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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1. Aufbau und WSamuBRiNARNA

Die DesouglrebpnsaustelbalDBIA)Tr ager der genetisc
eines der wichtigsten Mol eldialree ri nd bzéeol |l guel ad en
Nucl eowagahi e Zusammesngwi eAuddrau von Rmdadtei nc¢

Mo | el kelin codiert, di e an der Proteinsynthes
St of fwechsel . Dheetdeed nlgino rsa loa detrr DMIA d Ov503n
WATSONUNGRI CKmMi t Hil fe wvon rontgenkristallogr:
auf gekl &et che zuridhAnrdatsme zfweil leedt i paeianand
ver |l auf enEdienzENAStrange eine Dopp&bblpltidkastr ukt
rads eBRenaus hcvhkeiidsaer auf ,abwiee t@ine I nformation g
repliziert wird.

Abbl Auf bau dleirnkbsBldhemat i scRechakat et tiéghgodel |

Ein BENAhzel strang kann al s fadenf or mi ges Bi
wel ches ein Polynucleotid dar st eldetndr eliedes
Untereinhehotdeddry rRBumi di nbeasscex, yr2besemPhmsp hat
gruppe zusammedi-elPdbekygeiumpdres o x yEii rbloesiet UUber
eine Phosphodi est eHybdriocxkyeg rdueptp edé@c hstten Zucke
verkniupft wund rbedateitv sppe tdkddse nnpFhlactck gr at der DN
Di e Nucl eobaglewnkossiinddi sshitho adnrer ClDes oxmnrti bdbem
Gerust verknupft und zeigen aufgruhmhdnieheeseh
Doppel hel i x.

Uber Wasserstoffbrickenbindungen kdédnnen die
Basen des ander en WaveoclRs eB avs arkpeaiar wgbei di ¢



1 Einleitung 2

Pyrimidinbase Adenin ( A) Uber Zwe i Wasser:
Thymin (T) bindet, und die Pyrimidinbase Gua
Purinbase CytosAmb2j C) ausbildet (

H
T N
.0 ;i N
H\N’H/ \\H\ o m
- ~
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¢ 1 ) ° C . w7
N N/) NN P Sy
/ / |
H
A G
Abb2WATsoSRI GRasenpaarung.
I n Armbchidgkei t i hrer Lange, der Sielgruem zUdge b uN
(bei spi el sSwelizsgee hdadm i n der ZRUdleex nvienrnmst c hdiieec
Konf ormati onen an. AmsifeédufwWaTts enownnl@R leaxt
beschriiebedronr B b3, Mit ) eal s recht s g@a.opirgen Hdlnidx
di e Basen nahezu senkrecht zur HO&l Bxac hse

angeordnedi,chwodiee Hel i xnsm rwiketduerr haolllte, 3j.edde Wi
aus zehn BasWahrkkeedtDeNiAt ef G r BiKlorndmat i on stark
hydratisiert%sreelnatmuses K&OWRchtigkeit) und ein
benothiidtdet skaorhAldb3e iMMkswenn die relative Feu
7% absiSnkt . st k o mp afka rem, arhist detewaB Wi h d Brag en
deren Basenphareenkrecht somdeHeal iex av@alssegenei ¢
dri tntuer bei hohen Salbghk ormhentKroatl ioos meatnedliolet der
sagenanndNA dam. Gdgens atlze rzdoietslsemr i e b e niesnt Fsoireme
i nksgamgiegi sen i hre Phosphatgr wppeeknz aicd f Bl mk ¢
AnordnungBi mafderartige Konformation wird vol
angenommehc®equenzen aus alterni eanedndRunr i Rgmn
ent hal ten.

Aufgrund desotgmioiBR@inhs Psynthetischer Ol i gonucl
Therapeuti ka und als mol ekul arbiologi sche Hi
i hre Weiterentwicklung und Erforschung eine
Peptidnucl einsaurenst(MRNA) iwurddeenn 189 8Ha&®bpT Jahr
undNIi ELseEbeschriueabderkonnt enNI 89sERIIN ah § U esteZ
spezi fische eNagcelneziinesnd uprrersenti ert wer den.



1

Einleitung 3
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st elAneanl oOgNaiumedt i rk,a dlear en negatbDesgeyrideos
piheosdi ek g r adur c h e i nNe( -Anmme uetorhagll ey pa Iny a-mi d
ktur .er abei i st di e sekundar e Ami nogr
0s a(rZemi eo h-gl ycmint Egsaur e acyliereinend
e obaalsse SubsAb bduleinftltsn den Vorteilen der F
n der hohen <chemischen und thermi schen
ungsaff-spetcafitudtd gegeniber DNA. I m Fal
chen et nemd P&NIAneEm nBPNAstrang kammdt des a
reRNARMIickgrats nicht zu elektrostatischer
reinander, was sich in einer Erhodéhung de
idisierung vonumeaelh almareldgit €t arekeer ho-ht e Le
r sowovhalv® i @au olwi r d d uPrscehu ddogpse pt iedrried kcdhrt gt
hes die PNAs gegenuber Nucleasen und Prc
ung an DNA erfol gWAaTisoGrREICR&Ss eamga ani u n gleme g
i derc hFtNAang sowohll spapalhladineli an di e Zi
&kemm , die antiparallele Anordnung jedoch
einen PINA/pDINAces ausbil den, Wansodrinc&kn di e
npaarung hybridisiertHoosa®BEBarsktampamr riunty a
vow DNMA i pl igleisAbnbd(r echtksnventi onsgemafl v
Amirmé nus erOleisg o MBAS al s a ghun dvea,l e-der zCGn

mi nus al s &ewnidvea ldeert DzNUAMAdBD4,.6 s plRB N (

b

reinen PNASs handel t es sich um neutr al
i ndungen, deren Wasserl dslichkeit hauf i

Einbau g&6ragemée Lysine verbeldlsert werden mu
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Ei ndAnwendbssnké@ieti scher Nucdles nAratuif fearhsgbh D0 ga un
der Translation)yksnofAn{Bgeenwf | us swenezierder Tr
hohe biologischedbetiabi Fallat dwnocrh® WNeisn modi fi z
Rickgrat geédgdkeadmahrstei ngeschrankte zellul are
den Probl emen i hrer AMwvEndungekwobkbs.ung bi
Weiterhinduwuahedi e Einfidhrung cheiméstcihey asMvow
Transportstrategien u. a. di e Konjugati on n
Mol ekil en wi el®lAdl@mami an zel | ssppeazaniti wichleal tRe z e
I n unserer Ardel a sage ldppédehgn gyemodiimi zi erte PI
Konjubateustell en, deren Aufwarh mzi rdiu(riclh) de reh
gesteigert wkftlden konnt e.
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1. Proteasen

Das Verstandnis fiar den Abl hdéEé bratognakcbaédeBa
die Entwickl ung reebuaerEnMeydmek &tmori & IWleecrhs el r eakt
beteiligt ssiiendu,n ds thehhrdem Reigasl em Makttehpunkt

Ent spredRendvon i hnen katealfyidhgdEitnetnen Raiakyhis on
KI assehPxi doreduk2hsamsfeftapdedr ol as46 na sLeyn,
(5)somer asel)i gaddgnr ol, asdeine hysatkmtywdtiol yti sctk
Spal eandg ungiwer ar,n in Abhéangigkeit dies @Ekpe
Esterasen, (2) lhepasen, u8) (Bhoshe pttieaaaseean
unt ertiaeinler hal b der Peptidasjeem muadler Polsé¢it d et
hy dr ol ys Bée ntangunkEx oE nidoospeerp.t Wahrend Eeppiegti d:
b ndungen am jeweiligen Ende der Pol-ypeéet i dk:
Carboxypepgrdaten) EndopepitndasganePehpatlibdbdi e
Kettahn Abh&mgdgk funkti onelalkgn v@mukpdpmemrte mium
vier Kl assen vuonnt eRPrsathe edemde rweny g & eMent aul nl do
Aspartyl proteasen.

Eine weitere Einteilung der vegeohnetdenecl| &es
erfol gen, j @ c hnkaeciht Ahm!| der drei diime n gdiean all
Ami nosduresequenz des kat al yt dercohrAlamkitnigv edne r Z
kat al awkt solen Gruppen

Thermolysin geQléadan demd Wi\e ebhl t e Enzyme diese
zinkabhangi ge¢i Maed.axaldbepead liisotn UGber dr eianAmi no
das Proteinriuckgrat gebunden, wédhneedhdi bk @e
tetraedrischeneiGeeme Walsslkeivimnbes€@h at akvigrdi.st i ¢
far al let adil nokpm oit keda snekrb i ingbtd MHESXM [ 1] we | ziwes
Koordinati onMestt @lsllielnmard eHa sstt@ g snewah e i X inner
hal b des Motivs fur eine Besleitebi g nAmwien d £& &n
oder As paret adtrrietstte dkioor dd edladriatEmz y tme |ldleem Su b c |
MA( M)an, aufhngiMes“ genannt .
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Wi r d si ewijediomh Thewonmo | g &
Gl ut aensitE ) b e s eZtazhtl d a s Enawm
Subcl an MAWE) zu -Adiemc.in@h'a
hal b rdiSeadelmtsec hei det ma
Fami | i ebne,i wicher meoi § s we0i Ot
Prot eidree -Famhi | i e abhigee h ine i
di eser BrhyYyme nEndp@enpt i d &as
deren Aktivitat -Weerit naenutc
i sMan findJete'u.nsiBeakterien,AbbS_ StruletsurThermol ysin
Ar c h aelas. aBiasc i Itlhiep mot e o Zn=r ot =bCau.

i sol iTehretrenyos { BC. 3. 41 384 . 2dli. ¢ am

besten c har akd ledrrdsoipeerptte d M@ | adhes MAe T en kri
graphische Untersuchlidfihe md 5 leataklewtvigerd kalrlg .
ent hdhter moviCailci emé¢ al®® vom akZeweérum entfern
an bzweri Nahe der En xnyemdiad rbf 134 delixe ibfl @m gebun
(Abb5).lt8Wahrenwei z dard ci emi ohCa2i n einer- Doppce
bi nmgusstell e koB8rAi,bekthdschdC42®rimn Qded eini
der-t € mi nBbomé@na‘*e'Klei nes Chdrcivwiméromn mmt der Kat al
tei lkdnSnjeendoch die tHaermMitEodkkeshns&e iamfilnudsesmre nsi e
die strukturauf eerdhdtliaéigersiod ds Enzym vore Aut opl
schiuiutlz®InDAHLQUI sehall22] gel ang e sl estEionessa tvzo n
1,Pbenanthrolin und EDTMi c hechlsc iflCriee least om&h i v
Thermol ysin zu odmmalht einh,r edaAEkbpra&t ebblygee.
Auf di ese Weissiee kzoemgteen di e theemnkohablbéadgi
i st tarucs s clhilahe B dur ch Chileci wvmieormeei nf | usst
Kristallographische Studien mit versdaehn edene
zuwu Postulziveariummt er scKaeabky s apiligdnen.

Di eAbh6.dargestel |l tdMecHpdi simgsmeunt erschei den
Spaltung der PeptilidddumnmdhngendiAagi inf f eines
Hydr olxords Wwndbiemn e&iomnornmdiicnhitertes Wasser mol ekl
I m HydMexihdani smuse wzirndk kebior dGnupep ¢ e d ®Hc h Au
bil dung einer Wasandusngofzfubreli mleenn Gl ut amatrest
und so deren Nucl eophilie erhoéht. Weiterhin
Carbonyl gruppe des Peptids dn)dasskanalEyteikda
erhoht und die Hyd¥vFPoee ¢Erbhprsthbtedtes Hydr o

Carbonylgruppe sowie die anschlieBRBRende Ubert
rest auf die AmPepfudktfifdhrtdesur Spaltung del
Der alternative Wiercdanviosnmuser Verdrangung

koordinierten Wassers dur ch di e Peptidcarbo
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Angri ff eines Wassermol ekil s, W | dumerst dueth
wi rligsel
i H
RN | 2 |
[ \]/ R /Gl Mg [HGIu]*
A |
HO' RCOONHR' O no o TH
I ~J -
2, zal,, \anl,,,,
His Glu His™ Glu His™ N, Glu
His His His
A
RCOOH
H\ /H
R R N+\ R
H, >/\0—H----Glu ! No-h----Gu
A N
His™~ n'\""Gl“ His™ {IGl“
His His
R'NH,

Abb6.1l, Hydr eeicchani amsa s morgMleichtaen i slraus Pepti dhydr ol yse dur
T hremo | ylg3iln

a [HB]*
\ _H
RO H H
\ RN
c-N \NSR
B 7 R C~on
OH, RCOONHR' o R o
! | |
znt.,, if gl
His”  \'Glu L Gy s 28 Gl
; Hi u Hi N ‘Glu
A His s \His o His
RCOOH
)R\ .
OH
H,0 C|>/ R'NH,
Znl,
His™ N\ (ﬂu

Abb6.2, ReverseoPkéecbani“sadwse imég!l i cher MedbanPemusd
hydr ol ysTehdarumalhyisti nHi st i dilaslal s Base (B).

