und langer Haltbarkeit des
funktionalisierten Trägers aus.Zudem kann durch die hohe Dichte an reaktiven
Gruppen dieenzymatische Stabilitätüber „Multipoint“-Anbindung deutlich erhöht
werden, ohne zu einerVeränderung der Proteinoberfläche wie beispielsweisemit
BrCN-aktivierten Trägern zu führen.[51-55]

EupergitC® wurde zwischen 1974 und 1980 beiRÖHM in Darmstadt entwickeltund
besteht aus makroporösen Beads mit einem Durchmesser von 100-250µm, her-
gestellt über Copolymerisation vonN,N’-Methylen-bis-(methylacrylamid), Glycidyl-
methacrylat, Allylglycidylether und Methacrylamid.[56] Aufgrund dieser Struktur ist
es sowohl chemisch, als auch mechanisch über einen pH-Bereich von
0-14 stabil und wurde bereits in Verbindung mit einer großen Anzahl von Enzymen
eingesetzt. Zur Immobilisierung des jeweiligen Enzyms wird dieses in wässriger,
gepufferter Lösung mit dem festen Träger über einige Tage inkubiert und die
verbleibendenaktiven Oxirangruppen anschließendinPuffer zu den entsprechenden
Diolen hydrolysiert.
Fürdiesen Prozess schlagenGUISANetal.[53] einen zweistufigen Bindungs-
mechanismusvor. Im erstenSchritt adsorbiert das Enzym durch hydrophobe
Wechselwirkungen an den festen Träger, wodurch Amino- und Thiolgruppen an der
Oberfläche des Proteins in räumliche Nähe zu den Oxirangruppen gebracht werden.
Im zweiten Schritt kommt es zum nucleophilen Angriff auf die aktivierten Gruppen
des EupergitC®, wobei sehr stabileC—N und C—SBindungen gebildet werden
(Abb.9.).

Abb.9. Kopplung eines Enzyms (blau) mit verschiedenen funktionellen Gruppen an EupergitC®

(braun).
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1.3Lanthanide

Als Lanthanide oder Seltenerdmetalle werden die 14 auf Lanthan folgenden
Elementeder Ordnungszahl58—71(vielfach einschließlich Lanthan) bezeichnet. Ihr
Name leitet sich von dem griechischenlanthanein- „verborgen sein“ abund trägt der
Tatsache Rechnung, dass sie in Mineralien (Erden) fein verteilt, miteinander
vermischt vorkommen und aufgrund ihrer sehr ähnlichen Eigenschaften nur schwer
zu isolieren sind. Demzufolge hielt man sie lange Zeit für selten. Tatsächlich trifft
dies nicht zu,denn selbst das seltenste der Lanthanide, Thulium, ist fast so häufig
wie Brom.[57]Ihre Anwendungsmöglichkeiten sind sehr vielseitig und nutzen
zumeist ihre besonderen photophysikalischen Eigenschaften.
Die große Ähnlichkeit ihres chemischen Verhaltens basiertaufder Besetzung der
4f-Orbitale (4fn5d16s2), die im Innern der Atome liegen und von der 5. und 6.Schale
so abgeschirmt werden, dass sie nur minimalmit ihrer Umgebung wechselwirken
können.Da dieBindungen inKomplexen der charakteristischen dreiwertigen
Kationendaherelektrostatischer Natur sind,werden die Koordinationszahlen und
Komplexgeometrien fast ausschließlich durch Ligandeneigenschaften beeinflusst.
Diese nehmen die Plätze mit kleinster Abstoßung untereinander ein, wobei die am
häufigsten auftretenden Koordinationszahlen acht oder neun sind. Aufgrundihrer
hohen Ladung stellendieLanthanidionen harte Lewis-Säuren dar, die Komplexe mit
harten Basen wieWassermolekülen, Hydroxidionen, Carboxylaten und Aminen
bevorzugen. In neutralen und basischen wässrigen Lösungen sind nur negativ
geladene Sauerstoff-Donorgruppen wie Carboxylate in der Lage so stark zu binden,
dass sie ein Ausfallen der Lanthanid-Hydroxide Ln(OH)3 verhindern.[58,59]

Die Abschirmung der 4f-Orbitale beeinflusst auch die spektroskopischen Eigen-
schaften der Lanthanide in erheblichem Maße und führt zu deutlichen
Unterschieden im Vergleich zu den Übergangsmetallen.Dies zeigt sichunter
anderem in der nur geringen Ligandenfeldaufspaltungihrer Komplexe (~100cm-1),
wodurch die Lage der Energieniveaus unabhängig vonihrer Umgebung bleibt,
strahlungslose Deaktivierungsprozesse relativ ineffizientwerden undmit der
Emission von Licht konkurrieren. Im Gegensatz zu den Übergangsmetallen, deren
angeregte Zustände über das Ligandenfeld (~25000cm-1)mit der Umgebung
wechselwirken und so strahlungslos deaktiviert werden können, zeigen
Lanthanidionen daher charakteristische schmaleEmissionsbanden.[60,61]

Die Energie der elektronischen 4fn-Konfiguration der Lanthanide wird durch eine
Kombination aus interelektronischer Abstoßung (E.I.), Spin-Bahn-Wechselwirkung
(S.O.) und dem Ligandenfeld (L.F.) bestimmt (Abb.10.).
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Abb.10. Termaufspaltung der 4f8-Konfiguration.[62]

Obwohl elektrische Dipolübergänge zwischen Energieniveaus gleicher Parität nach
derLAPORTE-Auswahlregel verboten sind, kommt es bei Übergangsmetallen durch
unsymmetrische Schwingungenundder dadurch bedingten Aufhebung des
Symmetriezentrumszud—d-Übergängen, sogenannten vibronischen Übergängen.
Die Extinktionskoeffizienten können dabeiWertezwischen 1 und 1000M-1cm-1 an-
nehmen. Durch die Abschirmung der 4f-Elektronen gilt dasLAPORTE-Verbot bei den
Lanthaniden strenger und ist der Grund für die nur kleinen Extinktionskoeffizienten
mit Wertenzwischen 0.1-1M-1cm-1.Auch die starke Spin-Bahn-Wechselwirkung der
schweren Metallionenerhöht die Wahrscheinlichkeit solcher Übergänge nicht
merklich, so dass die Lebensdauer ihrer Emissionen imMillisekundenbereich liegt
(Abb.11.).[63-65]

Abb.11.Links:Prinzip der zeitaufgelösten Fluoreszenzspektroskopie: Emissionssignale werden nach
einer Verzögerungszeit,inderstörende Signaleabklingen, aufgenommen.
Rechts: Emissionssignale vonTerbium undEuropium.
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Aufgrund der geringen Extinktionskoeffizienten istdiedirekte Anregung der
Lanthanide nur mit Lasern möglich.Eine Alternativestellt der Einsatz von
Sensitizerndar. Dies sind organische Chromophore, die entweder an multidentaten
Liganden wiePolyaminocarboxylategebunden sind (Pendant Chromophore), oder
übereigeneKoordinationsstellen für Lanthanide verfügen und diesekomplexieren
(ChromophoricChelate) (Abb.12.).Die indirekte Anregung lumineszenterMetall-
ionen mit Hilfe von organischenChromophorenwird Antenneneffektgenannt.

Abb.12.Aufbau eines lumineszentenLanthanidkomplexes:Links: Chromophoric Chelate
Rechts:Pendant Chromophore.[66]

Zu den häufig eingesetzten Polyaminocarboxylatliganden zählen EDTA, DTPA und
DOTA (Abb.13.), deren Bindungskonstanten im Bereich von≥1012 liegen und so
komplexierteLanthanidionen nicht gegenpotentiell konkurrierende Kationen wie
Ca2+ und Mg2+ schnell austauschen

Abb.13. Häufig eingesetzte Lanthanidliganden.
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Die Energieübertragung zwischen Sensitizer undLanthanidion erfolgt in vier
Schritten (Abb.14.):

1.Anregung aus dem S0-Grundzustand des organischen Sensitizers in den
angeregtenSingulett S1-Zustand.

2.Intersystem Crossing (ISC) vomSingulettzustand in den angeregten Triplett
T1-Zustand des Sensitizers.

3.Intramolekularer Energietransfer vom Triplett T1-Zustand des Liganden auf
einen angeregten Zustand des Lanthanids.

4.Strahlender Übergang vomangeregten Zustand desMetallions in seinen
Grundzustand.

Abb.14. Energieübertragungsweg von Sensitizer aufLanthanidion am Beispielvon Eu(III).[62]

Ein effizienter Sensitizer sollte sowohl einen hohen Absorptionskoeffizienten als
auch einen Triplettzustand aufweisen, der energetisch über dem des jeweiligen
Lanthanids liegt. Zudem erhöht ein geringer Abstand zwischenSingulett- und
Triplettzustanddie Intersystem Crossing-Effizienz. Als Sensitizer wurden unter
anderem Diketonate[67,68], Pyridine[69], Bipyridine[70,71], Terpyridine[72,73], Polyamino-
carboxylate[74-76], Calixarene[77,78] und Kryptanden[79,80] eingesetzt.[58,81]

Die Energieniveaus der fünf zentralen lumineszenten Lanthanide, deren Energie-
lücke zwischen angeregten Zuständen und dem Grundzustand ausreichend groß ist,
um nicht über strahlungslose Prozesse deaktiviert zu werden, sind inAbb.15.
dargestellt. Zu den langlebigsten und daher am häufigsten eingesetzten Lanthaniden
gehören Europium und Terbium, welche Energielücken von ungefähr 12150cm-1

bzw. 14800cm-1 aufweisen. Dies entspricht Emissionen im sichtbaren Bereich des
Spektrums und ermöglicht so Anwendungen in der Mikroskopie oder Diagnostik.
Die intensivsten Europiumbanden entstehen durch Übergänge zwischenden
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5D0- und den7F-Termen, wobei besonders die Bande bei 615nm (5D0  7F2)
charakteristisch ist. An der Emission von Terbiumsind5D4- und7F-Terme beteiligt,
mit der intensivsten Bande bei 545nm (5D4  7F5) (siehe auchAbb.11.,rechts).Die
spezielle Form der Lanthanid-Emission wird häufig als „Lumineszenz“ bezeichnet,
um eine Verwechslung mit dem sehr schnellen Prozess der Fluoreszenz organischer
Moleküle zu verhindern. Zudem trägt es der Tatsache Rechnung, dass die
Übergänge aus einem Zustandmit S=2 (5D0 für Eu) in einen Zustand mit S=3(7Fj)
erfolgen (j=Gesamtbahndrehimpuls) und somit weder Fluoreszenz (Übergang von
Singulett- auf Singulettzustand), noch Phosphoreszenz (Übergang von Triplett- auf
Singulettzustand) entsprechen.[82-84]

Abb.15.PartielleTermschemata einiger lumineszenter Ln(III)-Ionen. Die emittierenden angeregten
  Zustände sind durch Pfeile hervorgehoben.[60]

Der intramolekulare Energietransfer kann über zwei verschiedene Wechselwirkungs-
mechanismen stattfinden.DemFÖRSTER-Mechanismus liegt eine Dipol-Dipol-
Wechselwirkung zu Grunde, die von der Überlappung des Emissionsspektrums des
Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptorsbeeinflusst wird und nur bei
geringem Abstand zwischen Donor und Akzeptoreffizientist(~r-6).[85]

BeimDEXTER-Transfer werden Elektronen zwischen einem Donorchromophor und
einem Akzeptorausgetauscht, wobei aus dem angeregten Zustand des Donors ein
Elektron zum angeregten Zustand des Akzeptors wechselt, während ein Elektron
aus dem Grundzustand des Akzeptors zum Grundzustand des Donors wechselt.
Voraussetzung hierfür isteine Überlappung der Elektronenwolken (~e-r).[86]

DergrößteVorteil der langlebigen Emissionen der Lanthanide liegt in der
Möglichkeit, zeitaufgelöste Techniken anzuwenden, in denen die Fluoreszenz-
messung erst nach einer anfänglichen Pause beginnt und so die sonst störende Auto-
oderHintergrundfluoreszenz sowieRAYLEIGH-Lichtstreuung ausgeblendet werden
(Abb.11.).
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Mehreretemperaturabhängige Prozesse sind imstande, dieLanthanidemission
einzuschränken oderzuverhindern (Abb.16.).Zum einen können die elektronischen
Niveaus mit passenden Schwingungsmoden benachbarter Moleküleso
wechselwirken, dass es zu einer strahlungslosen Deaktivierungkommt
(Abb.16.,links). Die Effizienz dieses Prozesses ist von der Größe der Energielücke
zwischen dem Grund- und dem angeregten Zustand desMetallions, sowie von der
Schwingungsenergie des Oszillators abhängig. Das Ausmaß der Deaktivierung ist
umgekehrt proportional zur Größe der Energielücke.BesondersX—HOszillatoren
wie Aminliganden oder Wasser, dessen 2.Oberton des O—HOszillators beispiels-
weise der Energielückezwischen5D0 und7F6 (12300cm-1) desEu3+-Ions entspricht,
zeigen diesen Effekt. Nur durch Abschirmung desMetallions, unter Zuhilfenahme
stark koordinierender Liganden, lässt sich dies minimieren und eine Emission
beobachten.Eine Deaktivierung kann jedoch auch durch rein elektronische Prozesse
hervorgerufen werden. Dabei kommt es zu einemLigand-MetallChargeTransfer
(LMCT), bei dem ein Elektron aus einem angeregtenSingulettzustand des Sensitizers
(S1) auf das Metallion übertragen und dieses somit reduziert wird (Abb.16.,Mitte).
Aus diesem angeregten LMCT-Zustand erfolgt die strahlungslose Deaktivierung in
den Grundzustand des Sensitizers. Dieser Prozess istvor allem für Europium(III)
von Bedeutung, da es im Vergleich zu Terbium(III)(4f8) aufgrund seiner Elektronen-
konfiguration(4f6) leichter zu reduzieren ist. Daher werden Sensitizer mit großen
positiven Normalpotentialen bevorzugt.
Auch die Energiedifferenz zwischen dem angeregten Triplettzustand des Sensitizers
und dem angeregten Zustand des Lanthanids kann die strahlungslose Deaktivierung
beeinflussen. Beträgt diese Differenz weniger als 1500cm-1 kommt es zu einer so
genannten Energierückübertragung (BackEnergyTransfer) auf den Sensitizer
(Abb.16.,rechts). Da der angeregte Zustand des Tb(III)-Ions mit 20400cm-1  im
gleichen Bereich wie viele Aryltriplettzustände liegt, ist dieser Deaktivierungs-
mechanismus besonders bei diesem Lanthanidion zu beobachten.