Dasbeziuglichhydderl yau eephndesequeneg Thepmali §i s
spal tet Pepti dbi ndtuenrgmeinnabans-B8eoint N na(cPh der
Nomenk!| atSuHEcWwT& i rBBHRGEIR’Xb Db7) ) von sperrigen, hy
aromati schen Amiwidesawri enr,e sPtheemy |l.&@Hd8hmi n und Va
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Protease

4% HS: HS: sy HS? HSs |-
H:NH Ps H P2 H P1 j{ PY H Py H P FCOOH
Peptid

Abb7.Ski zaekt i Zemtsrduewm Protease und SpaNomemgklsatudl enaels
SCHECHTER.[ ¥

Ther molwisidh i ndust riuenldl EasltserPBemttihdket ase far d
kumndichen SiUGRBungsmittels Aspartam eingeset
bi otechnol bgpdaestaéspewn fi sche Protease fir di
Peptdfragmenten zur Sequéeh‘2ierung Verwendung.

Al'l gemein spieleemePrwitcehasiegre Rol l e in viele
pat hol ogi schewi @&r beiesipmPalod ved indaeBdtukoagul ati on
demZel | wachstwemnduenrds mgvi e Entzidndungen, Tumo
Met ast asi erHionrgmowmradi s sWalkit e¢andtgrrazel | ul dare Prot
Hydrsl yrofBRer Proteine zkakakyumearn Mual elsie&l esron
Zel |l e auf genomkn@&mn dwaeaend ¢ nu sisnetnr azel | ul ar e Pro
Regudmtdes Met.&*blol i smus

Al l e Enzyneandielri eMdgehdren zu den extrazell ul ¢

bakterierkKwenftH und bauen dort Proteine und
Ernahrungaudhk.get sn al s Schl Gssel faktoren far
verschiedenerauKr, asliOlhesiotbdl nEqitrer @ o c caurs diareicgd n
opportuni stischense | nBfaekkiteiranuertms dwiiveee r d.iefbteunrs gn,i
I nfektion dedaW#Hiac eRigeei Ibeet ei | i gt BRI RroHédmagsg
audHel i cobactuvendi pbyi or mihrodad igaee ur svzaocrGa&st ri ti s,
Magengeschbwidr €halgesa.h@i"fDah@grel tdne Proteasen
M4-Fa mi |biassi er end auf healt pgémntWiedden Ziele
therapeutischen Intervention
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1. 2lmmobilisierung

I n i hrer nat drl ich vor kommendeinni Fgerim nwed are n
Lebensnd Waschmit selieeduskemueh in der -phar ma
chemi schen | ndus*Wanr beeasnognedseertezmh . 1 nt eresse i s
Zahl an Anwemasingreend auf i mmobDile se ebit enerkEn
Vor taerd | ei chteren Handhabdeg Binak aAlatl ryesran won
Produkawies Recyodi dgber @tnabidleist é&ti ngeset zten
Da jedoch ditenEidegesngaamafbi | i si er tferne PEermz, yermsn s o

als auch vom Tm&gae rmhmatme rZiuahbaenemennfshpeisedlesi, e i n
rational esebeei Yyorhedsage der Ei g®ensikdimg t en
Aktivitat ddewsr cBn zlynmeor buanbgn 8 h me n oder ganz au
Grundsatzl ivikrwerdesdhi endeder | mmalielrissihd redreq
Di e Enzey mkd nnemt weder i n natdrliche oder sy
(uPal ysaccehargieddgh)b81) eord unt er eicnha-nbthemu ldtuir
funktionell e Reagenzien (mei stAbGB2a)t aBal deleyd
koval ent en Akbobg p)Budegs (Proteins an einen feste
oder mehrere Aminosédureseitenketten emodiuffi zi
nucl eophil en Angr i f enhi dliy cthowdni lPPdhenol gr upj

beruhen. Die grofBRBe Vielfalt an Kopplungsreal
von bereits funktionalisierten Tragern erl ei
Eine weileckk#Mog der | mmobilisierung stellen
darAbp84) , der en Bindungsstarke zur Matri x
hydrophobe oder i oni sche Wechsel wirkungen |
reagieren sie sehr sangint idverauJdmg\edruanrmgd e rwansg €
Kontrolle der Prozessbedingungen erfordert.
1. 3. 4.

7

/1

Abb8 Verschiedene Mo6glichkeli tlegn Edienrs clhnnuosbittitirshiienrduunngg e n
mol ekul are Que3))ekonwvdlzamiged Kopds ampgt ingles®lAnbi ndu

Bei spiele fiar die industrielle Anwendung i mm
USA, wo fixi-esomesz@lrucmeandl!| uGlgucwesre i n Fru
eingeset,zt odweirr di n Engl and, wo -Aonymlods ¢ i sziuar
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Herstell uAngi nvoogpnend ci | Il i nsdure aus Penilé&l | in
Die wenigsten der bereits ent wucaed eenemnvi e
Il mmobil i ®irendgh g eldeeihn e qguant ptangveunKep mi |

Bedi ngungen undaé¢itbar heihte des aktivierten T
EpoxaktiviertewMat Eup ddigreihge Vorteile zu biet

sich dueichmf ache Kopehungsateaktimand den Bedi
(pHeutral), Stabilitat der gekniupften Bi nd
funktional i si erauwdenTrkiggeenmrcsh adiise hohe Dichte

Gruppeamazymati schieb Mulptioili“mtndti nduwdregt | i ch erh
wer demhne zVWercdmcecerung der Proteinobemftl @che
Br Galkt i wni Erédgzu nf.0°R% en

EuperlCgimtur de zwi schen 1IROAM i an Dadn8@ntbusrnid kel t
besteht aus makropor 6sen Beads +@i5(0m eihreem Dt
gestellt Gber ComNo INyertehydsdgeme omy vaaor yl ami d) ,

met hacryl at, Al Tl yl glyci diytlaa hegnrdiueisde rMeS thrauckrtyt

es sowohl chemi sch, al s auch -Bmeehahi scdn
0-14 stabil und wurde bereits in Verbindung
ei ngede Zur | mmobilisierung des jeweiligen

gepufferter Losung mi t dem f es hé&nbulredatgeire 0|
ver bl eiaktnideewn r @ypipreannsgc h liifeufefnedr zu den entspr
Di ol en hydrolysiert.

Flirdi esen ProzedsGasl smalibtdg@e men zweii ntdgi gen

mechaniwvwomus | mSehsiteh adsorbiert das Enzym
Wechsel wirkungen an den f estuennd TIrha god rg,r uwagdewnr
Oberfl dache deg dRmMdti €«ihres Nidhea upp edhegedxiarcaang we
I m zweiten n8chesi tzunkomucl eophilen Angriff auf
des Eug®%r guothei s€Ch-Nusdai®EBi adungen gebil det

(AbDbo..)

H:N CH:OH— CH-—HN
+ H2S > HaS
HO HO

Abb9. Kopplung eifdsmBEdhzymsschiedenen funkti@mellen Gru
(braun)
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1. B atnh are

Al s L aindteld @ @ Sel éetalkremwer den di e 14 auf L
El e mednetre Or dnubn8g7/slgeahél f ach einschlieBBlich Lan
Name | eitet si ch vloann tdheanp egerni beocrhg esna kseehi rnd g ta bd e

Tat seacRechnung, dagsal isee (Br ddinnemif tee inn awnmdretr
vermi scht vamlkdommdmrund i hrer sehr &khlwiechen
zu isolieren simidel tDemznuf i gel.anDat sZ&c htl ifcihr
di es nidcehnte | Zbus,t das seltedeteTHelti Lmnt hah f a
wi e Brsolmh.r e Anwendungsmodglichkeiten sind s e
zumei st i hre besonderen photophysikalischen
Die groRe Ahnlichkeit ihresauochemi B8ebehzWegh:

450rbi t@#dey, die nmdemedtld egen und v®ahaleg 5.
so abgeschirmt werdenmitdasdhrereUmgebmngi mactl
konnerm. dBiendung&mmplnexen der charakteristis
Kati odnaehnet ekt r ost at i s cweerrd edaddurrel iskiantd,onszahl e
Kompl exgeometrien fast ausschlieBlich durch
Diesnehmen die Pl atze mit kl einster AbstoRBur

haufigsten auftretenden d&Kerorme mat $ iomidizragh & g
hohen Ladudiglasntetidemdhant-8alesansdar, di e Komg
harten B aWWaesns ew ime | eHkylud reonx, i di onen, Carboxyl at ¢
bevorzugen. Il n neutréabeni ggenrd |b@asu rsgnderg @ ¢ iwn d
gel adene Panmergrtoppen wie Carboxylate in der
dasssi e ein Ausf al-Hyedr axeird ds alma (haHijt dde°d n .

Die Abschir momlyi tdaelre 4dfaerchifé uspektroskopi sch
schaften der Lanthani de i n erheblichem Me
Unt erschieden im Vergleich [xiuesd ezne iugrbtea sgiacnhg
anderem der nur geringen iLhgand&ofipddRef spal
wodur ch di e Lageeadiesr ublbraérhgiinmgmegyv vlommg e bung b
strahlungs!l ose Deakt eV aienrafnfgiezpi deermte swsred der
Emi ssion von Lichtmk&Gekenshbeéremu den Ubergal
angeregte Zustande ibe®H 0dary miLti g alred e nUred edb un
wechsel wirken und S0 strahlungsl os deakt.

Lanthaendiabemar akteri seimsséieos s batdld en

Die Energie der "Kdrfkitgwmatsichirendetf Lanthani de
Kombination aus interelektroeBuah8WiecbdselAbist bBung
(S.0O0.) und dem.A)i demsdabmiedl d (L
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| L
SD .
EI S.0. —
4f8 ' *Dy_04
10%cm
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S.0. i — w0t
7
FJ=0—6
AbDblo. Ter mauf s paftkounfgi gdugrfaltdifo n
Obwohl el ektrische DipoluabergéngedezwiPaachariteE
dekAPORTAUSWahlregel yvekbomenesi bei Ubergangsn

unsymmetrische S oldadvée m g wWnagdeurr ¢ h Bedebghen des
Symmet r i e zzeud+td-Uibmesr g & n ggeenn,a msna ieb r onn iUbemapange
Die Extinktionskoef fWer e@iteanh & 68@nidhab e i
nehmeBurch die AbseEhierkmumnog edverrgr#A8er das bei de

Lanttdani strenger und ist der EGQrumdti @msdioef h
mit WemtiesrchelM'®@mAuch di e sBahWee hSpilmwi rkung ¢
schweren MedraHdhtonéen e Wahrscheinlichkeidt SO

mer k| i slo daesbse ndsideauler i hreMi Emi sekomrdahlh mi eg
(A b bll).[6e®5]

800
A i
600
é’f c
?«g g _40.(I — Tb
E Dela o i —Eu
@ ime Fluoreszenz- .
S s abnahme 209
MESSEHN
> 0 T T T T T T T T T 1
Zeit 450 500 550 600 650 700
Wel |l enl &

AbbllLi nlPsinzip der zeitaufgel 6dse:EmiBlsi mmessa gmad ke kwterr a
einer Verzogeesm@rsemrde¢a Sk lginrad auf genommen
RechEmi ssi oensvieng & wmadi r o p.i um
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Auf grund der geringen Exdi ektrie«xn £k oferfrifd ggu regn
Lanthanide nur mi t Eilnees eAInt em@dcltitovhed er Ei nsa

Sensi tdiazer Di eog igminm@& Chr omophor e, die ent wed e
LgandenPoMiyeami noc agretbouxnydleant esi ndar opheodaiht Gder
Uberi gKmordinationsstellen findLHEotpbakder e®

( Chmoop h oGhied aARDI2).(Di e i ndinmrelgtuedgA |l umMatalzlent e
icetn mit Hilfe dm oono@dvwoirsele hAenntf d rgledmaen nt .