Abb.16.Strahlungslose Deaktivierung angeregter Zustände durchvibronische Kopplung mit Wasser
(links), LMCT(Mitte) und Back EnergyTransfer(rechts).[62]
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Abb.17. zeigt den photochemischen Verlauf der Lanthanidlumineszenz.

Abb.17.Photochemischer Verlauf derLanthanidlumineszenz: eTElektronentransfer, EmEmission,
qQuencher, ETEnergietransfer, BETBackEnergyTransfer.[84]

Die Anwendungsmöglichkeiten der Lanthanide sind sehr vielseitig. Sowohl
sparsame Lampen[87], Licht emittierende Dioden (LEDs)[88], Computer- und Fernseh-
bildschirme, Laser (YAG-Laser), optische Fasern, als auch NMR-Shift Reagenzien
und Kontrastmittelnutzen ihre charakteristischen photophysikalischen
Eigenschaften
Eine weitere wichtige Anwendung besteht in der Entwicklung von analytischen
Sensoren.[58,89]Dabei verdrängt der Analytkoordinierte Wassermoleküledurch
reversible Bindungan die Lanthanide und erhöht so die Intensität der Lumineszenz
und ihre Lebensdauer. Auf diese Weise ist es möglich, Anionen wieHydrogen-
carbonat, Phosphat oder Lactat in Zelleninphysiologischen Konzentrationen
nachzuweisen.
DurchElektronen- oder Charge-Transfer-Prozessezwischen Analyt unddem
Singulettzustandder Lanthanide wird dieWahrscheinlichkeit eines Intersystem
Crossings minimiertund kommt es zur Abnahme ihres spezifischen Signals.
VASSEURetal.[90] ist es so gelungen, die Chlorid-Konzentration in biologischen
Medienzu messen.Auch pH-und p[O2]-Sensoren auf Basis vonLanthanid-
komplexenwurden entwickelt.Erstere beruhen auf der Protonierungder Amin- oder
Carboxylatliganden und der daraus folgendenSchwächung der Koordination,
letztere auf derstrahlungslosen Deaktivierung des Triplett-Zustands des Sensitizers
durch Sauerstoff.Auch für den quantitativen Nachweis von klinischen Substanzen,
sogenannten Immunoassaysfür Proteine (Antigene,Enzyme) und Hormone,
werden Lanthanide eingesetzt.
Das so genannte „Delfia“-System (DissociationEnhancedLanthanideFluoro-
Immuno-Assay) war 1980 einer der ersten patentierten, kommerziellen, heterogenen,
zeitaufgelösten Fluoroimmunoassays,welcher die traditionellen Radioimmuno-
assays ersetzte.Dabei werden Lanthanidezunächstmit Polyaminocarboxylat-
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liganden aneinen Antikörper gebunden. Um nach der heterogenen Immunoreaktion
den Anteil anAntigenen zu ermitteln, wird der pH-Wert erniedrigt unddie
Lanthanide dissoziieren in Lösung, in welcher sich ein Sensitizer befindet, der so die
Lumineszenzermöglicht (Abb.18.).

Abb.18.Prinzip des „Delfia“-Systems.[62]

Da homogene Immunoassaysden FRET-Effekt nutzen,habensie den Vorteilin
einem Schritt, ohne Waschen, durchgeführt werdenzukönnen (Abb.19.).Dabei
kommt es zu einem Energietransfer zwischen dem angeregtenLanthanidion und
einem Akzeptor, meist einem organischen Farbstoff, derzu fluoreszieren beginnt. Da
die Lebensdauer der Emission des Akzeptors von der Emissionsrate des angeregten
Lanthanids abhängig ist, kann die eigentliche Fluoreszenz zeitaufgelöst gemessen
werden, daher nennt man diesLRET(LuminescenceResonanceEnergyTransfer)
oder auch TR-FRET (Time-ResolvedFluorescenceResonanceEnergyTransfer).
Derartige Immunoassayskönnen10-100Mal empfindlicher und10-20Mal
schneller seinals der viel verwendete ELISA-Test(EnzymeLinkedImmunosorbent
Assay) und weisenNachweisgrenze bis zu 10-18 Mol auf.[91]

Die besonderen spektroskopischen Eigenschaften der Lanthanide finden auch in
Hybridisierungsassays Verwendung. Für eine Übersicht desheutigen Forschungs-
standes siehe Kapitel3.5.1.

Abb.19. Homogener Immunoassay über LRET (A=Akzeptor, Eu=Europium).
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2 Zielsetzung

Viele heutzutage eingesetzte analytische und diagnostischeVerfahren beruhen auf
den einzigartigen photophysikalischen Eigenschaften der Lanthanide und ihrer
Komplexe. Dabeiführtneben den großenSTOKES-Shifts und den charakteristischen,
schmalen Emissionsbanden besonders die lange Lebensdauer ihrer Lumineszenzin
Verbindung mitzeitaufgelösten Messungen zudeutlichverbesserten Detektions-
grenzen.
Ziel dieser Arbeitwar die Synthese und Anwendung lanthanidfunktionalisierter
Peptide und Peptidnucleinsäuren (PNAs)für den empfindlichen Nachweis von
Metalloendoproteasen wie Thermolysin sowie für den sequenzspezifischen
Nachweis von DNA.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1Ligandensynthesen

3.1.1Synthese von 2,2’:6’,2’’-Terpyridin-4’-yloxy-hexansäure

Die Integration künstlicher allosterischer Bindungsstellen in Nucleinsäuren und
Peptiden eröffnet die Möglichkeit, ihre Struktur und Funktion mit nieder-
molekularen Effektoren zu kontrollieren.ZurBildung einessolchenallosterischen
Schalterswurde Terpyridin als geeignete funktionelle Gruppe in Form eines
C6-Carbonsäurelinkers an 4’-Position des aromatischen Systemseingesetzt undnach
einer Literaturvorschriftsynthetisiert.[92,93]Die mit diesem Liganden modifizierten
DNA-Konjugate und ihre vermittelte allosterische Kontrolle der Hybridisierung
durchMetallionenwurden in unserer Arbeitsgruppe entwickelt und untersucht
(Abb.20.).[94]

Abb.20. Allosterische Kontrolle der Hybridisierung von Tpy2DNA durch Zink(II)-Ionen.[95]

4’-Chloro-2,2’:6’,2’’-Terpyridinreagierteunter basischen Bedingungenin einer
nucleophilen Substitutionmit ε-Caprolacton zur4’-Alkyloxycarbonsäure(1).Diese
wurdedurch saureFällungaus der wässrigen Reaktionslösungmit einer Ausbeute
von 82% als weißer Feststoff erhalten.

Abb.21. Synthese von 2,2’:6’,2’’-Terpyridin-4’-yloxy-hexansäure(1).
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3.1.2Syntheseeinestert-Butyl-geschütztenDTPA-Derivats

Um allosterische Schalter in Nucleinsäuren einzuführen,welche ein Primärsignal in
einLanthanidsignal umwandeln können, sollten Polyaminocarboxylatesynthetisiert
werden, die zur Ankopplung an die festphasengebundene PNAüber eine freie
Säurefunktionverfügen, während die für die Metallkomplexierung vorgesehenen
Carboxylatfunktionen geschützt sein sollten. Dazu wurdentert-Butylestereingesetzt,
die während der Festphasensynthese der Nucleinsäure stabil sind, jedoch im Zuge
des Abspaltens der Oligomere vom polymeren Träger mit Trifluoressigsäure entfernt
werden können (Abb.22.).
Den Ausgangspunkt für die Synthese destert-Butyl-geschützten DTPA-Derivats5
bildete Ethanolamin, welchesim ersten Schrittüber die Aminofunktion zweifach mit
Bromessigsäure-tert-butylesteralkyliert wurde(i).Der geschützte Ester wurde hierzu
in Anlehnung anF.ZELDER[96] in DMF undDIEA (N,Ń-Diisopropylethylamin) bei
0°C vorgelegt, mit Ethanolamin bei gleicher Temperatur über30min sowie
anschließend bei Raumtemperatur über Nacht,umgesetztundextrahiert.Dieso
erhaltene Verbindung2 wurdeim nächsten Schritt mitN-Bromsuccinimid und
Triphenylphosphin bei 0°C in Dichlormethan bromiert(ii).[97]Nach säulen-
chromatographischer Reinigung konnte Verbindung3isoliert und anschließend,
basierend auf einer modifiziertenLiteraturvorschrift,zur zweifachen Alkylierung
von Glycinethylesterhydrochlorid eingesetzt werden(iii).[98]Dazu wurden
Glycinethylesterhydrochlorid mitVerbindung3 unter basischen Bedingungen
umgesetzt undVerbindung4nachsäulenchromatographischer Reinigungerhalten.
Um die zur Kopplung an Nucleinsäuren benötigte freie Carbonsäurefunktion zu
generieren, muss derso eingeführteEthylester zum Erhalt dertert-Butyl-
schutzgruppenbasisch hydrolysiert werden(iv). Dies wurdemittelsNatronlauge
sowieanschließendermilderNeutralisationmitDowex®-Kationenaustauschers
(Pyridiniumform) erreicht.Das dabeiin hoher Ausbeuteerhaltene Produkt5konnte
direktin festphasengebundenen Reaktionen weiterverwendet werden.
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Abb.22. Syntheseschema zur Darstellung von Verbindung5.

3.1.3Synthese von tert-Butyl-geschützter Iminodiessigsäure[96]

Um Iminodiessigsäure an Peptidnucleinsäuren koppeln zu könnenwurde ein
Derivat synthetisiert, daszur Anbindung an die festphasengebundene PNAüber
eine freie Säurefunktionverfügt, während diefür die Metallkomplexierung vor-
gesehenen Carboxylatfunktionenalstert-Butylestergeschützt waren.
Dazu wurdenachF.ZELDER[96]die Aminofunktion des Glycinethylesters zunächst
zweifach mit Bromessigsäure-tert-butylester alkyliertund Verbindung6 säulen-
chromatographisch gereinigt.Darauf folgte dieHydrolyse derEthylesterfunktion
von6 mit Natronlauge, wobei eine milde Neutralisation mit Dowex®-Kationen-
austauscher in Pyridiniumform erreicht wurde.Dieso erhalteneIminodiessigsäure7
wurde zur Verknüpfung mit dem N-Terminus festphasengebundener PNA
eingesetzt.
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Abb.23. Syntheseschema zur Darstellung von Verbindung7.

3.1.4Synthesevon4’’’-substituierten4’-Phenylterpyridinen

Aufgrundihres geringen Extinktionskoeffizientenkönnen Lanthanide direkt nur mit
Lasern oderindirekt mit Hilfe eines organischen Chromophors (Sensitizer) angeregt
werden.Im Rahmen dieser Arbeit sollten Sensitizer synthetisiert werden, die
Lanthanidionen komplexieren und gleichzeitig die Möglichkeit der kovalenten
Kopplung mit Biomolekülen wie Peptiden oder Nucleinsäuren bieten.Daherwurden
Terpyridine als Grundgerüst des sogenannten „Chromophoric Chelate“ (Kapitel1.3,
Abb.12.) gewählt. Zur Erhöhung der Absorption des Sensitizers und somit einer
effizienteren Bevölkerung des angeregten Zustands der Lanthanidewurden
zunächstPhenylterpyridinderivate synthetisiert, deren optische Eigenschaften durch
elektronenziehende (Nitro-) undelektronengebende(Methyl-) Gruppen variiert
werdensollten.
4’’’-Methylphenylterpyridin(8)konnte nach einer vonWANGetal.[99] beschriebenen
einstufigenHANTZSCHEN-Pyridinsynthese erhalten werden (Abb.24.).Dazu wurden
2-Acetylpyridin undp-Tolylaldehyd zusammen mitKaliumhydroxid und
Ammoniumhydroxid in Ethanol über Nacht bei Raumtemperatur gerührt undsoder
mittlere Pyridinring aufgebaut.Nach Umkristallisation des dabei entstandenen
Niederschlags konnte4’-(4-Methylphenyl)-2,2’:6’,2’’-terpyridin(8)kristallin erhalten
werden.

Abb.24. Syntheseschema zur Darstellung von Verbindung8.
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Da dieSynthese des nitrosubstituierten PhenylterpyridinsnachWANGetal.[99] nur
einen geringen Umsatz zeigte, wurdeeine dreistufige Route gewählt (Abb.25.), bei
der im ersten Schritt 2-Acetylpyridin in einerORTOLEVA-KING-Reaktion[100-102]mit Jod
und Pyridinumgesetzt und nach Umkristallisation des entstandenen Niederschlags
Verbindung9 erhalten wurde.
Im zweiten Schrittreagierte 2-Acetylpyridin in einerCLAISEN-SCHMIDT Reaktion mit
4-Nitrobenzaldehyd zum korrespondierenden Enon10. Nach Umkristallisation in
Ethanolwurdeim letzten SchrittVerbindung10 mitVerbindung9 über eine
MICHAEL-Addition und anschließende Ringschlussreaktionzumgewünschten
4’-(4’’’-Nitrophenyl)-2,2’:6’,2’’-terpyridin(11) in hohen Ausbeuten umgesetzt.[72].

Abb.25. Syntheseschema zur Darstellung von Verbindung11.
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3.1.5Syntheseeines Isothiocyanat-aktivierten Methylphenylterpyridin-
bisaminomethyl-tetraacetat-Europiumkomplexes

Ausgehend von4’-(4-Methylphenyl)-2,2’:6’2’’-terpyridin(8) wurdein einer
achtstufigenmodifiziertenSynthese{6,6’’-Bis-[N,N-bis-(carboxymethyl)amino-
methyl]-4’-(4-methyl-3-isothiocyanatophenyl)-2,2’:6’,2’’-terpyridin}Europium(III)
(20)synthetisiert.[103,104]Mittelsaktivierter Aminofunktionsollten so Biomoleküle
überAusbildung eines Thioharnstoffderivatsmarkiertund für zeitaufgelöste
Messung derLanthanidlumineszenz zugänglichgemacht werden.
Im ersten Schrittwurde Verbindung8 bei Raumtemperatur über Nacht mitm-CPBA
oxidiertund dasgebildeteN,N’-Dioxid12 durch Umkristallisation in
Acetonitril/Methanol rein erhalten(i).Davon ausgehend konnte über eine
modifizierteREISSERT-HENZE-Reaktion mit Trimethylsilylcyanid und Benzoylchlorid
Verbindung13 nach Umkristallisation des weißen Niederschlags aus Dioxan
erhalten werden(ii). DieReduktionvon13mit BH3 in Tetrahydrofuran(BH3xTHF)
lieferte das korrespondierende Bis-Amin14 (iii).Dieseswurdeohne weitere
Aufreinigungzur Einführung der Carboxylatfunktionen in das Terpyridingerüst
verwendet.Dazu wurdeVerbindung14mit Bromessigsäureethylester und DIEA
über Nachtin einer nucleophilen Substitutionumgesetzt(iv) und Verbindung15
nach säulenchromatographischer Aufreinigungisoliert.
Über aromatische Nitrierung und anschließender Reduktion der Nitrogruppesollte
die zur Kopplung der Terpyridinderivate an Biomoleküle benötigte Aminogruppe
eingeführt werden.Verbindung15wurde daherin konzentrierter Schwefelsäure
gelöst und durch Zugabe rauchender Salpetersäurein 3’’’-Position nitriert(v). Nach
erfolgter Neutralisation und Extraktionkonnte Verbindung16 erhalten werden,
welche im nächsten Schrittin heißem Ethanol gelöst und mit Zinn(II)chlorid
reduziert wurde(vi).Zur Komplexierung und Entfernung des in Lösung be-
findlichen Zinns(II)/(IV) wurde die Reaktionslösung mitwässrigerEDTA-Lösung
versetzt und Produkt17 nach einerStunde aus der wässrigen Lösung extrahiert.Die
in Verbindung17geschützten Carbonsäurefunktionenwurdenmit einer Mischung
aus Ethanol, Wasser undKaliumhydroxid vierStundenhydrolysiert und die
gebildete Carbonsäure durch Ansäuern auf pH1 ausgefällt(vii).Anschließend
konnte der Niederschlag(18) ohne weitere Aufreinigung in denEuropium-
komplex19 überführt werden,wobei sich dieser in einer wässrigen Europium(III)-
chloridlösung bei einem pH-Wert zwischen 6 und 7 nach 1.5Stunden bildete (viii).
Zur Abtrennung von überschüssigem Europium(III) als Hydroxid wurde die
Reaktionslösung zunächstmit Natronlauge auf pH8.5gebracht und abfiltriert. Das
Filtrat wurde auf einigeMilliliter eingeengt und mit kaltem Aceton versetzt. Der sich
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dabei gebildete weiße Niederschlag zeigte unter der UV-Lampe das charakteristische
rote Leuchten der Europium-Sensitizer-Komplexe.In einem letzten Reaktionsschritt
sollte die unreaktive Aminogruppe des4’-Phenylrings(19),im Hinblick auf die
Kopplung mit Biomolekülen,in das reaktivere Isothiocyanatderivat20überführt
werden.Dazu wurde Verbindung19 mit einer wässrigen Lösung aus Natrium-
hydrogencarbonat und Thiophosgenumgesetzt, die wässrige Phase mehrmals durch
Extraktion mit Chloroform von restlichem Thiophosgen befreit und auf wenige
Milliliter eingeengt. Das Produkt20 konnte als weißer Niederschlag durchAusfällen
mit kaltem Aceton erhalten werden und zeigteunter UV-Lichtebenfalls die
charakteristische Lumineszenz.
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Abb.26. Syntheseschema zur Darstellung von Verbindung20.
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3.1.6Synthese einesIsothiocyanat-aktiviertenNitrophenylterpyridin-
bisaminomethyl-tetraacetat-Europiumkomplexes

Alternativ zuVerbindung20wurde nach identischem Syntheseschemaund
bekannter Literatur[72] ein Phenylterpyridinderivat synthetisiert, dessen
4’-Phenylring neben einer Isothiocyanatfunktion keinezusätzlichen Substituenten
aufweist. Hierbei diente4’-(4-Nitrophenyl)-2,2’:6’,2’’-terpyridin(11) als Ausgangs-
verbindung.Diese wurde zunächst mittelsm-CPBA zumN,N’-Dioxid21 oxidiert(i)
unddaraufhin mit Trimethylsilylcyanid in sein 6,6’-Dinitril22 überführt(ii).Durch
Reduktion mit BH3 (iii)und anschließender nucleophiler Substitution(iv) erhält man
nach säulenchromatographischer AufreinigungVerbindung24 (höhere Ausbeuteim
Vergleich zur Literatur[72], 33% gegenüber 4%).Dieses wurde durch Reduktion mit
Zinn(II)chlorid(v) in sein Amin(25) umgesetzt, welches ohne Aufreinigungim
nächsten Schritt basisch hydrolysiert wurde(vi).DerEuropiumkomplex27 konnte
analog zu3.1.5.aus der Tetracarbonsäure26 gebildet(vii) undanschließend mit
Thiophosgen zumaktivierten Amin28umgesetzt(viii).
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Abb.27. Syntheseschema zur Darstellung von Verbindung28.
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3.1.7Syntheseeines Triazin-aktiviertenMethylphenylterpyridin-
bisaminomethyl-tetraacetat-Europiumkomplexes

Zur Steigerung der Reaktivität der Aminofunktion wurde nebendem
Isothiocyanatderivat20,ausgehend von Verbindung19,auchdas Trichlorotriazin-
derivat29 synthetisiert.
In Anlehnung an eine Synthesevorschrift nachMUKKALAetal.[72] wurde dazu eine
Natriumacetatlösung (pH4.9) von{6,6’’-Bis-[N,N-bis-(carboxymethyl)aminomethyl]-
4’-(4-methyl-3-aminophenyl)-2,2’:6’,2’’-terpyridin}Europium(III)(19)miteiner Sus-
pension aus 2,4,6-Trichloro-1,3,5-triazin in einem Aceton/Wasser-Gemisch versetzt
und nach Fällung des Produkts mit kaltem AcetonVerbindung29 mit einer
Ausbeute von34% erhalten.

Abb.28.Syntheseschemader Triazin-Aktivierungvon Verbindung19.
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3.1.8Synthese von 4’-Phenylterpyridinbiscarbonsäuren

Da die üblichen in Lösung eingesetzten Sensitizer, wie Chelidamsäure oder
2,6-Bispicolinsäure,nurdreiKoordinationsstellen aufweisen, daher weniger stabile
Komplexe bilden und für eine ausreichende Anregung derIonen im Verhältnis 3:1
eingesetzt werden müssen, sollten Sensitizermit einer höheren Zahl an
Koordinationsstellen synthetisiert werden. Die jeweiligen6,6’-Dinitrile(13,22)
wurden daherin Anlehnung anCOATESetal.[103,105]mit konzentrierter Salz- und
Essigsäureinihre 6,6’-Biscarbonsäure-Derivate (30,31) überführt.(Abb.29.).

Abb.29.Syntheseschema derHydrolyseder 6,6’-Dinitrile (13,22).
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3.1.9Übersicht der synthetisierten Verbindungen
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Abb.30. Übersicht der synthetisierten Verbindungen1-31.
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3.2Synthese der PNA-Konjugate

3.2.1Synthese von C- und N-terminal modifizierten PNA-Konjugaten

Um PNA sowohl am N- alsauch C-Terminus mit verschiedenen Substituenten zu
modifizieren, musste die freie Aminogruppe der Festphase zunächst mit einem
geschützten Lysinbaustein umgesetzt werden.Dazu wurde im ersten Schritt eine
Lösung aus Piperidin/DMF zur Abspaltung der 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-
schutzgruppe (Fmoc) der Festphase (RinkResin®) verwendet (i), welche
anschließend mit Fmoc- und N-Allyloxycarbonyl (Alloc)-geschütztem Lysin
reagierte(ii). Zur Aktivierung der Aminocarbonsäure wurden DIEA, HOBT
1-Hydroxy-1H-benzotriazol und das Uroniumsalz HBTUO-(Benzotriazol-1-yl)-
N,N,N,́Ń-tetramethyluroniumhexafluorophosphat eingesetzt. Durch Abspaltung
der Fmoc-Schutzgruppe des gekoppelten Lysins konnte eine freie Aminogruppe
erhalten werden(iv), an derdie PNA-Synthese nach Standardfestphasenprotokollen
am Syntheseautomaten durchgeführt wurde(vi). Da Peptidnucleinsäuren aufgrund
ihres neutralen Rückgrats nur mäßig wasserlöslich sind, mussten zuvor zwei
zusätzlicheLysinbausteine eingeführt werden(v). Die bei der Nucleinsäuren-
synthese entschützte Aminogruppe wurde anschließend mit drei unterschiedlichen
Substituenten(R1) modifiziert(vii):4-(Methylcarbonsäure)-1,4,7-triazaheptan-1,1,7,7-
tetraacetyl-tert-butylester(Verbindung5),1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7-tris-
(tert-butylacetat)-10-succinimidylacetat(DOTA-mono-NHS-tris-(tert-Butylester)) so-
wie([4-(Dimethylamino)phenyl]azo)-benzoesäure succinimidylester (DABCYL-SE).
Währenddas DTPA-Derivat5 über eine HBTU/HOBT aktivierte Amidkopplung mit
dem N-terminalen Ende des PNA-Konjugats verknüpft wurde, konntenDOTA-
mono-NHS-tris-(tert-Butylester) und DABCYL-SE in Form ihres Aktivesters, ohne
Einsatz der Aktivierungsreagenzien, verwendet werden. Um die Aminogruppe des
C-terminalen Endes modifizieren zu können(ix), wurde zunächst die Alloc-
Schutzgruppe mit Tetrakis(triphenylphosphin)palladium (Pd(PPh3)4) und Triphenyl-
phosphin abgespalten(viii). Zur Kopplung kamenverschiedene Substituenten(R2)
wie4-(Methylcarbonsäure)-1,4,7-triazaheptan-1,1,7,7-tetraacetyl-tert-butylester(Ver-
bindung5) sowieder aktivierte Europiumkomplex20 zum Einsatz. Währenddas
DTPA-Derivat5 mit HOBT/HBTU aktiviert wurde, musste die Kopplung des
Isothiocyanatkomplexes20 variiert werden, da dieser in dengängigen Festphasen-
lösungsmitteln wie DMF, NMP, DMSO und Methanolunlöslich ist.Daher wurde er
zunächst zusammen mit einer wässrigen CTAB-Suspension (Hexadecyltrimethyl-
ammoniumbromid) bis zur Trockene eingeengt, wobeiCTAB hierbei alsTensid
eingesetzt wurde, um die Aufnahme desKomplexesin organische Lösungsmittel zu
erhöhen. Dersoerhaltene Feststoffwar auf diese Weise in DMFlöslich undwurde
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zur Modifizierung von PNAerfolgreich eingesetzt. Im letzten Schritt wurden die
modifizierten PNAs mit Trifluoressigsäure/m-Cresol (4:1) von der Festphase
abgespalten und mittels HPLC gereinigt(x). Durch die sauren Abspaltbedingungen
wurden gleichzeitig dietert-Butylesterschutzgruppen der Polyaminocarboxylate
entschützt, wobei dies nur bei einer Reaktionszeit von vierStunden vollständig
erfolgte.