Energie-
Lumineszenz transfer
Ln(1) @ Lumineszenz

Energie-
transfer

Anregung

Abbl2Auf bau eines LamthasidRbiempkis€he omopkebate C
Re ¢ hResn d amrt o o p.heg ¥ e

Zu den hnaguefseceg emi Pol yami nocaebBbkghaEDiTdandamwA
DOTAADWDLL 3 ., deren Bindungskonszlabhltieeng einm uBnedr es
kompl exiaenrttheaendinomc htppogegenel | konkurrierend:
C& und® Mgc hnetldusaahen

HOOC — /—\ —COOH

HOOC —~ ,— _,—COOH HOOC ﬂNﬁN ﬁN ,—COOH
N N
HOOC — N—COOH HOOC — { N\—COOH [ ]
COOH N
HOOC — \__/ N—COOH
EDTA DTPA DOTA

Abbl3. Haufig eingesiegamnegdehmant hani dl
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Di e Energi ellzevritsrcdhgeinn gSe naintt ihaemrnedrifood guwi eir

Schr iAbbad) :(

1. Anregung ayGSr udhediz uSt and des organi schen
anger &g thgnm Heutstt .and

2.1 ntetresnrsdCssing (JiSnCguuisestannzd in den angereg:
T-Zust acdhedls Sensitizers

3.l ntramol ekuil etrrean skEfneerr gwndmstTangl| des Tigand
einen angeregten Zustand des Lanthanids

4 .Strahl ender Unheggaegt e mZMett alaldiiothe ssei nen
Grundzustand

1. angeregter

Zustand Triplettdonor
S1 ——— Intersystem Akzeptor
Crossmg (ISC)
intramolekularer
Absorption Energletransfer (ET)
Fluoreszenz __ 5°D
0
AVAVAVAaVaVaves 4 hv
Phosporeszenz
6
—— 3
— > S ¥ —5—
Anregun 3
& Ligand Eu

Abbld Energielbertragungswagthamate @8V tsipZz Ed ¢2huf ) .

Ein effiziiereer s&8éhsie sowohl ei nen hohen Al
auch einen Triplettzustand auf wei sen, der e
Lant hani ds Il i egt . Zudem erhoétht Seolgetdqerdi nger
Tri plet adzide Il nt er sy sEfefm zGreonszs.i nAl s Sensitize

anderem Dilkiesttl®Pryalicg i Biep yir%; diTree pyr?i’élPakyami no
carboxXxytlatCal ilx‘atimmnde Kr y p’Praanidreqné=testtliz t .

Die Energieniveaus der fanf zentralen- | umin
| cke h2awi sasmmgeregten Zustanden und dem Grundz
um nicht Uber strahlungsl ose Prozabddle5.deakt

dargestellt. Zu den | angl ebigsten und daher
gehdéren Europi umm wredchlierlEiner gi el iiclk5dnit von u
bzw.8041t auf wei sen. Dies entspricht Emi ssi on
Spektrums und ermdglicht so Anwendungeéehkr. in

Di e intensivstaagdernrureopist mihengaduwrechzadis c hen
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D und ‘@armen, wobei besondermm 8 eF)Bande
charakteristisch ist. Asi o+ uBmBT esrsmbet eviolni glte
mit der intensivaméDy Badndeiledib bBUrsls) D e

spezielle For mEmndiess Moannd hfa&dufdi g als ,Luminesz

um eine Verwechsl ung Imeint Pdreonz esseshrdessc hFnfleuor e s :
Mol eklidwe ver.hi Zdemem tr agt es der Tatsache

Uber géangee nauzZsu seniam@SDo f Gr Eu) in eirm8FF) Zustar
erlffgerGdgamt bahndr amidmpswlnsi)t weder gFRalnugorwocrz en
Singulaeutft Singulettzustand), noch Phoesaufor es:

Singulettzustah®d*) entspreche

Nd Sm Eu Tb Dy Yb
35+ - 135
— e —
30 — e — 130
—_— = : f—
25 =" —=, mn 425
== a2 ) p—
— _— a2 1
. 20— —— : — T;D T " 20
o 15 == 6 an 415
el == > =
— T a2 — o
w 10 f— — 2 Y A 10
5 152 o 152  mmmm 09 —— &Y 15
T T —p — F,,
0+ 92 —— gy === —— § 152 — 0

AbblL5PartiTet mechemata einiger-lommhne®renteeitbnelrkehiden

Zustande sind durchéoPfeile hervorgehoben.
Der intramol ekul are Energietransfer kann Ube]
me c hani s ntefni n DeeantFORsSTEMe chani smus | i eQit p-odi ne

Wechsel wirkungi @aworGrdiemrdeUber |l appung des Emi s
Donors mit dem Abusnmordas oAkbeseetktit g susntd wiiurrd b e
geringem Abstand zwischefnf iDoiheyteuwnd Akzeptor
BeiDEXTERr ansf er |wekrtdreonn el z wi s ¢ hherno neoipnheorn  Duonndo
einem Akazugset amscht, wobei aus demsm ®dogersgteer
El ektron zum angeregten Zus,jtawdhrdersd AKizre pEDb
aus dem Grundzustand des Akzeptors zum Grun
Vorausset zunei rmébeerrfliarp piusntg der EMNékt ronenwol k
Dergr 6BMeerteill achegrl ebi gen dEmi skaohnleiasngtde i n d
Mgl ichkaut gelziesitte Techni ken anzuwenden, i n
messung eret aamaténeglinchen Pause beginntd und
odeHi ntergrundf |l ucRnesez-emmz hs®wi euung ausgebl er
(Ab b11) .
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Me hr etreempenbhédngiPg®zesse sindiLeamshamidag ¢ on

eizmchr @nk emv eordheirnadb p16) Zum ei nen kodénnen die el
Ni veaus mi t passenden Schwingungsmeden b
wechsel wirkaesns esrnesurahlmun@elakse vk e momn g

(Abbls,l i hks Di e Effizienz dieses PrbBresgiesl ick
zwi schen demn@r Wdedn angeregMenalgusomingd vYers de
Schwingungsenergie des Oszillators abhangig.
umgekehrt proportional zuBes@noRe Gd e | EakcOQgEE
wi e iAmMganden odees shetixbseerrt,ond—H@sziO |l ators bei ¢
weise der Enweirgdbyd uink e(A@On) deeddl onentspricht

zeigen diesen Effekt. NWre t d Ist, ¢ lounnA besr ¢ hZ urhmul nfge
stark koor digrmingreenn d elr & slsit sich di es mi ni mi e
beobachitreen .Deakti vierung kann jedoch auch dul

hergerufen werden. Dabeili ¢ akhentt Chebsr §zeanef eae m
(LMCT) , bei dem ein Eégk®Rinmga laaitst red nceems adigres i
(& auf das Metallion UbertragenmMbbheMid)iteses
Aus diesem ang€usgtand EMECDHI| gt die strahlungs
den Grundzustand des Sensvdri zalrlsemDfi@seEuPorq
von Bedeutung, da es i m(¥éraufedrcthn dz us eTiemr ebri ubm
konfigurdeftienchter zu reduzieren ist. Daher
positiven Normal potentialen bevorzugt.

Auch die Emrerzgizevdisfcthem dem angeregten Triple
und dem angeregten Zustand des Lanthanids ka
beeinflussen. Betragt dise0Wet RBbmmer ersz zwe neii gne
genannt en Ener gi erBlacHBkierdgyana d emn g @auf den $
(AbblGgrecht sDa der angeregt el ohws t i@t sn Tb (I
gl ei chen Bereich wi e vi el e Aryltriplettzust
mechani smus b edsioensdeemm sL abnetiln blae @t e n .

E
A 0%t D, v 3+
P oo V:ZD Sensitizer Eu Sensitizer
— 7 =] ]
201 — _6 (VN VVV VAV VAV 3
— - } LMCT a
4 — — N"’\,\m Tb
15f
3 ,\'LLM r'j: D, )LI'L\’\/\_ 5D4
10f :
0 ML ML
5 =
ol N \ 4 v
g Grundzustand Grundzustand

Abbl6.St rahlungsl ose DeaktivierumgbangéesebeeKopdpsuagdami
(i pbksLWET)twende kBaEnemr gry & feecyh. 28
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Abbl7.zei gt den photochemischen Verl| auf der Le
kq[XH]

Energie-
ker k o) Transfer K7y KT
hv kgr

Sens-Ln —~ > !Sens-In —» 3Sens-Ln Sens-LnE%

Absorption k
hy’ o BET o
Kem q10d Kem

Liganden- Lanthanid-
fluoreszenz lumineszenz

Abbl7Z.Phot ochemi st hdernVY chratmidndel suz el T kt r onent Emmnsseon, Em
qQuencheErnregE€t r anBafcdkn er YA siffer .

Di e Anwendungsmodglichkeiten der Lanthanide
spar samenii’ampecht emittierepld@pDit adedn Flelr MBse)h
bildschir me,-Ldsaesre)r, (oYpAtG sche F&é&erfrn, Ralagemni
und Kontrasumizenel i hre charakteristischen
Eigenschaften

Eine weitere wichtige Anwerkdwmg bveont baamaliyn i
SensoPfeBPabei verdr angkoodedri nAral gt Wdasseh mol e
reveesBbhdondie Lanthanide und erhdéht so die
und i hre LeDbAaurfs ddaiueessre Wei s,e Amiso n edisy darideg leinc h
carbonat, Phosphat odephylsd otl otgi $ ahedqel Kemz e
nachzuwei sen.

Dur ckhl ekt r omckar Thanm sPfeeorz esvweies c hen Ancé mt unc
Si ngaulsettatchealr Lanthani dMahwsclhkeidnilei chkei't ei ne
Cr ossi nngismi min t k o mmt es zur Abnahme i.hres ¢
VASSER.Il°0] | st es s,odige|l Chdwmmendt r ati on i n bic
Medi em me.sASweanh -prHd HFOnsor en auf L aPatshrasni d on
komplnewue den enEwsté&kebtthefulden Pdet oAmiedeurng
Carboxylatliganden und Sdkennhduchagr adisr fKJd @redidrea
| et ztaaurfstdreahl ungsl osend ®s ak4u wtierdisngdes Sens
durch SadhAechtodéfif den quantitativen Naghwei s
sogenannten | mniuinroaPesaysei n&nzyAmet)i gend, Hor mo
wer delmant h anngiedsee t ezit .

Das S 0 genanidyst diibed dd¢iddhiaoclact harFli at ®
ImmunAssawafli980 einer der ersten patentierten
zeitaufgel 6sten Flweolrohdanmanoasasays onel |l en R
assays eDrasheetizt wer o an i Zleannatcrhistt Polcyaarnmh oixoy | a't
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i ganden neam Antge&lumpeenacbmeéerr olgmmemor eakti o
den Ant &dink i qenmen emnmi twierld -Wleerrt peH ni edei gt u
Lanthanide dikésuangeren waelcher sich ein Sen
Lumi ne 2z endg | A bcbh8t) .

s N <o s N,—cqn
HN N, HN—A —

‘“"‘@{ s Enhancement- ™ o

N . N
@ - e amdll HOD -
. co; pH<4 . ~cof
HN-lsN N A N_om
Antigen O < N Vo
—; —@,H

i +[Eu*] (lumi t

nicht fluoreszent [Eu™"] (lumineszent)

Abbl8.Pri nzs p, Died yf § taéohk

Da olmogenmunomsdapn FREfTekt mabemrepr, deni Nort ei
einem Schritt, ohne Wadeir eand n ndé@ir bd. 19.gDeaf blehir t w
k o mmt €es zu einem Energietrankéaet hamwiudkiddiren
einem Akzeptem,omgarsfEsemeinrzu ddmuoreszi ebDan be
die Lebensdauer der Emission des Akzeptors v
Lanthanids abhé&ngig 1ist, kann die eigentlic
wer den, daher nLeRMENtu mmanre s Re eneaeneEn e r ryansf er )
oder adRETTIRRBResolFvedr esResmaneEneefryansfer ) .
DerartigmunoakdmaydmlOoMal empfindlid®e&Malund
schnel laelrdesrei ni el verwedbBdey she Ekdm&®ANosor bent
Asshydnwe iNaemwei sgr enZMo lba.lsfilzu 10

Die besonderen 8sp&ktigrensichmifdeme der Lant hani
Hybridisierungsassays Verwentengi ehascluimgs U
standes si¥bhe lKapitel

e ?
@

AbblL9 Homogener | mmunoagqsfkz dippteacE [LrREQTT um) .
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2 Zielsetzung

Viel e theequd zeli ngeset zte anal yMeirsfcahndreeenn i ed i agh
den einzigartigen photophysikalischen Ei gen
Kompl eRelhaéihmraeaben denSTakre8REnhs und den charakt
schmal en Emi ssimhesmhandiea lbasge Lebensdauer i
Verbindumgi ttmiufng®dMe8stiagdenutdiechesserten Dete
grenzen.