Abb.31.Allgemeines Syntheseschema von C- und N-terminal modifizierten PNA-Konjugaten.
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3.2.2Synthese von N-terminal modifizierten PNA-Konjugaten

Die am N-Terminusmodifizierten Peptidnucleinsäuren konnten jeweils durch eine
einstufige Amidkopplung synthetisiert werden. Die PNA-Synthese am Synthese-
automaten erfolgtenach Standardfestphasenprotokoll(i,ii,iii) direkt am
kommerziell erhältlichen festen Träger, währenddie jeweiligen Bausteine
anschließend durch Amidbindungsknüpfung an den N-Terminus der Nucleinsäure
gekoppelt wurden(iv).Die Reaktion mit DTPA (R1,Verbindung5) sowie NTA
(R2,Verbindung7)erfolgteüber die Aktivierungsreagenzien HOBT/HBTU,für die
Kopplung des aktivierten Europiumkomplexes20(R3)musste dieserzunächst mit
Hilfe von CTAB in ein DMF-lösliches Salz überführt werden. Im letzten Schritt
wurden die PNA-Konjugate mit einer TFA/m-Cresol Mischung von der Festphase
gespalten(v) und mittels HPLC gereinigt. Durch die sauren Abspaltbedingungen
wurden gleichzeitig dietert-Butylesterschutzgruppen der Polyaminocarboxylate
entschützt, wobei dies nur bei einer Reaktionszeit von vierStunden vollständig
erfolgte.

Abb.32.AllgemeinesSyntheseschema N-terminal modifizierter PNA-Konjugate.
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3.2.3Synthese von BHQ-modifiziertenPNA-Konjugaten

Mit der Synthese dieser Konjugate sollten Molecular Beacons auf Basis von
Lanthanidionen aufgebaut und für den DNA-Nachweis eingesetzt werden
Hierzu wurde eine kommerziell erhältliche Festphase von Biosearch Technologies
verwendet,deren fester Träger bereits über dieε-Aminogruppe eines α-Fmoc-
geschützten Lysins mit einemQuencher Q (BlackHoleQuencher2) modifiziert ist.
Um eine freie Aminofunktion für die PNA-Synthese zu erhalten, wurde Fmoc mit
einer Piperidin/DMF Lösung entschützt(i)und die PNA-Synthese nachStandard-
festphasenprotokoll am Syntheseautomaten durchgeführt(ii,iii). Nach erfolgter
PNA-Synthese konnteKomplex20 (R1) bzw.28(R2) an den N-Terminus der PNA
gekoppelt werden, wobei CTAB zur Verbesserung der Löslichkeit desLiganden in
DMF verwendet werden musste(iv). Im letzten Schritt wurden die modifizierten
PNAs mit Trifluoressigsäure/m-Cresol (4:1) von der Festphase abgespalten und
mittels HPLC gereinigt. Obwohl die sauren Bedingungen der Abspaltung eine
Protonierung und sich daraus ergebende Dissoziation des Europium(III)-Komplexes
zur Folge haben müssten, wurde dies hier nicht beobachtet.Ein möglicher Grund
sind die wenig protischen Bedingungen der Abspaltlösung. Auch ohne externe
Zugabe von Europium war die Lumineszenz des Komplexes messbar und nicht
durch Titration weiter zu steigern, wasauf eine Sättigung des gekoppelten
Sensitizers mit Lanthanid schließen lässt.

Abb.33.AllgemeinesSyntheseschema BHQ-modifizierter PNA-Konjugate.
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3.2.4Charakterisierung derlumineszentenPNA-Konjugate

Um zu gewährleisten, dassdie spektroskopischen Eigenschaftenvon Verbindung20
und28durch die Kopplungan Biomoleküle nicht negativ beeinträchtigt werden,
wurde PNA7 als N-terminales, monosubstituiertes Konjugat synthetisiert und
untersucht.Trotz saurer Abspaltbedingungenwar es möglich, den an PNA ge-
koppeltenEuropiumkomplex zu isolierenunddurch zeitaufgelöste Messtechnik am
Spektrofluorimeternachzuweisen (Abb.34.,links).Die unter den angegebenen
Bedingungen bestimmte Lebensdauer lag im Bereich von 1.3ms(Abb.34.,rechts)
undzeigte, dass die Konjugation von Biomolekülen wie PNA die optischen
Eigenschaften dieser Liganden nicht verändert.

Abb.34.Links:EmissionsspektrumdesN-terminal an PNA gekoppelten Liganden20mit PNA7
(2µM)in 10mM HEPES-Puffer (pH7.4).(1)Fluoreszenzmodus, (2)Phosphoreszenzmodu
(λex =295nm, Delay Time 0.1ms, Gate Time 1ms, TotalDecayTime0.02s, PMT-
Spannung800V).Rechts:Dazugehörige Lebensdauermessung vonPNA7 mitτ=1.3ms.
(1)Berechnete Kurve(monoexponentiell)(2)AufgenommeneMesspunkte(λex =295nm,Total
DecayTime0.01s).

Diemit einem Quencher und einemLanthanidkomplex modifiziertenPNA-
Konjugate PNA8und9(Abb.33.)wurden mit dem Ziel synthetisiert, einfache
Molecular Beacons auf Lanthanidbasis zu erhalten.Während PNA8 aufgrund der
hydrophoben Eigenschaften der PNA sowie des BlackHoleQuenchers trotz zweier
zusätzlicherLysinbausteinenicht wasserlöslich war, wurdedie Löslichkeit von
PNA9durch Einführung von insgesamt vierdieserBausteinedeutlich verbessert.
Obwohl das Absorptionsspektrum des BHQ-Quenchers dem Emissionsspektrum der
Europiumkomplexe sehr ähnlich ist, konnte keine ausreichende Löschung der
Emission festgestellt werden. Dies liegt an der geringen Länge der PNA-Sequenz
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(neun Basen), durch die eine räumliche Annäherung des Quenchers und des
Liganden erschwert wird. Da jedoch die automatisierte PNA-Synthese aufgrund
mangelnder Qualität der kommerziell erhältlichen Basenmonomere die Synthese
längerer Sequenzen erschwerte und zudem durch Zugabe von komplementärer
DNA keine signifikante Steigerung des lumineszenten Signals zu erzeugen war,
wurdediese Strategie des DNA-Nachweises nicht weiter verfolgt.Gleiches galt auch
für das PNA-Konjugat4,mit DABCYL als Quencher, dessen Sequenzlängeauch
keine ausreichende Lumineszenzlöschung zuließ.

3.2.5Übersicht der synthetisierten PNA-Konjugate

C- und N-terminal modifizierte PNA-Konjugate

PNA1 N-TCACAACTA-C

PNA2 N-TCA CAA CTA-C
PNA3 N-CTTACCTCAGTTACA-C
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PNA4 N-TCACAACTA–C

N-terminal modifizierte PNA-Konjugate

PNA5 N-TCACAACTA-C

PNA6 N-TCACAACTA-C
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PNA7 N-TCACAACTA-C

BHQ-PNA-Konjugate

PNA8 N-TCACAACTA-C

PNA9 N-TCACAACTA-C
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3.3Synthese derPeptidkonjugate

3.3.1Synthesevon Bis-Terpyridin-Peptidkonjugaten

Ausgehend vonWANGResin® wurden Peptide synthetisiert, die sowohl am C- als
auch am N-Terminus mit dem Terpyridinderivat1 modifiziert sind. Diese sollten
zum einen auf ihre kinetische und thermodynamische Stabilität in Form ihrer
Übergangsmetallkomplexe untersucht, zum anderen auch als Probesubstrat für die
Metalloendopeptidase Thermolysin eingesetzt werden. Die zwei Terpyridineinheiten
sind stellvertretend für große organische Liganden eingeführt worden und es galt
herauszufinden, ob und wie diese Liganden das aktive Zentrum und somit die
Substraterkennung beeinflussen. Die Synthese der Peptide erfolgte nach einer Fmoc-
Entschützungsstrategie, bei der alle eingesetzten Aminosäuren mindestens eine
Fmoc-Schutzgruppe trugen.
Die Kopplung der ersten Fmoc-geschützten Aminosäure anWANGResin® erfolgte
über eine 24-stündige Reaktion unter Schutzgas mitN,N’-Diisopropylcarbodiimid
(DIC) und HOBT in DMF zusammen mit katalytischen Mengen an 4-(Dimethyl-
amino)pyridin (DMAP)(i). Während die Peptide1-3im ersten Reaktionsschritt mit
(Fmoc)LysAlloc umgesetzt wurden, kam für Peptid4 die Aminosäure (Fmoc)LysMtt
zum Einsatz. Dies sollte ein Peptid generieren, dessen C-terminales Ende ohne
Unterbrechung durch die Seitenkette eines Lysins mit dem restlichen Peptid
verknüpft ist und als potentielles Substrat für die Exometallopeptidase
CarboxypeptidaseA dient.
Im Fall der Peptide1-3 wurde anschließend die Fmoc-Schutzgruppe mit einer
Piperidin/DMF-Lösung entfernt(ii.a), während die Mtt-Schutzgruppe des Peptids4
solangemit 1%-iger TFA-Lösung in Dichlormethan versetzt wurde (je 3Minuten),
bis sich die Lösung nicht mehr gelb färbte(ii.b). Im Anschluss daran wurde
2,2’:6’,2’’-Terpyridin-4’-yloxy-hexansäure (Verbindung1) über Aktivierung mit
HOBT, HBTU und DIEA an die freie entschützte Aminofunktion gekoppelt(iii.a)
und später entweder die Alloc-Schutzgruppe(ii.c) der Peptide1-3 oder die Fmoc-
Schutzgruppe des Peptids4 entfernt. Ersteres konnte mittelsPd(PPh3)4 und
Triphenylphosphin innerhalb von 12Stunden erreicht werden. Die Kopplung aller
weiteren Aminosäuren erfolgte mittels HOBT,HBTU und DIEA (iii.b), während die
Fmoc-Schutzgruppen mit Piperidin/DMF entfernt werden konnten (ii.a). Vor der
Abspaltung des synthetisierten Peptids mit wässriger TFA-Lösung
(0.05% Wasser)(iv) wurde der zweite Terpypridin-Bausteinnach bereits be-
schriebenem Protokoll eingeführt(iii.a). Durch die sauren Abspaltbedingungen war
es möglich, gleichzeitig dietert-Butoxycarbonylschutzgruppen(Boc) der eingesetzten
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Lysine sowie dietert-Butylschutzgruppe des verwendeten Serins zu entfernen. Die
Reinigung dieser Peptide erfolgte über HPLC.