Zi el di eswar Adibei Syndhdsevednawmndaki dénalisier
Peptide wund Pept i(PrNuhAcGilye iems deumrpefni ndl i chen Nac
Met all oendoproteasen wi e Ther mol ysin sowi e
Nachweis von DNA.
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3 Ergebnisse und Diskussi on
3. Liganyreinhlsesen

3.1SyYint hese vohenr2p Yriydiofx&xansaur e

Di e I ntegrabeopnakliiastériricscher Bindungsstell:
Peptiden ero6ffnet di e Méglichkeit, i-hr e St
mol ekul aren EffektoZemBi £ duekigse b ocodlldInoesrteenr.i s c h
SchalwuerrdseTer pyri dgienei ghdgtieoenéluin& Gruppe i n F

C6Car bonséaur el-Homskietrisonandeds aroebhgesbéeatiBysde
einer Liter atywnn \hert % cBhilreir ftroi t di esem Liganden
DNAKonjugate und ihre vermittelte allosteri
durdMet all wondaein unserer Arbeitsgdupmea eesuwi
(Ab b2 0 )41

%/

)

Abb20. Al l osterische Kontroll eDdATrduiydh il dinekdelrung von Ti

4°Chl er,2’ sT@&'r p¥'riiedd gni lemtt er basi scheni nBeediinnegrun
nucl eophil enmSubapgr dludaddodhhk gloax v o n@)aliirees e

wur ddlarr ch Balulraemg der wassrigemi Reaktnieon sAluGshe
von %82l sBRewe Feststoff erhalten.

O

n o KOH, DMSO
G 48, 80°C

Abb2l. Synt hese wvberr Ry 2iyd 6k ¢ 2 & tu 51
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3.1S¥Ynt heeisnéessBtt-géschiubDTzRMAeari vat s

Um al | ostScrhiaslctheer i n &iuwe i efwicld &deeenn Pr i mar si gn
eilmant hani dusmwamallel n konBRera,mi s\soiclatséyrmx hWleat si er
werden,urdifnkzopplung an die f edithpehaseinge biine
Saefunkveémmigen, iwahténddide Metall kompl exi er
Carboxyl atfunkt i onseonl |gteesrch Ut el wtesyeliensnh ge, s et zt
die wdhrend der Festphasensynthese der Nucl e
des AbspalQleingsondeerre vom pol ymeueng3Saager emt f e
wer den kAnmb22)n (

Den Ausgangspunkt f Utre-Bdiit-ggd Sy mid thztsBa rdiR&BPtAs
bil dete Et hanoalmemr :nt, e nvbFahrdisoftu Akt hon zwei f ac
Bromei gstéirbn ey | ed kgl i eritDevrurgleeschitzte Ester w
in Anl ehkFZbLpER®Ai n DMMBPI EMNd PNDi i sopropyl ebtehyl am
0°’C vorgelegt, mi t Et hanol amiinb8hein gsloewiceh e
anschliefRfRend bei Rmairmt Bengb s @inmetxt r alDi et .
erhaltene YewbridmumdgchSdlmi NBr asutc ci niumidd
Triphenyl pthespCh0 nn Di chl lbor onefit)id¥iNa c h s-aul en
chromatographischer Rei ni3giusnogl idewdh ns e h |Viee [be mc
basierend amofli feiilnieteert @2hur,zar s czhwreiifftachgn Al ky
von Glycimgdhgotlelsoei d ei n@9g 8§°étDatz u wewud a@re
Glycinethyl est er hWedrrboicnt®l uamrgitde r mibtaesdisrcdemg eB
umgeset ter bnddmuancgaul enc hr omato g rRep heiirgdpaabh ¢ e n
Um die zur Kopplung an Nucl ei ns &uurneknt i men 6ztui
generjermumsssoderi ng&ftihtydteest er zun elEd thwll t d
schut zgrmwppem hydr ol y( )V er D iumve midtetriNeal tsraoungl e
sowiaenschl i enielnddeerut r al im$ aDoivwéiKati amehauschers
(Pyridiniemfeoramhtdiarbefhoher eAruhsadletueareeskPmnmod @kt
direRtfesgebaseenenoReakweiterverwendet werd:¢
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O'Bu O'Bu
NH i) 02\ 0 ii) 0)\ 0
HO "2 —— iy
HO/\/N\)LOtBu Br/\/N\)]\OtBu
2 3
iii)
OBu O'Bu
o)\ 0 iv) 0

(0]
HO \n/\N /\/N\)LOtBu EtO\n/\N /\/N\)LOfBu

o (0] (0] 0 (0] (0]
BuO J\’N \)LOtBu BuO J\/N \)LOtBu
5 4
i) BrCH,COO'Bu, DIEA, DMF, 30 min 0°C; 12 h RT
ii) NBS, Triphenylphospin, DCM, 1.5 h, 0°C

iii) Glycinethylesterhydrochlorid, Na,CO3, MeCN, 24 h, Riickflu
iv) NaOH, MeOH, 4 h, RT

Abb22. Syntstdheeraur Darstellund von Verbindung

3.1S8htese vdButygeschitzter | milhdédi essi gsau

Um | minodi essi gsnduucrleei as a PPreeprt i € opwwed chee izru k 6
Deri vat syntheti dnbinhdudgsan die fesibphasen:
eine freie Sa&urafgunktwdohnmre ndd ed Met al | kempl exi
gesehenen Car boaxaysleBtuft wl st efrémn zt war en

Dazu woadRZELDEIR®di e Ami nofunktion des Glycine
zwei fach mi t Breevnia 3 ieg didcunutea | kWelr b6 sduhgn
chromatogragphinDaghauwfe fdididggtreo!| vy £d h ¢ Efeusntketri o n
vore mitat Non| awgéeiine mil de NeubDoeKiagateinem mi
autsauscher i n Pyerrirdeinci hitm&wu red ehlarmhit reacncki es7si gs au
wur dezur Ver kniopfunglemimninude mfgetugnidairs e P N A
eingesetzt.
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(0) (0)

i) BuO J\ (o} ii) BuO JH 0

(0]
HN \)J\O/\ - = N\)LO/\ - N\)J\OH

HCl x tBuom)

(0] (o)
6 7

i) BrCH,COO'Bu, DIEA, 60 h, RT
i) NaOH, MeOH, 4 h, RT

Abb23. Syntsltdheewau Dar st el l ung Yon Verbindung

3.1Syvint hveoshe-s Ubsti tdPrReneint ernpyri dine

Aufgriumdgeri ngen Extinkkdmmamblkahi deedt eakt
Laseodiendirekt ei hesli bfgani sche8eChiatoigpeegre)gt s
wer delnm HRmen di eser Arbeit soll ten Sensitiz
Lant hiamnelkompl exi er en und gl eichzeitig di e
Kopplung mit BiomolneadéenNwckePeldewuwrnden et el
TerpyrisdiQreunaltgedgiensaanten , Chromophorli,c3 Chel
A b bl2) g e wa hzlutr Er hdhung ddeers ASbesnoarnpttiizoenms t eir
effizienteren Bevdl kerung des angwurdem®n Z
zunadcehstteyrlpyri di ndent hatdesear opti sche Ei gensc«
el ektronenzi eheondédektNiamerf Mebh-phyd@ppen variie
wer deml I t en.

4°'-Mét hyl phenyl8 lamprytre dm ac hWaaicGeneellr’°vesic hr i ebene
ei nst HaNtTgeoH®PNY r i Yintiisese er haAl @) Dieer d@emnden
22Acet yl pyuingHiTo !l yl al dehyd zuKalmimemhy thruthxdi d
Ammoni umhydirmxEtdhanoht Ulbeir Raumt e mpuersdateur ger
mittlere Pyridi Nachdmkaufsgedduts.ati on des dal
Ni edelrasgesh kdo(ne tehy | p-Be BFit®'r py@ikdiimt @ar hiaht en
wer den.

0 (0]

) N + u KOH, NH,OH ,EtOH
| P 12h, RT

Abb24 Syntsitdheenaur Darstellun@ von Verbindung
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Da d&iyemt hese sdidbsstmittui @rt en RbheWanNlcd telrplpnur di ns
einen geringen Umseatnz deiegtsd uf wgsbkmSg,utkeeige wé
der Iim ers2ertSdcpryirti ODRMOLEWA NeR el tLi98dmi t Jod
und Pyumglénet zt wund nach Umkristallisation d
Verbindemdpal ten wurde.

I m zweit erneaSgcih&xciegtety | pyr i dCLAl siSsHvMe bTRera kt i on mi
4Ni trobenzaldehyd zum kolOr e NmaaeidilUmkernidsetnal En @
Et hamwaoalr diem | et zt evier®d midiumtgver bi ndubegr ei ne
M cHAsAddohbhi und ansc hRiineglsecehd kutgzisomg &l n s ;mht e
44"-Ni"tropfenry kt)e'r p@itdinn hohen Ausbelddlen umge

¢S
+
NS + IN\ I % N AN
- P Sh,RickfluB | J 1
9

0 0
3h, 0°C - |
— 0N Z

10 NO,

0 @ o)
N I\I Ny n | N | CH;COONH, ,McOH
| _ I _ 24h,RT

NO,

9 10

Abb25 Syntsltdheenaur Darstellundlvon Verbindung
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3. 1S¥nt heeisneddssot hi-aktyiama®det eyl padepy-t i di n
bi sami no-mettbg-Eat opi umkeanp !l e X

Ausgehend 4 (ventyH phgx,yd’' -t 6t By () davium d &€ n einer
achtufigedi fi ziSegmttenrdes,e®'i-[Bl, Wi-(skr boxymet hyl ) ami
met h-4-(dnet hyjilsot hi ocyamRagt2@ ptéggEnryil Bund p( uiml )
2Dsynt hettis Mielr teektsi vi Amit eof usakltli toe®i ostool ek Gl e
UbeAusbil dung ei nes T hmarhlkairemrdt fodf rf dereii ¥ atud g e
Messungadéhani dl umiugéasgggmacchht wer den.

I m er st emurScehrvVam@ ibnd Raumt emper at umCiPlBAr Nac
oxi diemd dgebi | detNBi oxti2d dur ch Umkristallis.
Acetonitril/ Methafo.Dawon n auwvwscteaheandiher koainnh e
modi fi ReilesdRaNnzBReakti on mit Tr i me tehnyzlosyillcyhllcoyrain
Ver bi nlBunnagc h Umkristallisation des wei Ben )
erhalten(i wepiRleednukvo@fni t 3BiHh Tet r al{BMrTaHFYr an
l'ieferte das k o BiAens o (h 8l iDei reesmedse daeh n e weitere
Aufreinauguneg nf Ghrung der Carboxyl atgfeunilstti on
ver wenDaezu w¥edé&i nldumn g Bromeastshyglsédstrer und I
Uber Nanc he iuncelreop hi | en uSwgbesst@gipfzuunidonver b5 ndung
nach sdcdAhurlemat ogr aphinsicgiuengl Aef it e

Uber aromatische Nitrierung und anschllildf®end
die zur KopplungedevatTerpyr i Bdiomadl ekil e benodt
eingef whar.dveerr bi ndbwug de dahekonzentrierter Scl
ge$s® und durch Zugabe r aunc BeOmsdari o3(a)lniNehtc dnresr & u
erfolgter NeutraliskhonmowtVee ubdibbdEwen d a kvtee @ @ n
wel che im nadchatenei Bemmr iEBtthanari t geZlighsnt( 1 Ujpdh
reduziveurfdle Zur Kompl exuinedr uBgt f@s numg L&sung I
findlich(elnl )Zi(n vy wur de di ew aRsesarKetlDi Eehndssl ubnsgu n g
versetzt ulwdn®clhh Seikmere aus der wassr.Dgen LGOS
in Ver blimesrcdgr Ut zt en Cariboomesnadumniretf uaeikn e r Mi s ch
aus Et, haWad seKaluinudmhy dr oXtiudn dheyinderrol yandr tdi e
gebil dekabensaur e dur ch Aln s a u & gwif idnidtc hdH elRend
konre der Ni él8ler ebhéagwei tere AufEw®en omp-igwm g
konpl| & Gber fidhr,wolweirdench dieser in einer wa:
c hl obrsiudnlg bei -Weirnten wikkchen 6Stunrddie/inérndgdh 1. 5
Zur Abtrennung von Uberschissigem Europi um(
Reaktionsl|l 6smng Nandomé$ BugebraadhtHabfiltrier
Filtrat wurMiel aiuffi eeémi giengeengt und mit kalt:
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dabei gebil dete wei Be Ni edernmspceh |daags zcehiagtaek tuenr
rote Leuchten-Sasrn t-Eammwlpémenei nem | et zten Reak
sotld die wunreaktived-PRmenpgiQupme Hdedbl i ck auf
Kopp!l umigt Bi omohekdialsenreaktciyaeaée¢ RRdcme afi ibhr t

werddm.zu wuVYedebi MOdumdcei n&@ssrmw gen Lésung aus

hydrogencarbonat wmge sletidatphiogiaseshhase mehr mal ¢
E x tkrtoan mi t Chl oroformThoaphaoesgduncdhednn ei weni ¢
Mi |l erl et ngeengt 20RasnPeodlbkt wei BerAus fedlelresnc h
mi t kaltem Aceton erhal aenedwd rcchebre n U adldlesz ei ¢
charaktgei BEumineszenz.
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7 “
| XN X | X N X
_N N~ N N~
CN CN
8 12 13
liii),iv)

7 ) )
COzEt CO,Et CO,Et
CO,Et CO,Et CO,Et

15

viii)

N N N N N N
7 7 ) DI b 0
COOH COOH CO0~ CO0 COO C0O0
COOH COOH CO0~ C00~ CO0~ COO~
18 19 20

i) m-CPBA,DCM, 12 h, RT ii) Trimethylsilylcyanid, Benzoylchlorid, DCM, 12 h, RT
ifi) BHj;, THF, 12 h, RT iv) BrCH,CH,COOEt, DIEA, MeCN, 12 h, Riickfluss
v) H,S04, HNOj3, 2 h, 0°C vi) SnCl,, EtOH, 4 h, Riickfluss
vii) KOH, H,0, EtOH, 4 h, RT viii) EuCls, H,0, 1.5 h, RT

ix) CSClp, NaHCO;3, H,0, CHCl3, 1.5 h, RT

Abb26. Syntsitdheenaur Darstell un@Ovon Verbindung



3 Ergednimsd Diskussion 28

3.1S¥nt hesdeast hi ocackytainvailNe rt treo pthempyy-r i di n
bi samendtydtcae-Eat opi umkeanp !l e X

Al t er natView bizmn2dLwugr d enac h identischemunSdynt he:c
bekannter [7Blietienr atRthremyy ri di ndgnt hati siert,
4°Phenyl ring neberyvaamtkér ohz ktehtn®el Selhetni tuent e
auf wei st. Hide(r4iet r odpi{&enhtyebt)e,p?d'r’(1dli nal s Ausgang
verbinDuege wurcdhdesinz urkr-@PBA ANy rmDi oxXildo xi @) ert
undar aufriitn Tr il meétclyyinsid -Dinn ikkrilirde@ @ @Durtch
Reduktmiotn(iBHndans celdieer B nucl eophi(l)ere rShudlstt i maur
nach saul enchr omaftroegirnahMghu bsgecnideun(ddghe e s biemt e
Ver gl ei ch zldad %W3gtegreanthibieire s ersd Wwr Bbdakt mi t

Zi nnc(hilloj)i din se(2% Amgresewezltches ohnei mufrei
nachsten Schritt b a s i(vs) cDhe Ehuyr dbrpad luymski2¥entbtdb ew t e d e
anal o@ bzaiusder Tetr a@6ardoln@sdgitu uaadschl i enBé nd
Thi ogleos akmimi vi er BBaamg A migt )2 .4
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NO,
=z
o
| NN
=N N ~
11 21
NH, ) NO,
. vi) V)
~ ] ] =]
I\\N X I\\N B I\\N X
N N _N N~ N N~
N N
1 1 ) b b
COOH COOH CO,Et CO,Et CO,Et CO,Et
COOH COOH CO,Et CO,Et CO,Et CO,Et
26 25 24
vii)

NCS

i) m-CPBA,DCM, 12h, RT

ii) Trimethylsilylcyanid, Benzoylchlorid,
DCM, 12 h, RT

iii) BHj, THF, 12 h, RT

iv) BrCH,CH,COOEt, DIEA, MeCN, 12 h,
Riickfluss

v) SnCl,, EtOH, 4 h, Riickfluss

vi) KOH, H,0, EtOH, 4 h, RT

vii) EuCl;, H,O, 1.5 h, RT

viii) CSCly, NaHCO3, H,0, CHCl3, 1.5 h, RT

viii)

COo0~ COO0 "~

CO0~ COO0~
27

Abb27. Syntsitdheenaur Darstellun@8von Verbindung
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3. 1Synt heeisnee s Tarkita zviiMertthegyd phenyl-ter pyri din
bi sami no-mettbg-Eat opi umkompl exes

Zur Steigerung denr Rmiakd i wm k it on d edveimd e n
| sot hi ocyanfpatudgriheatd vonl%aeucbhasddimgioa »it m

der itx@asynthetisiert.

I n Anl ehnung an eine MyurkKkAiLed BEAV2owus adler idfatz un aecit
Natracoendauhg4( PMHJ 16 -Bi-[Bl, Hi-(scar boxy menmey Ih-yam

4-( 4net Kyalmi poeny | 32:xt'@'rpyri di n} HiOr mipte umé¢ i-1 ISu s
pension dus$chBl,dr,66 azin in ®Waee@xnmicsethonv/er set
und amh Fal l ung des &IPromu lAYertbmmn@® um g ei ner
Ausbeut3e8 veornh.al t en

Trichlortriazin
30 min, RT

Abb28.Synt hes edecrh eTraika 2 ivi veo nu n\geu mgo.n d
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3.1S8nt hesePheomy l4t er pyri dinbi scarbonsaurer

Da di e Gbilnn chésung ei nge,s emizet e@h e3 dndsaintsiazuerre
2 -Bi spi colniundsréadiacer di nati ons st eldaehnerauewsd igseern
Kompl exe bnd dieetairauesirrei chendel Ameirerg uvhegr shdid rt I
eingesetzt we,rdesml Intlesns enbéenseitnerer hdher en z
Koor di nsateil d nesn synt heDi i ejra&wew il d) eerfl3, 22)
wurden daWet ehnulogEesawmll 103 APiSlt konzent-riuedt er
EssigsabreBi6sé6ar b®des a w308 ¢ (ber(ARibR)t..

R R

HCI, CH3;COOH
16h, Riickfluss

\J

13 R=CH;, 30 R=CH;
22 R=NO, 31 R=NO,

Abb29.Synt heses dHlyalma Hdesrelbi, r6i’ t18,22) e (
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3.1U®ersicht der synthetisierten Verbindu

/ o) OBu OBu
_N N HO 0'Bu Bt ™~ 0'Bu
1 2 3
O'Bu O'Bu 0
o 0 ° Q tBuO)H 0
EtO\n/\N AN o, Ho YN ~N \)LotBu N \)J\O ~

o NO,

8 Ri=CH; R,=H 12 Ry=CH; Ry,=H 13 Rj=CH; R;=H
11 R]=N02 R2=H 21 R1=N02 R;=H 22 R1=N02 Ry=H
R1 R1 R]

N N N j N W
CO,Et ( CO,Et ( CO,Et CO,Et
CO,Et CO,Et CO,Et CO,Et
14 Ry=CH; R,=H 15 Ry=CH; R,=H 16 R;=CH; R;=NO,

23 R;=NO, R;=H 24 R;=NO, R,=H 25 R;=NH, R,=H
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R R

N N N

( CO,Et ( ?JOzEt ( ?DOOH ( ?JOOH

CO,Et CO,Et COOH COOH

18 R1=CH3 R2=NH2
26 R1=NH2 R2=H

17 R] = CH3 R2 = NH2

(N
COO0~ CO0 ™

20 R] = CH3 R2 =SCN 29
28 R] =SCN R2=H

NO,

31

Abb 30 Ubersicht der

Co0~ CoO0~

19 R1=CH3 R2=NH2
27 R1=NH2 R2=H

30

synt hdt3lsi erten Verbindungen
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3.3ynthese -Kem] PNt e

3.2Syint hese uwnodh eNEmi nal mo d i fKioznij eurgtag re nP N A

Um PNA sowo-hladaohTNeQ@ mi nus mit verschiedenen
modi fizieren, musste die freie 9SAmMi mogr vepmen
geschit zteaws tLegsisn nbmgesazu werdleni m dmset en £
Losung aus Piperidin/ DMF -Flzuwermy Alnstplad xyagr bde
schutzgruppge dEemo Fest Rha®pa veRiweaRdet we( che
anschlieBend- mhd-AINmplcoxycar bgegl hia(tAltleont ) Ly ¢
reagi@igirt eZur Aktivierung der Ami nocarbonsau
IHydr elxHp enz atod vuad das Ur oni unafsBaelnzz o HBFYPz o |
N, N, Mt et r amet hynwlexmadhiuwmo pehionsgpehsaett z t . Durch A
der FQwcohcut zgruppe des gekoppelten Lysins kol
erhalten(i weraddndeBNAt heseandaacrhdfStpt phakehl en
am Syntheseautomat en (vdjur chhag eR dipgstratudrnewrcr [ deai fng r u n
i hres neutral en Ruckgrats nur mafBig wasser
zusat zlysihrebauseiengef Ghi)t. wkRirelemei &duenre Nuc |
synt hese entschiutzte Aminogruppe wurde anschl
Substit(®e moen f(Viyid-eMet hyl carbohsharcahept @an?
tetr aaemttyll e@eebi ng yln,g4 -T7retlrlfaadadyedlack ,r-4 s
(terbtut yl alcletat ) naond (dQ Frdho n-NH St r-ftesrBtut y |l ester ) )

wi ¢ [(4Di meltdami no) p hteeenryd d esudmyarien oy |  DIABFS EN .

Wahr ednads DDeAiS atber eine HBTU/ HOBT aktiviert e
dem-tNrminal ede EnkddMAl ugats verkniuapfbDOTwWATr de,
mon-NHS r-ftesrBiut yl esndr DABEYLN Form i hres Aktiv
Einsatz der Aktivierungsreagenzi en, ver wende
Cterminal en Endes mo d i(i fxi, z i vew ezhu n A2 h sktdé-n ol & @ /
Schutzgruppe mit pTeotsrpahkiins)(ptarlilpgigenuym d( Ha ( PR ny
phosphin alvgisipa@lutrerKopplesncghikeadneenne S f)stitue
wi d( Met hyl carboh,shacahept @n? ateledyty le s(Venr

bi ndBngsodvere aktivierte EQrzap uBEmknosnapt|lzbkaxs Wa hr e
DTP-®er i5 ami t HOBT/ HBTU aktivi a@rite vwwrpdd,ungusg
|l sot hiocyanaOkampliexds werdenganmgn ddee €etsehadg ein
[6sungsmiwit BMF, NMP, DMS O uunnlddé sMeDtahhaenroslivur de e
zunéachst zusammen mit Suseenwiadcrsr ( ¢flex-acCdad ABl
ammoni umbd)ombi s zur Trocke@GEARI hhagieedimeqts,i dwo b
ei ngeswurzddem di e AuKomapimexels®es gani sche Lo6sung
er hdohers.cerbhearl t e n ewaFreasutfs tdoifefs e Webissl el odMinr dDeM F



3 Er ged nd rsd

Di

skussion

35

zur Modi fi ziRNdarnfgolwarei c.h
modi fizierten PNAs
abgespalten wund

wur den

entschiiutzt

lemnbesetehn

mi tGt) el sDuHRIhC dg er esianuir getn
gl ei cte eBeuittyilgestdeeschut zgruppen
wobeeii nediresRermaknt | b®tBzmede o lviosnt awmide r

erfelgt
NH(ALII NH(AIl
NH(Fmoc) NH, (Alloc) (Alloc) ) NH(ATloc)
§ () 6 (i) (i), (iv), (v), (vi) (vii)
Q ; .,
(Fmoc)HN H,N -PNAP&_$§_N -N-PNAPG_ _g
0 lo]
HN HN HN
o S o
R? R?
. \
NH NH (i) Piperidin, DMF
(viii), (ix) ® @ii) Fmoc-Lys-Alloc, HOBT, HBTU, DIEA
> (iii) Capping Solution
H (iv) Piperidin, DMF
-N-PNAFE— —E —g_pNA_Z_E (v) Automatisierte Lys-Kopplung
0 [¢) (vi) PNA-Synthese
HN HN (vif) R'-Kopplung
(viii) PA(PPhy)4, PPhs, [Et;NH,]* THCO,]
(ix) RZKopplung
(x) TFA, m-Cresol
% — = —(yslys)—
HOOC —_ /—/\ ~COOH
_ [N N]
O
COOH O N N
Lo )~/ —coon
N COOH <!
=R2= H =
COOH COOH N
N .
. ~"N_cooH N">COOH N”
R2 =
)Ol\/N cooH ©
~\
] N._COOH N
PNA 1 PNA 2 PNA 4
PNA3

AbDb3LAI |l gemei nes

Synt heusneds e mmaabomo@€i-Kormj egatcaenPNA

Schri
MmMCr eTsralf | (dr d3FKe ots @ huadssdr
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3.2S¥Ynt heset eeromi mNa l mo d i fKiozij eurgtag re nP N A

Di e amerNmimadi fi zierten Peptidnucleinséauren |
einstufige Amisyknapheltumsi er t -Swenrtdheens.e Dnine SP/NA |
aut omat en mac¢lml gbeandar df es(,ipih hsckinrpe lott o kah |
kommer zi el erhal tl,jchwednhrdéimed t ¢ erweTiBlaigserei ne
anschlieBend dur cnhi pAnuindgb i anhdeudragsnktler Nucl ei ns
gekoppwlit devnDi eReakti on nwi, Y e rObTi Pn&) u isgo wi e NTA
(R"Verbinenpoligeéere die Ak¢éagémziummgs HOBT/ HBE U,
Kopplung des aktiviert2e):) Bus ®pé uzkrespeHh setx emi t
Hie f von CTAB iIn6dsdiichBBMF Sal z Uberfdhrt wer d-
wurden diKenPNfgate mimCreenelr MIFAdhung von de]

gespaWV)temnd mittels HPLC gereinigt. Durch di
wur den gl ei cth eBeuittyilgestdeeschut zgruppen der P«
entschuiutzt, wolbecii  ediireesr nRiera k tSitoumnsdzeenil tl s¥ @ m d v ¢

erfolgte.