Abb.35.Allgemeines Syntheseschemazur Darstellungder Bis-Terpyridin-Peptide.
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3.3.2Charakterisierung der Bis-Terpyridin-Peptidkonjugate

3.3.2.1Kinetische und Thermodynamische Untersuchungen

In Analogie zu den von unserer Arbeitsgruppe bereits vorgestellten Bis-Terpyridin-
Desoxyribonucleinsäuren[94](Tpy2DNA, Kapitel3.1.1) wurden zweifach mit
Terpyridin modifizierte Peptide synthetisiert und ihre kinetischen und
thermodynamischen Stabilitäten untersucht.
Einen ersten Hinweis darauf, ob auchBis-Terpyridinpeptidemit Zink(II),Kupfer(II)
oder Eisen(II)Übergangsmetallkomplexeder Form M(Tpy2Peptid) bilden, lieferte die
UV-Spektroskopie, mit der die Anwesenheit vonMetallionen im M(Tpy2Peptid)-
Komplex durch charakteristische Absorptionsbanden nachgewiesen werden
konnten.Das UV-Spektrum vonTpy2Peptid4, das durch Zugabe von einem
Äquivalent Zink(II) erhalten wird (Abb.36.,rechts,grüne Linie), zeigt große
Ähnlichkeit zu einem Spektrum von Zn(Tpy)2 (Abb.36.,links,grüne Linie) und wird
dem cyclischen Bis-Chelat Zn(Peptid4) zugeschrieben.

Abb.36. Vergleich der UV-Spektren von 30µM Zn(Tpy)2 (links) und14µMZn(Peptid4) (rechts),
in10mM MOPS beipH7 und 23°C.Betrachtet werden die Banden bei 333nm für den freien
Liganden, und bei 322nm für das Peptid4.

Das bei der Titration vonTpy2Peptid4 mitKupfersulfat erhalteneUV-Profil
(Abb.37.) ähnelt dem einesCu(Tpy)2-Komplexesund lässt daher auch den Schluss
zu, dass beideTerpyridineinheiten an der Koordination desMetallions beteiligt sind.
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Abb.37. Titration vonTpy2Peptid4(10µM) mitCuSO4 (0-12µM) in 10mM MOPS-Puffer beipH7
  und23°C.

Die UV-spektrophotometrische Verfolgung der Komplexierung von Zink(II) durch
freies Terpyridin bzw. Tpy2Peptide anhand der Zn(Tpy)2-Bande bei 333nm bzw.
322nm wurde genutzt, um die konkurrierende Komplexbildungsreaktion mit einem
Chelatliganden L zu verfolgen. Dieser sollte nicht im UV-Bereich absorbieren und
nicht zur Bildung gemischter Komplexe wie Zn(Tpy)L neigen, sondern das Metall
aus dem jeweiligen Komplex extrahieren
Ein Chelatligand, der diesen Anforderungen gerecht wird ist der Ligand TPEN
(N,N,N’,N’-Tetrakis(2-pyridyl-methyl)ethylendiamin, logKeff =15 für Zn(II) bei
pH7)[106], derdaherzur Durchführung der kinetischen Bestimmungen verwendet
wurde.Die charakteristische Absorption des Zn(Tpy)2-Komplexes bzw.
Zn(Tpy2Peptid)-Komplexes bei 333nm bzw. 322nm nimmt in Gegenwart von TPEN
aufgrund der Bildung eines Zn(TPEN)-Komplexes mit der Zeit ab (Abb.38.und
Abb.39.).Da die Reaktionsgeschwindigkeit der Zinkextraktionbei40µM TPEN
konzentrationsunabhängingwird, liegt hier keine Reaktion zweiter Ordnung vor
undwirddie Dissoziationsgeschwindigkeit von der Frequenz der „Ringöffnung“
bestimmt. Die Halbwertszeit dafür liegt im Bereich von etwat1/2 =90sec (0.025h),
woraus sich eine Dissoziationsrate von kd =ln2/t1/2 ≈27.7h-1 für Zn(Tpy)2 ergibt und
folgt, dass es sich bei diesem Komplex um einen kinetisch sehr labilen Komplex
handelt.
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Abb.38. Kinetik der Dissoziation des Zn(Tpy)2-Komplexes bei verschiedenen TPEN-Konzentrationen
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Zn(Typ)2-Bande bei 333nm relativ zu A333 von Tpy ohne Zink(ΔA333) in Gegenwartvon
TPEN mit derZeit.

Im Vergleich dazu zeigten Arbeiten aus unserer Gruppe[107,108], dass es im Fall von
zweifachTerpyridinmodifizierten DNAs zu einer Stabilisierung dieserKomplexe
kommt undihre Dissoziationsratenunabhängig von ihrer Länge, Sequenz und
Sekundärstruktur (Hairpin) im Bereich von0.16-0.31h-1 liegen.Auch die in der
vorliegenden Arbeit synthetisierten Bis-Terpyridinpeptide1-4wurden hinsichtlich
ihrer Stabilität gegenüber TPEN in Anwesenheit von Zink(II) untersucht (Tabelle1.,
am Beispiel von Peptid1,Abb.39.).
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Abb.39. Kinetik der Dissoziation des Zn(Tpy2Peptid1)-Komplexes bei verschiedenen TPEN-Konzen-
trationen mit 7µM Peptid1, 7µM ZnSO4 in 10mM MOPS-Pufferbei pH7 und 23°C.
Abfall der Zn(Typ)2-Bande bei 322nm relativ zu A322 vonPeptid1ohne Zink(ΔA322) in
Gegenwart von TPEN mit der Zeit.
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Tabelle1.Gemessene Halbwertszeiten und Dissoziationsraten derPeptide1-4 (7µM) mit ZnSO4

(7µM) in 10mM MOPS-Puffer bei pH7 und 23°C.

Es konnte gezeigt werden, dass die Dissoziation der ZnTpy2-Komplexe durch
Verknüpfung derTerpyridineinheiten über ein Peptidgerüst im Vergleich zum freien
Komplex stabilisiert wird, die Stabilisierung jedoch nicht im gleichen Maße erfolgte,
wie es mit der Verknüpfung durch Oligonucleotide zu beobachten war.

3.3.2.2Substratvoruntersuchungen

Die Aminosäuresequenz der Peptide1-4 wurde so gewählt, dassdie Konjugate
neben den thermodynamischen und kinetischen Aspektengleichzeitig auch als
potentiellesProbesubstrat für die Metalloendopeptidase Thermolysin eingesetzt
werden konnten.Dabei sollte untersucht werden, inwieferngroße organische
Liganden wie Terpyridindie für Thermolysin bekannte Spaltsequenz Gly-Phe-Ser-
Ala[109]derart verändern, dasssienicht mehr in diespezifischeBindungstaschepasst
und so von Thermolysin nicht erkanntund hydrolysiertwerden kann.
Durch Untersuchung der Spaltreaktionenmittels MALDI-TOFMS konnte gezeigt
werden, dass es Thermolysinmöglich ist,alle synthetisierten Peptidezuhydro-
lysieren,sichjedoch die Peptide inAbhängigkeit der Sequenzlänge und der
Aminosäurensubstitutionin der Geschwindigkeit ihres Umsatzes unterscheiden.
Je mehrLysinbausteinein Nachbarschaft zur Spaltsequenz eingeführt werden, desto
leichter zugänglich scheint die zu spaltende Bindung für Thermolysin zu sein und
desto schneller erfolgt der Umsatz des modifizierten Peptidsubstrats. Während die
Bindungzwischen Glycin und Phenylalanin inPeptid1 erst im Laufevon
zwanzigMinuten vollständig gespalten ist,zeigtdie Hydrolyse von Peptid3, mit
zwei zusätzlichenLysinbausteinen, bereits nachdreiMinuteneinevollständige
Spaltung. Die Geschwindigkeit derHydrolyse ist zudem von der Konzentration des
Thermolysins abhängig (Abb.40.).

Peptidt1/2 [min]kd [h-1]
1 80 0.52
2 48 0.86
3 60 0.69
4 141 0.30
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Abb.40.MALDI-TOF MS Spektrum derSpaltung vonPeptid3 (23.5µM) durch Thermolysin in
Wasser nach 3min.Oben: 100nM ThermolysinUnten: 200nM Thermolysin. [1]intaktes
Peptid3,[2]/[3] Spaltfragmente.

Im Unterschied zu den bereits erwähnten Peptiden1 und3 wurdefürPeptid2
Phenylalanindurch4-Nitrophenylalanin ersetzt. DaThermolysin als P1’-Protease
Phenylalanin als hydrophobe Aminosäure erkennt, wird die Wechselwirkung der
funktionellen Gruppen der Bindungstasche durch Einführung der hydrophilen
Nitrogruppe erschwert,so dassPeptid2auch nach 24Stunden nicht vollständig
umgesetzt ist.Dies gilt auch für Peptid4,bei welchem es auch aufgrund der
unterschiedlichen Sequenzlänge zu sterischer Hinderung der Spaltung kommt.Da
dieTerpyridineinheiten nicht nurräumlichEinfluss aufdieSpalteigenschaften des
Thermolysins nehmen, sondern auch durch ihre Zinkbindungseigenschaftendas
Enzyminhibieren können, scheint durcheineungünstige Substratwahl die
Zinkextraktionzu dominieren und die Spaltung nicht mehr vollständig ablaufen zu
können.
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3.3.3Synthese der BHQ-Peptidkonjugate

Zur Synthese dieser Konjugate wurde eine kommerziell erhältliche Festphase von
BiosearchTechnologies verwendet, deren fester Träger über dieε-Aminogruppe
eines α-Fmoc-geschützten Lysins mit einem QuencherQ (BlackHoleQuencher2)
modifiziert ist. Ziel war es, ein für Thermolysin spezifisches Substrat auf
Lanthanidionenbasis aufzubauen und in DNA- sowie Thermolysinassays einzu-
setzen. Nach Entschützung der Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin/DMF(i) folgte der
sukzessive Aufbau der verschiedenen Peptidsequenzen durch konsekutives Koppeln
(ii.a) und Entschützen(i) der jeweiligen Aminosäuren. Da der zum Markieren des
Peptids eingesetzte Ligand ein Isothiocyanatderivat darstellte, konnte ein potentieller
Abbau des markierten PeptidsnachEDMAN nur durch den Einsatz einer Aminosäure
ausgeschlossen werden, deren reaktive Aminogruppe sich nicht inα-Carbonyl-
Position, sondern innerhalb einer Seitenkette befindet. Zu diesem Zweck wurde stets
Boc-Lys(Fmoc)(K2) als letzte Aminosäure vor der Kopplung des Liganden
eingeführt. Zur Verbesserung der Löslichkeit der Terpyridinliganden mussten diese
zunächst mit CTAB in Wasser aufgenommen, lyophilisiert und später zur
Durchführung der Festphasenreaktion in DMF gelöst werden. Im letzten Schritt
wurden die modifizierten Peptide mit Trifluoressigsäure/m-Cresol (4:1) von der
Festphase abgespalten und ohne weitere Aufreinigungeingesetzt. Durch die sauren
Abspaltbedingungen war es möglich, gleichzeitig dietert-Butoxycarbonyl-
schutzgruppen(Boc) der eingesetzten Lysine sowie dietert-Butylschutzgruppen des
Serins zu entfernen.
Da die Kopplung zwischen den Isothiocyanatderivaten(20,28) und der Peptide nicht
quantitativ verlief, konnten im zugehörigen Massenspektrum (MALDI-TOFMS)
neben dem Molekülionenpeak auch die jeweils unmarkierten BHQ-Peptide
identifiziert werden. Trotz Anwendung verschiedener HPLC-Bedingungen (Gra-
dient, Säule, Temperatur) war es aufgrund von Peaküberlappung nicht möglich, die
zwei Komponenten vollständig zu trennen. Daher wurden in allen weiteren
Anwendungen der Peptide die Mischfraktionen mit einem prozentualen Anteil von
ca.40% an modifiziertem Peptid eingesetzt. Aufgrund des hydrophoben Charakters
des BlackHoleQuenchers sowie einiger Aminosäuren war die Wasserlöslichkeit des
Peptids9 stark herabgesetzt und wurde durch die Einführung von Lysinen in allen
übrigen Peptidenerhöht.
Zur Steigerung des Reaktionsumsatzes zwischen Peptid und Terpyridin-Liganden
wurdedas Trichlorotriazin-aktivierte Derivat(29) eingesetzt, dessen Reaktivität im
Vergleich zu Isothiocyanaten höher ist. Da es jedoch unter den sauren
Abspaltbedingungen nicht stabil war, wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.
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Neben der Kopplung am festen Träger wurde auch eine Synthesestrategie in Lösung
verfolgt, die die Anbindung der Isothiocyanatderivate erleichtern sollte. Dafür
wurde Peptid11 so konzipiert, dass die fürdie Löslichkeit der Peptide ver-
antwortlichen Lysineam N-Terminus in Form ihrer ε-Trifluoracetyl-geschützten
Derivate eingesetzt wurden. Diese sollten gegenüber einer Abspaltung mittels
Trifluoressigsäure stabil sein, sich in schwach ammoniakalischer Lösung einfach
entschützen lassen und so eine selektive Ligandenkopplung in Lösung ermöglichen.
Hier wurde aus Gründen der Synthesestrategie als letzte Aminofunktion zur
VerhinderungdesEDMAN-Abbaus nicht Boc-Lys(Fmoc)(K2), sondern 6-Boc-Amino-
capronsäure eingesetzt(ii.b). Trotz Variation der Reaktionsbedingungen (pH-Wert,
Reaktionszeit) konnte das Produkt nicht isoliert und dieser Ansatz somit nicht
weiterverfolgt werden.

Abb.41.AllgemeinesSyntheseschemazur Darstellung von BHQ-modifiziertenPeptidkonjugaten.
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3.3.3.1Charakterisierung derBHQ-Peptidkonjugate

Basierend auf Vorversuchen mit Bis-Terpyridin modifizierten Peptiden
(Peptide1-4) die zeigten, dass Thermolysin ihre Aminosäuresequenztrotz
raumbeanspruchender Ligandenerkennt und selektivspaltet (Kapitel3.3.2.2.),
wurden die BHQ-modifizierten Peptidkonjugate5-11 mit entsprechenden
Sequenzensynthetisiert.Um die Abstandsabhängigkeit der Fluoreszenzlöschung
durch einen Quencher wie BlackHoleQuencher2 zu berücksichtigen, wurde die
ZahlderLysinbausteine variiert,wobei nur ein geringer Einfluss der Sequenzlänge
auf die Effizienz der Löschung beobachtet werden konnte (Abb.42.). Im Gegensatz
zu den bereits beschriebenen PNA-Konjugaten nimmt die Fluoreszenzlöschung mit
kleiner werdenden Peptidsequenzen zu.
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Abb.42.Effizienz der Fluoreszenzlöschungder Peptide6-8 durch BHQ in Abhängigkeit ihrer
SequenzlängePeptid6>Peptid8>Peptid7, mit je 50µM Peptid in Wasser.

Der Vergleich der Anregungsspektren des freienKomplexes20und des Peptids6
zeigt eine große Ähnlichkeit und unterstreicht damit die erfolgreiche Kopplung des
Europiumkomplexesmit dem Peptidgerüst(Abb.43.,links). Trotz eingeführter
Modifikationenwird die Peptidsequenzsowohlvon gelöstem als auchvon
immobilisiertem Thermolysin erkannt undihreGlycin-Phenylalanin-Bindung
gespalten, was über MALDI-TOF MS nachzuweisen war.Das Fluoreszenzsspektrum
inAbb.43.,rechts,zeigt den damit verbundenen Anstieg des Europiumsignals.Da
Peptid6 die geringste Hintergrundfluoreszenz aufweist, wurden alle weiteren
Untersuchungen in Kapitel3.4.3 und3.5.3 auf dieses Peptid beschränkt.
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Abb.43.Links:Vergleich der Anregungsspektren von(1)freiemKomplex (Verbindung20, 5µM)
und(2)gespaltenem Peptid6(5µM) mit 5µl Thermolysin/EupergitC® nach 1.5h in 10mM
HEPES-Puffer (pH7.4)(λem =617nm, PMT-Spannung700V).Rechts:Fluoreszenzanstieg des
Lanthanidsignals durch Spaltung von Peptid6 durch Thermolysin/EupergitC®. (1)5µM
Peptid6 (2)1.2h nach Zugabe von 5µl Thermolysin/EupergitC® in Wasser(λex =295nm,
PMT-Spannung700V).
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3.3.4Übersicht der synthetisiertenPeptidkonjugate

Terpyridin-modifiziertePeptidkonjugate

Peptid1 Tpy-KGFSAK-Tpy
Peptid2 Tpy-KG-Phe(NO2)-SAK-Tpy
Peptid3 Tpy-KKGFSAKK-Tpy

Peptid4 Tpy-KGFSAK-Tpy
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BHQ-Peptidkonjugate

MitL1 =Verbindung28 undL2 =Verbindung20.

Peptid5 L2-K2-K1K2GFSA-K-BHQ
Peptid6 L2-K2-K1K1GFSAK1-K-BHQ
Peptid7 L2-K2-K2K2GFSAK2K2-K-BHQ
Peptid8 L2-K2-K1K1GFSAK1K1-K-BHQ

mit K1 =Fmoc-Lys(Boc)N-α-Fmoc-N-ε-tert-Boc-L-Lysin
K2 =Boc-Lys(Fmoc)N-α-tert-Boc-N-ε-Fmoc-L-Lysin
K3 =Fmoc-Lys(Tfa)N-α-Fmoc-N-ε-Trifluoracetyl-L-Lysin

Wobei dietert-Butoxycarbonylschutzgruppen(Boc) der eingesetzten Lysine durch
saure Abspaltung des Peptids vom festen Träger entfernt wurden.

Peptid9 L1-K2-GFSA-K-BHQ
Peptid10 L1-K2-K1K1GFSAK1-K-BHQ
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Peptid11 Aminohexyl-K3K3K3GFLA-K-BHQ
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3.4Proteasenachweis

3.4.1Stand der Forschung

Kontinuierliche Nachweisreaktionen für P1’-Proteasen wie Thermolysin konnten
lange Zeit nicht etabliert werden, da ein Chromophor an der α-Aminogruppe eines
synthetischen Peptids seine Absorptionseigenschaften durchhydrolytische Spaltung
der Peptidkettekaum ändert.[110]Dazu müsste einkünstlichesPeptidsubstrat
konstruiert werden, das während der Hydrolyse eine Änderung der optischen
Eigenschaften an der gebildeten Säurefunktion durch Änderung der elektronischen
Eigenschaften erfährt. Ein solches Molekül mit ausreichender Sensitivität ist bisher
noch nicht bekannt.Nur kurze Furylacryloyl-Peptide wieN-(3-Furylacryloyl)glycyl-
L-leucyl-amid (FAGLA) zeigen nach Spaltung ihrer einzigen Peptidbindung eine
Abnahme der Absorption im UV-Bereich (λ=345nm).[39] Jedoch ist dieser Effekt so
gering, dass eine breitere Anwendung dieser Substratestark eingeschränkt ist.In den
letzten Jahrzehnten wurdendaherPeptide mit fluoreszenten Farbstoffen markiert,
umempfindliche Nachweissystemefür spezifische Proteasenbasierend auf FRETzu
entwickeln.
Eines der ersten fluoreszenten Substratezur Untersuchung vonMetalloendo-
proteasenwie Thermolysinwarein1979vonKAMetal.[111]synthetisiertes
Tetrapeptid, miteinero-Aminobenzoyl-Gruppe (ABz) als Fluorophor undp-Nitro-
benzylamid (Nba) als Quencher.[112-116]Erst die Hydrolyse und die sich daraus
ergebende räumlicheTrennung der beiden Komponenten ermöglichte eine
Wiederherstellung der Fluoreszenz.ZIMMERMANetal.[117,118]entwickeltenzur
gleichen Zeitein Peptid auf Basis des Fluorophors 7-Amino-4-methylcoumarin
(Succinyl-Ala-Ala-Phe-7-amino-4-methylcoumarin). Dabei wird in einem indirekt
gekoppelten Enzymassay zunächst die Bindung zwischen Phenylalanin und Alanin
gespalten undineinem zweiten Schritt mit Hilfe von Leucinaminopeptidasedas
reine Coumarinderivat erhalten, dessen fluoreszentes Signal am größten ist.[119-122]Im
Jahr 2002 zeigtenMUTAetal.[123,124], dass ein vonKNIGHTetal.[125] veröffentlichtes
Substrat für Matrix-Metalloproteasen (MOCAc,7-Methoxycoumarin-4-acetyl-Pro-
Leu-Gly-Leu-β-(2,4-dinitrophenylamino)Ala-Arg-amid) auch zum sensitiven
NachweisvonThermolysinzu verwenden ist.Dieses Substrat wurde in der
vorliegenden Arbeit als fluoreszentes Vergleichssubstrateingesetzt.
Um den spezifischen Bindungsprofilen der Enzyme gerecht zu werden, setzen sich
fluoreszente Peptidsubstrate meist aus mehr als sechs Aminosäuren zusammen
(häufig zwischenzehn und zwölf).WEIMERetal.[110]präsentiertenjedochkürzlich ein
künstliches Peptidsubstrat, unter anderem auch für Thermolysin,welches nur aus
zwei Aminosäuren besteht, an deren Enden EDANS (N-(2-Aminoethyl)amino-
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naphthalen-5-sulfonsäure) als Fluorophor und DABCYL als Quencher gekoppelt
sind.
Da Proteasen zu den wichtigsten Zielstrukturen in der modernen Wirkstofffindung
überein schnelles,empfindlichesHigh-Throughput Screeningvon Inhibitoren
zählen, werden immer neue und empfindlichere homogene Proteaseassays benötigt.
Seit einigen Jahrenkommendaherneben den typischen organischen Farbstoffen
auch lumineszenteLanthanidkomplexe für den Nachweisdieser Enzymezum
Einsatz.[126] Die Gruppe umI.HEMMILÄ hat am Beispiel der Caspase-3, einer
Cysteinprotease, die Peptidbindungen C-terminal zu Aspartat spaltet, eine Reihe
verschiedener lumineszenter Substrate entwickelt.Sie alle basieren aufdem
strahlungslosen Energietransfer zwischeneinemlumineszentenLanthanidkomplex
undeinemnichtfluoreszenten Quencherim intakten Substrat(TR-FQA,Time-
ResolvedFluorescenceQuenchingAssay).Das erste von ihnen vorgestellte Substrat
setzt sich aus einemEuropiumkomplex(W-1024) und dem Quencher DABCYL an
den jeweiligen Enden einer spezifischen Peptidsequenz zusammen.[127] Damit
erreichten sie eine Nachweisgrenze von bis zu2.5pg/µl der Protease.Durch den
Einsatz einesweiteren kommerziell erhältlichenEuropiumkomplexes (W-1284) und
des Quenchers QSY7 wurden sogar bis zu0.25pg/µlCaspase-3detektiert.[128]Einen
weiteren Fortschritt stellte die Möglichkeit dar, mit unterschiedlichen
Lanthanidionen und ihren jeweiligen Komplexen selektiv verschiedene Caspasen
nachweisen zu können.[129] Basierend auf diesen Entwicklungen gelang es
MAOetal.[130] die Protease NS3-4A als antivirales Targetbei Hepatitis Cmiteiner
Konzentration vonbis zu 10pMzudetektieren. Damit wird die Evaluierung von
Inhibitoren der Protease NS3-4A in Reaktionen mit sehr kleinen
Enzymkonzentrationen möglich.
EinenanderenAnsatzverfolgtenMIZUKAMIetal.[131], in welchem der Sensitizerals
Target für den Proteasenachweisfungiert.Dazu koppelten sie Aniline über
unterschiedliche Funktionen an DOTA und konnten zeigen, dass eines dieser
Derivate als Terbiumkomplex luminesziert,jedochkein Signalin seiner acetylierten
Form erzeugt,die enzymatisch gespalten werden kann.Dieses System übertrugen sie
auf ein für die Cysteinprotease Calpain spezifisches Peptid und erreichten so eine
empfindliche Lumineszenzdetektion des Enzyms.
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3.4.2Strategie

Im Rahmen der vorliegenden Arbeitwurdenerstmalslumineszente, auf
Lanthaniden basierendeSubstrate für Thermolysin stellvertretend für P1’-Proteasen
entwickelt und untersucht.Hierbei handelt es sich um Oligopeptide,die C-terminal
miteinem polyaromatischen Azofarbstoff,BlackHoleQuencher2 (BHQ-2,Q),
modifiziert sind undN-terminal einen lumineszentenEuropiumkomplex(20) tragen
(Peptide6-8) (Abb.44.).

Abb.44.Struktur desBlackHoleQuenchersQ(links) unddes gekoppelten lumineszenten
Komplexes20(rechts).

Die sichdurch den Einsatz vonLanthanidkomplexen ergebendeMöglichkeit der
zeitaufgelösten Messung lässt ein deutlich gesteigertes Signal/Rausch-Verhältnis und
somit höhere Empfindlichkeiten erwarten.
BlackHoleQuencher2 wurde aufgrund der großen Überlappung seines Ab-
sorptionsspektrums mit dem Emissionsspektrum derEuropiumkomplexe
verwendet, womit die Voraussetzung für die effiziente Löschung der Lumineszenz
im Einklang mit derFÖRSTER-Theorie[85] erfüllt ist. DaderQuencherin Lösung
zudemeinepositive Ladung trägt, kann es bei nicht zu großem Abstand auchzu
ionischen Wechselwirkungen zwischenihm unddem negativ geladenen Liganden
kommen, wodurch die Effizienz der Löschung und somit auch die Sensitivitätdieses
Assayszusätzlichgesteigert werden sollte.[128]

Thermolysin als Vertreter der P1’-Proteasen und Metalloendopeptidasen
hydrolysiert eine Bindung innerhalb des Peptids und ermöglicht dadurch die
räumliche Trennung von Quencher und Komplex, dessen Lumineszenz mit einer
Lebensdauer im Millisekundenbereich detektierbar wird (Abb.45.).
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Abb.45.Schematische DarstellungdesThermolysinnachweises: Spaltung eines lumineszenten
Peptids durch Thermolysin.