NH(Boc) NH(Boc) NH,
WH(Emoo) o i H i H H H H
5 06 G HNFPNATENL —™ —N-PNAPG—§—N . i —N—PNA—%—N .
I{[\é a
(i) Piperidin, DMF
COOH 0] (ii) Automatisierte Lys-Kopplung
= NTCOOH = HOJH o (ili) PNA-Synthese
N @)
)K/N rCQOH Ho\n) g (v) TFA, m-Cresol
R ~" N._COoH o
- = —am-
PNA S PNA 6 PNA 7

Abb32 Al Il gemgymielsesestcdqhrerman &l modi-Konmnzji egatee PNA
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3.2S¥Bnt hese wyoni BHQ@RMNAKo&n ugat en

Mi t der Synt hese di eser Konjugat e soll ten
Lant hanidi onen auf gebNaaucth wienids felirn gdeesne tlZzNA wer d
Hi eravwur de eine kommerziell erhéalethobkogiess

ver wendleetn, & eTr ager ber ed-Ansi niolge m p pl e-Feneoicn e s a
geschiotzten LyGQGuennsc hmerEkiipd@eemch)ermodi fi zi ert
Um eine freie Aminof-Siynrkktthesne fziu an lea lPtNeAn , wu
einer Piperidin/ DMHKR)LwasudigeSgmtihaels &t mtad &r d

festphasenpmmot®8kmtt heseaut oma(i,emi dNackhgeeriufhorlte
PNASynt heseKkmml2dg) b28wk) an dEarmi nus der PN
gekoppelt werden, wobei CTAB zur LVMNgahdsenmei an
DMF verwendet wewden mmusdtzgd en Schritt wur de
PNASs mi t Trif mCoreesodi g(sdd:ulr)e/ von sdpearl t E@s tupnhda

mittels HPLC gereinigt. Obwohl di e sauren
Protoniedusgchh daraus ergebende DKempkeaebon
zur Folge haben miussten, wu rBEien dmdgl ihciheerr nGr

sind die wenig protischen Bedi ngouhnngee ne xdteerr n;
Zugabworf®uropi um war edize dlewsmi KiemsmEl exes messba
dur ch Titration wei teeurf zeuSA&t eiggegn, dewasgek:
Sensitizers mit Lanthanid schlieBen | &sst.

N
( 4 H
Fmoo \EJ;(NWWO (), i), i) H,N ~PNAPG_
o

( 4NHH ) o
N @ e N pNare %E NN N
H ] H ¢

(@ Piperidin, DMF

(ii) Automatisierte Lys-Kopplung
(iii) PNA-Synthese

(iv) R*, DIEA, DMF

(v) TFA, m-Cresol

—Z— = —(LysLysLysLys) —

AbDb33Al Il gemeymiebBesescimeomda f BHQ ek d rejr u.PaNtAe
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3. 2CHarakteri sliuvemuwrzge mINAKONj ugat e

Um zu gewahr ldeies tsepne,k tdraosssk opi sedenV &€l lpdeOmnd ¢ h @ f
un@durch die a&KnopBil amglihe lkkcihlt e ne gatcihuv irigée iwret

wurde PNA g€ eNmi nal es, monosubstittheite rsdi es t Ka
unt er sTurccttz saurer Abswar t bedimigpimceh® NA g e

kopel Eemopi umkozmp liescondereln zei t autf geH risk ea e
Spektrofl marcihmeatwedfbsbddnl i h DI e unter den angec
Bedi ngungen bbestnbshmuer LI ag i ms@Bémb3djrcehcheesn 1
undzei gt e, dass di e Konjugati on von Bi omol €
Eigenschaften dieser Liganden nicht verander:

1000 1000

80 80 |
c c T
_ 60 — _ 60 —
- 40 —2 — 40 w2
()] (] |
20 S 20

0 0

560 610 660 0 5 10

Wel |l enl & Zeit

Abb34Li nkmi:ssi onssdpl-ker mmamal PKApgel t en 2l0migta nAAINAN
(2M)in MMHEPERUff é H.AYFIl uoreszenzfboaduph ozte2daie n
Aex=2 915 m, Del a®y O0dsilm Gate mSi meTDktahynle 62 PMT
Spann80W) Rec hDaszgee hdér i ge LebensdaBNAmMenst&=d nngs . von
(MBer echnet(enokKwrew e o O RAwtfigeel nl o) mMireesnsep uA k269 b mT ot al
De aTli nbe.l6) .

Di emi t einem Quencheéeantunadni d k menphi &€ k PINAr t en

Konjugat& nBNAb b33 wurden mit dem Zi el synthe
Mol eculBeaacons auasilsanzuh abihddd nded PaNUAf gr und dei
hydr ophaokeenms cthiaften der PNAI|IQoevn @eh @ress tBrl amtck z
zusat zLyshpabauwmdtceitn Iwiasslsiecch walri,e wwrsde chkeit
PNAdurch Einfdhr uvamiy wdoime Sanussgtebs ntel i ch .ver bes
Obwohl das Absorpsi B@emehttrsmdeéen Emi ssi onss
Europi umkeompélex &ahnlich i st, konnt e keine i
Emi ssion festgestellt wer den. Di essSdgueegnz an
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(neun Basedwur ch di e ei ne raumliche Amnahdeesu:t
Liganden erschwert wird. DaPN®gychd hlesdi eaubgt c
mangel nder Qualitat der kommer zi el | erhaltl
| @ngererze®eqgeurec hwdrdtam durch Zugabe wvon k om
DNA keimiefiskadttei gerung des Isumiuere 5 ¢ waadre,n S
wur cle ese Str at eNgpich wke ste@EAhi € h G/Aeerifcohlegst .gal t

far da<KoPRPN&gmitt DABCYQuancliessen Seq@uwermzl| adnc
keine ausreielkemdd olswcehRumg z ul i

3.2UBersicht der syiKtomgtuigaaiteert en PNA

C- und edmi nal mo «Kiofnij azrigeart tee P NA

COOH
HN’\COOH
Q COOH
HNJ\’N\/\NKVCOOH
A~ H H
HOoOC N N—PNA — %—N
N 08 = —
HOOC J N/\g/ HN o % = —(LysLys)
HOOC N
cooH
P N AL N-TCAAACTAC
COOH
N "COOH
0 COOH
HOOC ~ /— ~COOH HN )j\'N\/\IngOOH
C Y,
HOOC — -
HN —PNA — %—N
o)
HN
PN A2 N-TCA CAA-CTA

P NA3 N-CTACCOCATHRACAC
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PNAM

N-t er mi

P N A5

P N A6

HN —PNA —

:N‘O_I‘I\\N _@_{0 g .

LN

N-TCACAACTAC

nal mo&kohjuagaetréee PNA

NH,
H H —— =—(1ys) —
HOOC TN - —5— %
HOOC \/\NYN FIA § N o]
HN
HOOC _N

COOH

N-TCACAACTAC

NH,

0
“) 4
N H
HO 11) E—PNA—%—N o

0

HoN

N-TCACAACTAC
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NH;

P N A/ N-TCACAACTAC

BHE@P NAKonjugate

P N A3 N-TCACAACTAC

P N A9 N-TCACAACTAC

—g— =—(LysLys) —

—%— = —(LysLysLysLys) —
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3.%ynthedfepdedkonjugate

3. 3Synt hveosne -Be rsp y rPiedbitn dkomj ugat e

AusgehenwWaneRes® wurden Peptide synthetiadisert,

auch amerMi nus mit dem Temaodyirfiidz inedretr i vian d . D
zum einen auf i hre kinetische und thermody
Ubergangsmekeal Uhomplsemcht , zum anderen auch &
Met all oendopeptidase Thermolysin eingesetzt

sind stellvertretend fir grofRRe organische Li
herauszufinden, obamdean wd aes dalktsieveLifent r um

Substraterkennung beeinfl ussen. Di e Synthese
Entschitzungsstrategi e, bei der all e einges

Fmo$chutzgruppe trugen.

Die Kopplung degesehiét zne r maaowancReadfiere f ahgt e

Uber eshé@dn®i4dge Reakti on WNptN2iri sSocphruotpzygl acsa r miotd
(DI C) und HOBT in DMF zusammen miDi nkeatthaylly t i
amino)pyrid{n (WaMWAPeNnd ldBiemPewpsRetlaelstcihoand t mit
(Fmoc)LYysAll oc umgesetztd wuedAmin&aéurfé@r ( Peap
zum Einsatz. Dies sollte eitnerfne mtail s geEmarei ¢
Unterbrechung durch di e Seitenkette eines

verknupft i st und al s potentielles Substr
Car boxypeAptdii deanste

I m Fall dd+3 Raeptdedeaenschl i eRemuwt zdjyireu p pmo ani t

Piperi diiwsDMEB e&init).fae withr en8chlitezgimtuppe 4des Pe
sol amga%ilger -LBBANg i n Dichlormethawh nudresngt zt
bi s sich di e Lbsung fiiig.hbt | mehAinsghbl bss d&dbt e
2,2 Ter p¥dAiydiolkgxansaur e (IvéblRirndAktgi vi erung
HOBT, HBTU unddiDé EAr @aine entschiotzte(@ Ami nofu
und spater ent\Bethet zdii 9o gpéelrocRPBpobdde ddi e Fmo
Schgtappe des4 Pepfednt. Er st erPeds( BRounmd e mi
Tri phpehnoysilphin i nneSthuandenwyren ch2 wer den. Di e K
weiteren Aminoséauren eBTUl gnd imipEAeMash rle@RBIT di
Fmo8chutzgruppen mit Piperidin/ DIMI..ae VDT e rdretr
Abspaltung des synt het i siwearstserni @ BLRGespun g s

(0% 5Wasé@&r )wurde zuweirt e T@Brapyspgmeadhn bereits

schriebenem Pr ot(ioikKeo | IDuericrhg edfiteh rstaur en Abspal't
es moglich, dgleBu¢chxgicarpodiyé s Bloc) zgeuppemges



3 Ergednimsd Diskussion 43

Lysine dbeBieet yl schutzgruppe des verwendeten
Reinigung dieser Peptide erfolgte Uber HPLC.

EY\OL f e X
PG~ OH + HOWW“”O LN on *+ HO““W”O
Rl o) R®
n

Peptid1 - 4

i) Beladung der Festphase ii.a) Entschiitzung

iii) Kopplung
iv) Abspaltung
a § R ola
N PG_ N
el OWO H OMMO
1 H 0 R
R n
a) TpyCarbonsiure (1)
(0)
H
N
- OWO
ﬁ}
n

TpyCarbonsiure (1) =

iL.a), ii.b), ii.c) Entschiitzung

iii) Kopplung

R
b PG OH
) \EJ\W
0

AbDb35. Al | gemei nes Syznutrh eDsaer sstténael hBinmsmy Piegit n d e .
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3. 3CRakterisier-iagpdePredBngdkgat e

3. 3.Ri.nneti sche und Ther modynami sche Untersuch

I n Anal ogie zu den vpe beser e&s Rplbegepbysrg tdl pne n
Desoxyri bonulFleiml pDgNéAU, r e rKa3p.ilt.wll r deme wei f ach mi
Terpyridin modi fiziertte wPredp t iidher e s yknid nheettii ssci
thermodynami schen Stabilitaten untersucht.
Eienn er $li ewei s dar Bidde,r po/lpei@tuimthe Zi Rkgfien(l )
oder EiUsdermr(glain)gs met alelrk dnMi(IidEeye t ibd ), d & re fdd ret

UV Spektroskopi éi e mAb wealsaaMehtea l¢Ini wiom Reppy d)
Kompl ex durch charakteristisgbwi eSbksorpei oa
konntkars -Yyektrunmpypemti ddas durch Zugabe %
Aquivalent Zink(1I1Abb3,rezlbt @&me wiLi di e() , zei g
Ahnhkeit zu einem Spelktbm3m ivigknsiZe (Tpyg)e) und
dem cycl i-Glthleamt BZ & ( Pzeupgteisdc hr i eben.