3.4.3Fluoreszenzmessungen

Zunächst wurdeuntersucht, wie sich Sequenz und Länge der modifizierten Peptid-
substrate6-8 auf die Effizienz der Spaltung auswirken.Da der Vergleich der
relativen Fluoreszenzänderung innerhalb der ersten 18Minutennach Zugabe des
Enzyms jedoch nur geringe Unterschiede zeigte, wurde in allen weiteren Messungen
Peptid6 eingesetzt (Abb.46.,links). Die leichtgesteigerte Umsatzgeschwindigkeit
von Peptid7 kann auf den ausschließlichen Einsatz vonBoc-Lys(Fmoc) als
wasserlöslichkeitserhöhendeKomponente zurückzuführen sein. Dadurch sind nur
ε-Aminofunktionen derLysinbausteine an Peptidbindungsknüpfungen beteiligt und
erhöhen soneben der Länge auch dieFlexibilität des Peptids.Dadurch können
Quencher und„Lanthanidfluorophor“ leichtermiteinanderwechselwirken undzeigt
die räumliche Trennung größere Auswirkung.
Anregungs- und Emissionsspektrum des gespaltenen Peptids6 sind inAbb.46.,
rechts dargestellt. Da die Anregung des Komplexes20 bei 295nm eine höhere
Emissionsintensität des Peaks bei 617nm verursacht als eine Anregung bei 330nm,
wurde erstere als Standardanregungswellenlänge in allen weiteren Untersuchungen
verwendet.
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Abb.46.Links:Spaltung der Peptide6-8(3µM)mit 500pM Thermolysin in 2mM Tris-HCl (pH7.5)
mit 40mM NaCl bei 23°C.Thermolysin-Stammlösung in 40mM Tris-HCl (pH7.5) mit
10mMCaCl2, Peptid-Stammlösung in Wasser. V0 entspricht der relativen Fluoreszenz
änderung bei617nm während der ersten 18min der Hydrolyse(Total DecayTime0.02s,Slit
Width10nm,PMT-Spannung800V).Rechts:(1)Zeitaufgelöstes Anregungsspektrum und
(2)Emissionsspektrumdes gespaltenen Peptids6 (10µM) in 2mM Tris-HCl (pH7.5) mit
40mM NaCl bei23°C (PMT-Spannung600V).

Um die Sensitivität sowie die Detektionsgrenze des neuen Substrats zu ermitteln,
wurde Thermolysinin verschiedenen Konzentrationen(1nM-50pM) zu einer
Lösung aus Peptid6 (3µM) gegeben und die Änderung der Fluoreszenz über die
Zeit mittels zeitaufgelöster Messung verfolgt (Abb.47.).
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Abb.47.Spaltung von Peptid6(3µM)durch Thermolysin (1nM–50pM),dargestellt als Änderung
der Fluoreszenzintensität mit der Zeit (TotalDecayTime0.02s, PMT-Spannung800V), in
2mM Tris-HCl (pH7.5) bei 23°Cmit 40mM NaCl.Da die Fehlerbalken für 100pM und
50pMkleiner sind als die Werte für 250pMwerden diese nicht gezeigt.
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Das Enzym ließ sich so mit einer Konzentration von bis zu 50pM (3.5fmol)
nachweisen und erzeugte bei dieser Konzentration nach 18minein 8.4mal höheres
Signal im Vergleich zum Hintergrund ohne Enzym (hier nicht dargestellt).
Als eines der wenigen kommerziell erhältlichen fluoreszenten Thermolysinsubstrate
wurdeMOCAc (MOCAc-PLGL(Dpa)AR,7-Methoxycoumarin-4-acetyl-Pro-Leu-Gly-
Leu-β-(2,4-dinitrophenylamino)Ala-Arg-amid)eingesetzt, um die Empfindlichkeit
und das Signal/Rausch-Verhältnis zwischen einem fluoreszenten und einem
lumineszenten Substrat (Peptid6) zuvergleichen.Während sich die Anfangs-
geschwindigkeiten der jeweiligen Spaltungbei 3µM Substrat undverschiedenen
Enzymkonzentrationenähneln,zeigte Peptid6 ein sehr vielhöheres Signal/Rausch-
Verhältnisals MOCAc(Abb.48.), was auf die zeitaufgelöste Messtechnik
zurückzuführen ist.
Während das Signal/Rausch-Verhältnis bei Enzymkonzentrationen von 100pM für
Peptid6 18.5 und für MOCAc noch 1.7 betrug, konnte bei 50pM Thermolysin mit
MOCAc kein Signal mehr detektiert werden. Peptid6 zeigte bei diesenniedrigen
Enzymkonzentrationen immer noch ein Signal/Rausch-Verhältnis von 8.4.
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Abb.48.Vergleich der Enzymempfindlichkeit zwischen Peptid6 und MOCAc (3µM) (λex =328nm,
λem =388nm) in 2mM Tris-HCl (pH7.5) bei 23°Cmit40mM NaCl,bei gleicher Detektor-
Spannungvon800V. Das Signal/Rausch-Verhältnis entspricht dem Verhältnis derFluo-
reszenzintensität in An- und Abwesenheit (Hintergrund) des Enzyms nach 18min.

Untersuchungen der Spaltungsraten mit verschiedenen Substratkonzentrationen bei
500pM und 250pM Thermolysin zeigten, dass die Hydrolyse von Peptid6 einer
einfachenMICHAELIS-MENTEN-Kinetik folgte (Abb.49., Einschübe).
Die kinetischen ParameterKm sowie kcat wurden über einLINEWEAVER-BURK-
Diagramm ermittelt (Abb.49.), in welchem die reziproke Umsatzgeschwindigkeit
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1/V gegen die reziproke Substratkonzentration 1/[S] aufgetragenwurde.Km

berechnet sich aus dem Abszissenschnittpunkt der Gerade (-1/Km), währendvmax

über den Schnittpunkt mit der y-Achseerhalten werden kann (1/vmax). kcat entspricht
dem Quotienten aus Maximalgeschwindigkeit undEnzymkonzentration.
So wurde für die Hydrolyse von Peptid6 durch Thermolysin eineMICHAELIS-
MENTEN-KonstanteKm von 4.49±0.6µM, ein Wert fürkcat von 2.60±0.08s-1 sowie
eine katalytische Effizienzkcat/Km von 5.79x105s-1M-1bestimmt.

Abb.49.LINEWEAVER-BURK-DIAGRAMM von Thermolysin 500pM (links) und 250pM (rechts).
Einschub:MICHAELIS-MENTEN-Diagramm. Fluoreszenzanstieg über 18min (V0) mit Substrat-
Konzentrationen (Peptid6) von 0.5µM–12µM, in 2mM Tris-HCl (pH7.5) mit 40mM NaCl
bei 23°C (λex =295nm,λem =617nm Delay Time 0.1ms, Gate Time 1ms, Total
DecayTime0.02s, PMT-Spannung800V).

Mittels MALDI-TOF MS konnte gezeigt werden, dass die Peptid-Substrate trotz
großer organischer Reste von Thermolysin erkannt und selektiv zwischen Glycin(G)
und Phenylalanin(F) gespalten werden.
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3.5DNA-Nachweis auf Basis vonLanthanidionen

3.5.1Stand der Forschung

Der spezifische, empfindliche und zuverlässige Nachweis von Nucleinsäuren ist für
die medizinische Diagnostikundbesonders zur Erkennung von Viren, Bakterien
oder Erbkrankheiten von großem Interesse.Bis in die 1990er Jahre waren
Radioisotope wie32P übliche Marker für Nucleinsäuren. Deren mangelnde Stabilität
und Sicherheitsprobleme führten jedoch zurEntwicklung von Fluoreszenzmarkern.
Ihre Handhabung ist einfacherbei Erhalt der hohen Empfindlichkeit.Umjedochdie
häufig störende Hintergrundfluoreszenzvonbiologischem Material und das
Ausbleichen der Farbstoffe zu umgehen,wurden parallel Nachweisverfahren auf
Basis von Lanthaniden entwickelt, deren langlebige Lumineszenz in zeitaufgelösten
Modi zu einer weiteren Steigerung der Empfindlichkeitführte.
Die meisten dieserDNA-Assays basieren auf der Anbindung derZiel-DNA an einen
festen Träger.DAHLENetal.[132] weisen das gebundene Target durch eine biotinylierte
DNA nach, an die selektiv Streptavidin koppelt, welches nichtlumineszente Eu(III)-
Komplexe trägt. Durch Absenken des pH-Wertes unter 4 dissoziieren dieLanthanid-
ionen in Lösung und können durch einen Sensitizer detektiert werden. Die
Nachweisgrenze liegt hierbei bei 1.9pg derZiel-DNA.Streptavidin kann auch mit
lumineszentenLanthanidkomplexenmarkiert werden[133], wobeiesMATHISetal.[134]

durch den Einsatz eines Kryptandengelang,bis zu2amol Target-DNA
nachzuweisen.Im Jahr2006 setztenMATSUMOTOetal.[135] immobilisierte PNA zur
Hybridisierung von biotinylierter DNA ein, welche auch mit lumineszentem
Streptavidin detektierbar ist.
Neben diesen indirekten NachweismethodenkonntenHURSKAINENetal. über eine
Transaminierung von Cytosinen[132,136] oder den Einsatz vonDiaminohexan-
modifizierten Deoxycytidin Phosphoramiditen[137] Einzelstrang-DNA mehrfach mit
Europiumchelaten markieren und diese fürdie Erkennung immobilisierter
komplementärer DNA verwenden.
Homogene Hybridisierungsnachweise basieren darauf, dass das Signal nur dann
erzeugt oder beeinflusst wird, wenn die markierte Probe mit der Ziel-DNA
hybridisiert.Da eine Immobilisierung oder Abtrennung des Nucleinsäuretargets
nichtmehr nötig ist, bieten sie den Vorteil der einfachenund schnellenHandhabung.
CARDULLOetal.[138]beschreiben drei verschiedene Möglichkeiten, FRET für
Hybridisierungsassayszunutzen. Dabei koppeln sie Fluorescein (Donor) und
Rhodamin(Akzeptor) entweder an komplementäre, oder an sich am Templat
ergänzende Stränge underreichen damit jedochaufgrund des hohen Hintergrund-
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signalsnur geringe Empfindlichkeiten. Um dies zu vermeidenwurdenSysteme auf
der Basis von Lanthanidenentwickelt.
In einem vonWETMURund Mitarbeitern[139]veröffentlichten Patentfungiert ein an
DNA gekoppeltes Terbium(III)-Chelat als Energieakzeptor, während ein Inter-
calationsfarbstoff nach erfolgter Hybridisierung alsSensitizer wirkt.
SELVINetal.[140,141] gelang es 1994, einenEuropiumkomplex als„Pendant
Chromophor“ (Kapitel1.3,Abb.12.) an das 5’-Ende eines DNA-Stranges zu koppeln,
welcher im Falle einer Hybridisierung Energie aufeinen Akzeptorfarbstoff
(Cyanine5)am 5’-Ende des komplementären Stranges überträgt.OSERetal.[142]

verfolgten einen Templatansatz, in welchemSalicylsäure Energie auf einen
Terbium(III)-DTPA-Komplex überträgt (Abb.50.).

Abb.50. Intermolekularer Energietransferam Templat mit Salicylsäure als Sensitizer und einem
Tb-DTPA-Komplex als Akzeptor.

Bei Verwendung einesβ-Diketonats und eines Eu(III)-EDTA-Komplexes nach
obigem Aufbau (Abb.50.) konnten 0.6pM (0.7fmol) DNA nachgewiesen werden.[143]

Neben einfach markierten DNA-Proben entwickelte die Gruppe umK.RAYMOND[144]

zweifachgelabelteProben, in welchendie Emission des Terbium-Sensitizer-
Komplexes(Kapitel1.3,ChromophoricChelate,Abb.12.) durch einen poly-
aromatischen Azofarbstoff (BlackHoleQuencher2) vollständig gelöschtwird. Erst
die Hybridisierung komplementärer DNAermöglicht,bedingt durch die räumliche
Trennung beider Komponenten, dasLumineszieren des Lanthanids. Dies lässt sich
auch durch den Einsatz von Nucleasen erreichen,welchedie DNA-Proben spalten
können.
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3.5.2Einfacher DNA-Nachweis

3.5.2.1Strategie

Aufbauend auf Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit ein DNA-Nachweis verfolgt, welcher basierend auf einer allosterischen
Umwandlung, ein Primärsignal (Ziel-DNA) über eine DNA-Sonde in ein
Metallionensignal umwandeln kann (s.Abb.20.).[94] Während die Sonde dabei
jedoch Metallionen wie Kupfer(II) oder Zink(II) generierte, sollte im Rahmen dieser
Arbeit eine PNA-Sonde entwickelt werden, die das Signal in Lanthanidionen
umwandelt. Die freigesetzten Ionen treffen dann auf einen in der Assaylösung
vorliegenden Sensitizerund bilden lumineszente Komplexe (Abb.51.). Ohne ein
komplementäres DNA-Target in Lösung bildet sich ein PNA-Lanthanidring aus, der
das Ion derart abschirmt, dass eine Energieübertragung ausgehend vom Sensitizer
nicht möglich ist. Da Polyaminocarboxylatewie DOTA und DTPA mit ihren hohen
BindungskonstantengünstigeLiganden für Lanthanide darstellen, wurden ihre
Derivate für diesen Nachweis an beide Enden eines PNA-Einzelstrangs gekoppelt.