0.5 0.5

0.4 0.
iLO.A So, —Peptid
o [} —Zn(Pep
» 1 »
a 0.4 o 0.
< ] <

0. 0.1

O T T T T T T T T T 1 OT 1

250 270 290 310 330 350 250 270 290 310 330 350

Wel l enl & Wel l enl &

Abb36. Ver gl ei eSpeken UK 20 (,TIpiyn)k elnddMZnRe ptd)irdéc)ht s
i A OnM MOPSp H7e iun &C BRe3tcrha et wer den dimmBfainrdedebefir 8i3¢
Ligandemd2bmi f@2 das Peptid

Das bei der TTiptyreapttdiodni Kt pfemiu | f a't eU \hParlotfeinl e
(Abb37) ahnelt CGwemp¥Ebhmpdsexasd | d@&sst daher awuch
zu, dasTserbpeyirdiedeneanheéet KooMediansltibartne idleisgt s
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—0 uM
—1 puM
2 uM
3 puM
— 4 uM
— 5 uMm
— 6 uM
—7 uM
8 uM
9 uM
10 p
—11
—12

=

290 300 310 320 330 340 350

Wel |l enl a

Abb37. Ti tr atTipgte pvtb{bduM) m®BQO-1 24 M i nmM OMORPS f f e H7
unddcC.

Di e -Uwekotphot ometri sche Verfolgung der Kompl €
freies TerpyrRPaptni doez wa n hTapnyg-B alred e Zbrgml plyZ3vié.

32®m wurde genutzt, um die konkurrierende Ko
Chelatliganden L rzusweoklkfel gBeeorheti Rihensaddé or bi er
ni cht zur Bildung gemischter Kompl exe wie Zi
aus dem jeweiligen Komplex extrahieren

Ein Chelatligand, der di esen AnforxdeTRBENenN

(N, N, NTetNr(sxy r i -che t heytlh)y | endi am#EIn§ fl lofglKI Dre i

pH7)l1%6] ddearh e ur Durchfidhrung dermihungénsebeweB
wur deDi e charakteristische AlKoompp eixers b e v.
Zn( LRhgptKamp!| exesnmehbzwdBmM322mmt i n GegEMwar't
auf grund ddienrg Bii RENROoZm(ITexes mit Atbd®3IB. uadi t ab
Abb39) Da die Reakti ons gegc xAnirnakddt aydloGeM T P E N

konzentumdhb hhamwgirndgl i egt hier keine Reaktion
undvi rddi ei s beoasgeschwaondi Jkei tFrequenz der ”

besti mmt. Die Hal bwertszeit dpfAG ed i @@t,025n |
woraus sich eine DigslsmaAitanthiTonsr atbee Wpinbtk und
fol gt dass esemsKompbex dm einen Kkinetisch

handel t .
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—-—25uM T
—=-30uM
—a-40puM
—x—45um
50uM

[ 32

AA

Abb38 Kineti k der Di s s pkonaptlieoxne sd ebse iZ nv( eTrpsycyrhzi eerdternaetni oTnPeEnN
mit pMOTpy puM 15nSiOn MM MORPSI f fbeep HZund °ZTAbf al | der
Zn( TypPande brem r3e3l3atyss wonu TAHAY ohddg ZinnkGegemwart
TPEN mizZteidter

I m Vergleich dazu zeigten [Atb'éddtass @& gvsoinumn Far
zwei fTaecrhpymo di i z iDeNsAt zinn ei ner StabKbmpl exeang
k o mmt umde Di s s oz unaathi hoannsgriagt ewvno n i hrer Lange
Sekundarstionkhim) (Fa Be6@.i BN | veAwrmhied in der
vorliegendgnelAr beeflteesmpy Beipstiilndpevur den hi nsi cht
i hrer Stabilitat gegenuber TPEN i TahAeWéeenhe
am BeispiellAbB)RPeptid

+3AM TH
—a 1 4uOM

1 6UOM
a1 84OM

2 0poM

AA [3 2n2r}

S Y

1000 1500

Zeit

Abb3. Kinetik der DiBpPpepAikibonp | cxevs&@mbgecihi ed-Eoeamre@mPEN
tratehomium FReplf ipgd ZnsSiOn mMM MORPSI f fbeeri 7pHund C23
Abf al l dexBaznmEeT yope)n r3l2atzh, vvoBrep thiodhne ZidghKk i n
Gegenwart von TPEN mit der Zeit.
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Pept] tuz[ mi| ke FIh

d
1 80 0. 57
2 48 0. 8¢
3 6 0 0. 6¢
4 141 0. 3(

TabelGemessene Hat bweuhdzBi ssoRiepttili-dre@Mpt mint d2m SO
(gM) i mMM1 MO feeir pHun8 C23

Es konnt e gezeigt wer den, daskonmpile x ®i dsua zcih
Verkniupfdegpgeirdeneiibbdei eéin Peptidgeriust i m
Kompl ex stabilisiert wird, di e St abiolligstiegr un

wie es mit der Verknupfung durch Oligonucl eo:

3.3.2ukRstratvoruntersuchungen

Die Aminosauresequednawvudde PBeptgieduvdieh | Ko n jduagsast ¢
neben den thermodynami schen gured chkizeretigchan
potentProbesubstdiagg Meitral | oe Mhep enptl iyda e ei ng
wer den k drarbteen.sol | t e unter suchtoReerodegmni §a
Liganden wiediTerfpyri adher molysin beRBhB8&8te Spa
Al &% ler art vierdsnumecht mebpernBidsehe gptassssahe
und so voni fher ombluyngdr hhaymndnweérydemmrkann.

Durch Umhwuemgs weer Spamitrtealkg iTOMESDIkonnte gezei
wer den, edlahsesr momoygsliinc &l lissytnt het Peip&iubled-r o

| ysi esriecnhe d o adh e PeipAbhdéengi gkei t der Sadeuenzl
Ami nosadurensiurbsdernt uGageh wi ndires Umsat zes unt
Je meysi nbaeust dlac hbar sScphaa ftts ezqurenz ei ngef Ghrt
| ei chter zugéanglich scheint die zu spaltende
desto schneller erfolgt deti ddsnskag zr adtesd.i erwWah rf
Bi ndumwi schen Glycin undPepPHergylsdl ainnvro b a wmf e
zwanMiguteonl |l stéandi gzegedipal Hedr dlsBte @t ivadoint
zweizusat zllyiscihnebnewms ber ai tdr &1 anauheeinnveol | seandi g
SpaltudDge GeschwHwdrgkgstt zZdedem von der Konz
Thermolysindabbdbhangi g (
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. JI.. in |

&00 800 100 1200 1400 1600 1800 m/e

Ab bl OMAL DTOF MS SpekStprad nh uditzgr puw3o @2 8M 5 durch Theéemmol ysin
Wassemracrhi . n®@ben M Ther mthtysm 820M0 Ther moll] yat akt s
Pep@Bi2a[3] Spaltfragmente.

I m Unterschied zu den belr elidswue [dieRbp 2k d Pet
Prrnagl ardium @Ni t r op henyerasleatriziire r nboal y s i-fhr oalesaskl’
Phenyl al animhoabes AMnyidroosaure erkennt, wird di
funktionel |l en Gruppen der Bindungstasche du
Nitrogruppe ser dRbsw&ad,ch n&dhundén nicht vol l
umgeset Di es sgi |t au4 itbeifdlm hReptd sdigrawmrd dar

unterschiedlichen Sequenzl ange zu st eerai scher
di BerpyridenennbedtumlEicnhf | udis@paaulft ei genschaft e
Ther mod ynseihhnmems ondern auch dodochg geihtsaia nkb

Enzymnhi bi er e,n kOomemieme i ndemgcémsti ge Substraty
Zi ekt r a kztui odno mi nured echi e Spaltung nicht mehr v
konnen.
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3.3S¥Bnt hese -Bept B#HKRonj ugat e

Zur Synthese diesereKaommgatzeewlreeh@alinliche
Bi oseTaercchhn ol ogi es ver wenTredgerdeé@-kemir nfodgsdugmp e

ei neBmogeschiutzten Lysins @i¢Bldad@®@mnmnch)encher
modi fiziert i st. Zi el war es, ein far Th
Lant hani di onenbasi s a uf zsuobwai utee nT huenrdno i §-s iIDIN&AS s
setzen. Nach Ents8Shbtutmggupdpe mmgig Pipegtedi de
sukzessive Aufbau der verschiedenen Peptidse

(ii). aund Ent(i3chietrzgreweil igen Aminosauren. Da
Peptidsteiaegkesgand ein | sothiocyanatderivat
Abbau des mar knacEbwaN nPuedputricchs den Einsatz eine
ausgeschl ossen werden, der en reak@adrviee nAri no
Position, sondern innerhalb einer Seitenkett
Bo-tys(F@dc) al s l et zte Ami nosaur e vor der

eingefdhrt. Zur Verbesserung der LOoslichkeit
zunatc hgni t CTAB i n Wasser auf genommen, Il yo
Durchfidahrung der Festphasenreaktion in DMF

wurden die modifizierten P aempCtriedseo | mi(t4: T i fvliou
Festphaspgalatbogre undr eo hAmuef rweeiinniggeusiegt z¢ h di e sau
Abspaltbedingungen war es m éedBluit owh,y ¢ agrlbeoi ncyhl
schutzg(Bppgnder eingesetzeBoatylyschet sogmwu gp «
Serins zu entfernen.

Da die Kopplung 2z wiysacnhaetnd e@ @28) altseod hd or Pept i de

guantitativ verlief, konnten i m zu@QMR8B8Yri gen
neben dem Mol ekul i onenpeak auch Pie@t ijdeewe i
identifiziert wer den. Tretz HBE®@e mawmgf- Gy @r s c
dient, Saul e, Temperatur) war es aufgrdurd vo
zwel Komponent en voll standig zu trennen. D
Anwendungen der Peptide die Mischfraktionen
ca4.0% an madieftem Peptid eingesetzt. Aufgrund

des Bload@kenchers sowie einiger Aminosauren w
Peptd ¢ ark herabgesetzt und wurde durch die
Ubrigen Pepthden

Zurt ed gerung des Reaktionsumsat zes-Lizgvda sderen
wur ddemas Tri chiad&t otvi iea 2(2n Deeirn gveastet zt |, dessen |
Vergleich Zu | sot hi ocyanaten hdoher i st. D
Abspaltbedingunbewanictwurdeatdi eser Ansatz ni
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Neben der Kopplung am festen Tradger wurde au

verfolgt, di e die Anbindung der | sot hi ocyal
wur de Plelps o d konzi piertdi edals&sldicehkéiit- der F
antwortlichem -Neysimes in Haoiml uégreasccehtéiytlzt en
Derivate eingesetzt wur den. Di ese soll ten

Trifluoressigsaure stabil sein, sich in sch
entschitzen | assen ugdndenkoppl sedgekni Lésiung

Hi er wur de aus Grinden der Synthesestrateg
Ver hi ndeeeBpmagnAbbaus niLglt( FBgc, ) s onBleAmi k6o
capronsaur e(i igi.lmglersoettzztVari ati onngden -VRepritk,t i on
Reaktionszeit) konnte das Produkt ni cht i so
weiterverfolgt werden.

o/ R" (L
HoN Y NH,
HOM'WWO + N N h
(o) H 0
n

HN Peptid 5 - 11
| @ iii) Ab
spaltung
( 4NH R" ( 4NHH
PG. N PGLL O N
H o H o H o
n
- - " R®
i) Entschiitzung i) Kopplung PG
N\ )\n/OH
N
H o
6-Boc-Aminocapronsiure

Verbindung 17 bzw. 18

Abb4dlAl | gem8ymielses ezsswrheDrear st el |-mogi vioRie®iQalrkemj ugat



3 Ergednimsd Diskussion 51

3.3.8Bharakteri sBHQPepy i d&ioe | uga

Basierend auf Vor veTresrupcyhreind i nmi tmo dBifsi zi ert e
(Pemti4d di e zeigten, dass Ther mol ydgirmt z hr e
raumbeanspruchendekenmnitganddanmpabkbapt3t 81)2. 2.
wurdendi eBH®Qodi f inz iPemptte dkosrjlignate entsprechen
Sequemszyent hetUnsickird . Abst andsabhangigkei't der
dur ch eudeaermemheQ wHelQBé mctkezu beridcksichtigen,
Zahdletysi nbausaeiwiodehur ein dJgdruisssgedrerEiSrequen:
auf die Effizienz dewetbLdlsammAmes2)b. ¢ onb Gelgteants at z
zu den bereits bkKecmhugebemeni MNtA di e Fl uores
kl einer werdenden Peptidsequenzen zu.