Abb.51.Schematischer Aufbau des einfachen Nucleinsäurenachweises aufLanthanidionenbasis.
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Die PNA-Konjugate sollten aufgrundihrer höheren Bindungsaffinität zu DNA eine
verbesserte mismatch-Diskriminierungerzielen, während der Einsatz von
Lanthaniden die Anwendung zeitaufgelöster Messtechniken ermöglicht undso den
Nachweis empfindlicher machen sollte.

3.5.2.2Voruntersuchungen

Umdas Konzept dieses Nachweissystems zu überprüfen, wurdenVorexperimente
durchgeführt, die einen Ringschluss oder eineRingöffnung in Lösungnachahmen.
Es zeigte sich, dass zwei Äquivalente des Liganden DTPA einLanthanidion
(Europium) derart abschirmen, dass keine Energieübertragung von einem Sensitizer
wie DPA, einem relativ schwach koordinierenden Liganden, stattfinden kann
(Abb.52.,links). Liegt nur ein Äquivalent des Liganden vor,ist der Ring also
geöffnet,wird die Koordination desSensitizers an Europium möglich, und ein
lumineszentes Signalentsteht(Abb.52.,rechts). Dies konnte auch fürbinäre
Komplexe aus DOTA und DTPA beobachtet werden.

Abb.52.Simulation eines geschlossenen(links) und geöffneten (rechts)Rings in Lösung mit DPA als
Sensitizer und DTPA als ringbildenden Liganden.Links:(1)10µM Eu(III), 20µM DTPA
(2)30µM DPA.Rechts: (1)10µM Eu(III), 10µM DTPA(2)30µM DPA in10m HEPES-Puffer
(pH7.4) (λex =270nm,Delay Time 0.1ms, Gate Time 1ms, Total Decay Time0.02s, Slit
Width10nm, PMT-Spannung800V).

Zur empfindlicheren Detektion von Europiumionen in Lösung oderim geöffneten
PNA-Ring wurdenTerpyridinbiscarbonsäuren30 und31 als alternative Sensitizer
untersucht. Sie weisen zwei zusätzliche Koordinationsstellen auf und lassen
aufgrund ihres konjugierten aromatischen Systems einen höheren Extinktions-
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koeffizientenund somit eine effizientere Anregung im Vergleich zuDPA erwarten.
Abb.53. zeigt das gemessene Signal im Fluoreszenz- sowie im Phosphoreszenz-
modus,welches bei letzterem erst nach einer Verzögerungszeit von 0.1ms
aufgenommen wird.Durch die sehr empfindlichen Geräteeinstellungen (PMT-
Spannung900V und Schlitzbreite 20nm) ist eine Detektion von 1nM Europium mit
Verbindung30zeitaufgelöstsehr gut möglich.Da sich beide Sensitizer ähnlich
verhalten, werden alle folgenden Untersuchungen beispielhaft nur an Verbindung30
gezeigt.
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Abb.53.(1)Fluoreszenz- und(2)Phosphoreszenzmessung von Verbindung30 (3nM) mit Eu(III)
(1nM) in10mM HEPES-Puffer (pH7.4) (λex =295nm, Delay Time 0.1ms, Gate Time 1ms,
TotalDecayTime0.02s,Slit Width 20nm, PMT-Spannung900V).

Um zu gewährleisten, dass die Komplexe derLiganden30 und31 nicht so stabil
sind, dassdasLanthanidion aus dem geschlossenen Ring extrahiert und das Signal
verfälscht werden kann, wurden dazuauchVoruntersuchungen durchgeführt
(Abb.54.).
Währendder einmal geschlossene Ring nicht durch den Sensitizer zu öffnen ist, wird
Europium(III) durch einen Überschuss DTPAlangsamaus dem Sensitizer-Komplex
entfernt.
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Abb.54.Links: Simulation des geschlossenen(DTPA)2-Rings von30.(1)200nM Eu, 400nM DTPA
(2)600nM Ligand30(3)nach 20min,in 10mM HEPES-Puffer (pH7.4)bei 23°C
(λex =295nm,Delay Time0.1ms, Gate Time 1ms, Total Decay Time 0.02s, SlitWidth 10nm,
PMT-Spannung800V).Rechts:Simulation des Ringschlusses mit DTPA.(1)200nM Eu,
600nMLigand30(2)2µM DTPA (3)nach 20min in 10mM HEPES-Puffer (pH7.4)
(λex =295nm, Delay Time 0.1ms,Gate Time 1ms, Total Decay Time 0.02s, SlitWidth 10nm,
PMT-Spannung800V).
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3.5.2.3Fluoreszenzmessungen

In Analogie zu den Voruntersuchungen mit DTPA und DOTA wurden die
synthetisierten PNA-Konjugate1(DTPA2-Konjugat)und 2(DOTA-DTPA-Konjugat)
zunächst aufihre mögliche Ringbildungmit Europium(III)untersucht. Da PNA3
(DOTA-DTPA-Konjugat mit längerer Sequenz)nicht in ausreichender Menge zur
Verfügung stand um alle Studien durchzuführen, beschränken sich die Unter-
suchungen im Folgenden nur auf die Konjugate1 und/oder2.Abb.55. zeigt die
Fluoreszenzabnahme eines Eu-DPA-Komplexes durch Zugabe eines Überschusses
des jeweiligen Konjugats.Währendzur vollständigen Fluoreszenzlöschung1µM
PNA1 eingesetzt werden müssen(Abb.55.,links),wirdmit PNA2hierfürnur
500nMbenötigt(Abb.55.,rechts).

Abb.55.(1) Fluoreszenz eines Eu-DPA-Komplexes(200nM Eu, 600nM DPA) und Löschung durch
Zugabe von PNA.Links:(2),(3) je500nMPNA1.Rechts:(2)500nMPNA2, in 10mM
HEPES-Puffer(pH7.4) mit750mM NaCl bei 23°C (λex =270nm, Delay Time 0.1ms, Gate
Time 1ms, TotalDecayTime0.02s, PMT-Spannung900V).

Einen weiteren Hinweis auf die Ausbildungvon Ringstrukturen liefertedie
Wechselwirkungder PNA-Konjugatemit DNA. In Anwesenheit von
komplementärer DNA war es möglich, den gebildeten PNA-Europiumring zu öffnen
und die Fluoreszenz des gelöschten Komplexes partiell wiederherzustellen
(Abb.56.,links). Durch die Zugabevon scrambledDNAblieb die Ring-Struktur
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unbeeinflusst und die Fluoreszenzlöschung konnteaufrechterhalten werden
(Abb.56.,rechts).Aufgrund der geringen Länge der PNA-Sequenz (neun Basen) und
des daraus resultierenden niedrigen Schmelzpunktes(~42°C) erfolgteeine Hybridi-
sierung nur durch Inkubation der Reaktionslösung bei 4°C.

Abb.56.(1) Fluoreszenz eines Eu-DPA-Komplexes(2µM Eu, 1µM DPA) und Löschung durch
(2)Zugabe von PNA1(3µM).Links:(3)partielle Öffnung desLanthanidrings inAnwesen-
heit voncDNA (3µM) nach 20min bei 4°CRechts:(3)keineÖffnung durch Zugabevon
scrDNA1 (3µM) in 10mM HEPES-Puffer (pH7.4) mit750mM NaCl bei 23°C
(λex =270nm).

Währenddiese Ergebnisseanfänglichreproduzierbar waren,wurdenach einiger Zeit
jedoch zum einen beobachtet, dass die Fluoreszenzlöschung unter identischen
Bedingungen nicht mehr vollständig ablief, zum anderen, dass das durch DNA
wiederhergestellte Signalinnerhalb weniger Minutenauf denursprünglichenWert
der Löschung sank.Diese Beobachtungen werden im Folgenden mit der Bildung
linearer StrukturensowiederAggregation der PNA-Konjugateinterpretiert, unter
anderem hervorgerufen durch wiederholtes Auftauen und Einfrieren der
Stammlösungen. Um dies näher zu untersuchen, wurden PNA-Konjugate
synthetisiert, die N-terminal mit DTPA (PNA5) oder NTA (PNA6) modifiziert
waren.Während die Fluoreszenz des Eu-DPA-Komplexes in Anwesenheit eines
PNA5/DNA-Hybridsnur minimal anstieg und innerhalb von 30min auf null sank
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(Abb.57.,links),wurde mit PNA6 ein deutlicher Anstieg des Signals erreicht
(Abb.57.,rechts). Dies zeigte, dass DTPA Europium(III) ausreichend stark
koordiniert und sich womöglich lineare Strukturen ausbilden können.Einem
weniger stark koordinierendenLiganden wie NTA scheint dies nicht möglich zu
sein.

Abb.57.Untersuchung der N-terminal modifizierten PNA-Konjugate.Links:(1)PNA5 (1µM),cDNA
mit3Basen Überhang(1µM), 1h bei 4°C inkubiert(2)Eu (200nM), DPA (600nM)
(3)nach 30minRechts:(1)PNA6 (1µM),cDNA mit 3 Basen Überhang(1µM), 1h bei 4°C
inkubiert(2)Eu (200nM), DPA (600nM), in 10mMHEPES-Puffer (pH7.4) mit 750mM NaCl
bei23°C(λex =270nm).

Um die Bildung dieser Strukturen zu verhindern, wurden in einem nächsten Schritt
anstelle von DPA andere Sensitizer eingesetzt, die nur schwer durch DTPA zu
verdrängen sind.So sollte gewährleistet werden, dass diese Sensitizer Europium im
durch DNA geöffneten Ring für die Ausbildung linearer Strukturen an einer Seite
blockieren. Dazu wurde die jeweilige PNA zunächst mit komplementärer DNA bei
4°C eine Stunde inkubiert und anschließend mit Europium(III) versetzt.
Die Zugabe des Sensitizers(Verbindung30) erfolgte erstnach1.5Minuten, da sich in
dieser Zeit die linearen Strukturen noch nicht gebildethatten (Abb.58.,links),das
Konjugat ohne DNAjedochdie Möglichkeit des Ringschlusses hat.Eine Zugabe des
Sensitizers nach6min rief keinen Signalanstieg mit komplementärer DNAmehr
hervor(Abb.58.,rechts).
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Abb.58.Ausbildung „linearer Strukturen“ durch längere Inkubationszeit des PNA1/cDNA-Hybrids
mit Eu(III) Links:(1)500nM PNA1, 1µM cDNA, 1h bei 4°C inkubiert
(2)100nM Eu,1.5min Inkubation bei RT, 100nM Verbindung30Rechts:(1)500nM PNA1,
1µM cDNA, 1h bei 4°C inkubiert(2)100nM Eu,6min Inkubation bei RT, 100nM
Verbindung30 in 10mMHEPES-Puffer (pH7.4) mit 750mM NaClbei 23°C(λex =339nm).

Da trotz dieser Maßnahmeneine Aggregation der PNA und somit Verfälschung des
Signals nicht immer verhindert werden konnte,wurdenzu jedem Experiment 0.05%
TritonX als Detergenz hinzugefügt,diejeweiligePNA/DNA-Reaktionsmischungen
je drei Mal auf 90°C geheizt, abgekühlt (13°C/min) und 40min bei17°Cinkubiert
(Abb.59.). Unter diesen Bedingungen wurde in Anwesenheit von scrambledDNA2
kein Signal detektiert, da der PNA-Europium-Ring gebildet wurde (Abb.59.(1)). Mit
mismatchDNA stieg das Signal nur um einen Faktor 5(2), während die Zugabe von
1µM komplementärer DNA einen 210-fachen Anstieg (3), 500nM komplementärer
DNA einen 91-fachen Anstieg der Fluoreszenz hervorrief (4). Um zusätzlich eine
„Polymerisation“ der Konjugate zu verhindern, wurden komplementäre DNAs mit
sechs Basen Überhang am 5’-Ende(5) sowie drei Basen Überhang an beiden Enden
untersucht (6) und waren bis zu einer Konzentration von 250nM (18pmol)
nachzuweisen.
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