200

154¢

ni

104

e

5 Q]

S .

Pept Pept Pept

Abbd2Effizienz dearl 6BlcdheumneBebepd iddue ch BHQ in Abhangigkeit
Sequen zPegpnepdle pt8-Rlept/i dmi tpuM €ep@ ind Wasser .

Der Vergleich der Anr e gkuonngpslsepxeekstdr edieesg@® s d f r e
zei gt eine groRe thRhmsltirehlcditt diamd tumi e erf ol ¢
Europi umkeosmp t exdem PepAblig.éir p&8r ot z eingefuh
Modi fi kawiirodheni e P e pstoiwdoskiebgnu e g 2 | Oasltse maairc h

i mmobilisiTaet emml gyrsk annumtd hr @l y Pihrengh&8h ndung

gespagl twars UbeTOMAM®DInachzuWwaeas sEhuwaeszenzssp
i Mbb43,r ecces gt d e nr bduanndietn eme Ansti eggna®las .Eur o}
Pepti die gerHinngtsetfe u andsawfnwei st , wur den al |
Unt erssrugeinn Ka pli.38d5 .a3uf di eses Peptid beschré
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800 800
60( 60(
= =
— —1 _ 1 1
40 ( —) - 40¢ — 2
© | ° |
T 20¢ T 20¢ /I\
0 . . . . . , 0 . . . r : ,
230 280 330 380 600 610 620 630
Wel |l enl & Wel |l enl &

Abb43.Li nKesrgl ei ch der Anr ggiumgiKkempk € ¥e n b2ddudh g
und 2g)epal tene®GREMpmi @l 5Ther mol y sC® nd &Eaulp eit ndMt O
HEPERPSUf f @H @Ad,=6 17 m, PSwTannn@W) Rec HFtlsuior eszenzanstieg
Lant hanisdsduwrncah Spaltuthgduvem Haptrimo|CY.si)HIMuper git
Pepthi d2h ok Zugabpl vohe SmBalpestfnitn Walkse orbsm,
PMISpauwmmg0\W)
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3.3UBersicht der BRBgmttihcek d rsji leg & teen

Ter pymodifmnPeperd&onj ugat e

Z N N’| Z N/|
\I N X \' N X
I ~ I N
F Z

0
od I
5
ﬁ’do Ronfy O 0 "NH
HN
N N N OH
H o R, /H 0
NH,

Peptli dTp¥KGFSAK Y
Pepti dTpKGPhe (NODAK py
Pept3i dTpKKGFSAKKY

Z N N’I
\I N\ S
I/
N N/I o)
X |N\ S j:s
= O0” 'NH
(o}
OYJ)S OH
HN i E i B9 OH
H ¢ H o H o

Peptdi dTpKGFSATKY
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BHE@eptidkonjugate

Mi t;=Ver bi nd&iwnmg=Ver bi ndung

Pepti dL-K-KK’GF S-K-BHQ
Peptoi dL-K-K'K'GFSAKBHQ
Pept7i dL-K*K’K’GF S AHE-K-BH Q
PepBi dL-KZKK'GF S AK-K-BHQ

mi t K'=Fmolcy s ( Boc N-0-F mo-N-s-te rFBo-k-Ly s i n
K’=Bo-tys ( Fmoc N-a-te rBRo-N-e-F molcLy si n
K:=Fmolcys ( Tf aN-a-F moN-e-Tr i f | u eLrLaycsd tny |

Wobei tdB®t oxy c acrhbuotnzyg réuBoopce)n der eingesetzten
saure AbspgastBepgti dsageenmtffestein Wur den.

Pept9i dL-K-GF S-K-BHQ
Peptld dL-K*KK'GF SA-K-BHQ
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o} o
PN A

HN~“CF; HN~ “CF,

NH,

Peptti dAmi noh-&3K{GFL-K-BHQ
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3. Proteasenachwei s

3.4Stland der Forschung

Kontinuierleichre aNkacihowPemt é asenPlwi e Ther mol ys
| angZeit nicht etabliert werdeAmi nbgreippeCli o
synthetischen Peptsaisg eres adaarisgtdsmoor! pyttiiosnc he Spe
der Peptkaknrt 6 a'd®ratz.u mus skienseill Repphhesdsubstra
konstruiert wer den, das wahrend der Hydroly
Eigenschaften an der gebil deten S&durefunktio
Ei genschaften erfahrt. Ein solches Mol ekul n

nohc ni cht Nouerk akninrtz e F tPreyplta adiy awly!l acryltoyl ) gl
L-leucgmi d (FAGLA) zeigen nach Spaltung i hrer
Abnahme denrptAiborBeirmei BH4pMmY3°Jedoch 1 st dieser
gering, dass eine breitereta Amkweaidrugesnadhdegsrek t
|l etzten JahrzdhhfPept wde dent fal rubosrteosfzfeennt ema rFk
umempfindliche Nafclhrwesi pseszyisftieshtahsel eR reontdezaasuefn F R
ent wickel n.

Ei nes der ersten fl aar e slznetnetresnu dviu g tl roadtmed 0
proteasenTher mowgwseinll 979o0nKaveallills$ynt hesi siert
Tetrapepei gdeArmmino be-Gemyé( ABz) al s FlpiNot-ophor
benzyl ami d (Nba)2®Es stQudneheéedry.dr ol yse wund d
ergebende rT& teminiuantge der bei derer Mognlpiectetat en
Wi ederherstel |l umzgn zd enmERNeNGL D' 7e 8281t wi ckz2drt en
gl ei cheei nZePeptasli saudlesB FIl-Amnirodmétoh gl cloumar i n
(SucciAh-al-Bh-8ami ndomet hy |l coumabDabei wi rd I n ei ni
gekoppelten Enzymassay zunachst die Bindung
gespaltemimmdn zweiten Schritt mi t Hidlafse v on
ree nCoumarinderivat erhalten, dessé&h’?3 muor es:
Jahr 200 2Muzre b ft2&;n24dass KNI@HawA A2Slv@Ef ent | i chte
Substratri #Mernr aMaopr ot easréMet i MO A @ancaerPiynb
Le-Gl-befB-(2-ddni trophenyAlrami) o) &abah zgemti sem
NachweiosTher molzyusi nmer wen®demessd&abstrat wur de [
vorliegenden Arbeit al s f leuionrgeesszeetnztites Ver gl e
Um den spezifischen Bindunghstpraod i wemndare,r <E£atz
fluoreszente Peptidsubstrate mei st aus me hr
(haufrgi scehtem u nf WeiwEea IIL15r &sentieadmktdidnrz | i ch eir
kinstlichseausbsPRamtti édndamuerm f Gar Tvheslrarod syasusur,
zwe i Ami nobéasitrean derne nEDENB-&-Ami noedrhiy# 9
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napht Basllefnronsaur e) al s Fl uorophor eakiadp pABCYI
sind.

Da Proteasen zu den wichtigderemerZi Wil sksudtfuf
Ubeein s ¢ henrep fliersd Hi gThlrerso u g hqoruéd e nonngl nhi bi t or e

zadh|] ewerden i mmer neue und empfindlichere ho
Seit eini gemmeddmhreebhen den typischen organis
auch |l umi haestbanedkdnipl edeohwdies er Emuzany me

Ei nsi@té#Di e Gr up.HemmMuimihat am Beispi-8] denerCa
Cystebhpase, die Petptmdbahdwemnugems p@rt at spal
verschiedener l umi neszentSdre SUHstrbaeimearetnwi

strahlundgsleogertranefiedmamwinecskaeamt bani dkompl e
undei nemmchtfl weor eQuemdheirnt akt ef T-FF@A B tnrea t

ResodRMea or e sQueemecéys s aPas erste von i hnen vor ge
set zt S i ¢ hE uaruosp i arimrk ¢ MilpQl 2e4x) und dem Queaaher [
den jeweiligen Enden einer spezilfzZilame n Pe

erreichten sie eine Nazbhpgvejildgr e ®zloutrecahsm edleins
Ei nsat aveeiterd® mmer zi el | Eer d@il v inkeasin plIie&8x4 ) und
des QuenchllemsurQsv s dg P/ e Pp addeet e Kt FEH rnte.n

we irteen Fortschritt stellte di e Moglichkei
Lant haendiuonrd i hren jeweiligemchkKompéraelCasea
nachwei sen Zuw°l kads:inerne n d aufi cdi eegehabBmgt es
Maoe & Il13%ldi e Pr otdeAa sael sNSa3nt i vhieria latespt niiat igded r

Konzentrabi en pwxrdde tteiker e n. Dami t wird die E
I nhitbor en der P4 &t e d me Re&Xti onen mi t S €
Enzymkonzentrationen mdglich.

Eienmnande Aes avtezr f o MgZuxnem (1311 i n wel chem alesr Sen

Target far den Hruontgeith.a & m a ckhonpepiesl t e n si e An
unterschiedliche Funktionen an D OelTsA  duinads ek o
Derivate absmphlexrxbiumkeec&eh ar t3ingmeaeli ner acetyl
Formrzedugtnzymati sch gesp®di espestwéSm dieme ktamuger
auf ein far die Cysteinprotease Calgpairi s@e.
empfindlichedetuenk niecsrz echegs Enzyms
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3.4S2r ategi e

I m Rah men der vor | wagdaedresnt miadrmieniets z eand fe
Lant hanhaemdseubstrate fir Ther mol ysPirmtsetaslelnv e
ent wi clkkred tunthkiresrultenit handelt es di e€theCrumm nGlli g«
mi tei nem pol yaromat i s cBleatdokl @y e h & le s(tBAHDY, ,

modi fi zi armMdt e midenadn | umi EespenuenkR@Mpltexdgen
(Peptci8) &b bdd) .

O -

CO0~ C0O0 -

AbbddStruktBIrakldelQuencséri hlkusddesgek oppled miemeszent en
Kompl exfresc)ht s

Die dguchh den ELastahanivioknompedd gl i chkeit d

zeitaufgel 6sten Messung | d&sst eiVrerdadttiniicsh um
s o miothelrEemp f i ndl i chkeiten erwarten.

Bl ak&klQuenchewwd aufgrund der grofRen Uberl ap
sorptsipeks r ums mi t dsepme k tErmuins E udoenrg i u mkeo mp | e x
verwendet, Womaus deeaiuefgf ifzirent e LO6schung del
i m Einkl angOorsangrh edoéfriler f 0.1 | RlarQeéncher Losung

zudeem positive Ladungoeradgt chkamrmu gr azfliem Ab:
i oni schen Wechsel wi hkou ndgeenm nzeng astcihve rngied aanddeenre n
k ommen, wodurch die Efdmdieomi deaudcliseisengen
Assawss atgesgtchi gert Wwetlden sollte.

Ther mol ysin al s Verotetasen dend PMetall oenc
hydrol ysiert ei ne Bindung innerhalb des Pe|
raumliche Trennung von Quencher und Kompl ex
Lebensedaumaeidrndeabch det ekAtbibdsy bar wi rd (
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§® Thermolysin > / +

Peptid lumineszentes Spaltprodukt

Abbds. Schemati sched®Bhresrtned |l yusnigas a$ fhavleti sunngi ned snzeesn tl e n
Peptids durch Thermolysin

3. 4FIBvecs zenzmessungen

Zunachstumtuerdssucht, wie sich SefqiuamzrRemd ilddn
subst@é-8t auf die Effizienz d ®a edp aVedaruglgei a&ths w
relativen FluoreszenzanderMingutnearmmhrer Bagabaede
Enzyms jedoch nur geringe Unterschiede zeigt
Pepta i ngeshebdzt i (kBi e BDesthbt Yestae zgeschwi ndi
von Pé&ptkiac n auf den ausschl| BeBlys ¢ Fenmd ) Ei n s«
wasserl 6sl i chKKeimpoenremd hee nzduer ickzuf Gdhren sein.
e-Ami nofunktiLgsembdesatneiPrepti dbi nadmuunlgetkenitlpif gitn g
er hdoheme bsead er LaAngeFlaauxcihbidiid @tDadleis c Pe ktdindh e .n
QuencheyLamtdhlauncirdofphor mi 1t ei cvhedlesel wi zkegtund
die raumlircd édirerenAuswirkung

Anregunwmd Emissionsspektrum @esi ngdelslgfial t enen

rechdasrgestel |l t. Da di e Rrkegiummg 9 Ediemse Khotnpd re
Emi ssionsintensitatm degs uPsalchtbail s6kidime Anr e
wurde erstere als Standardanregungswell enl &@n

verwendet .
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1 400

30

20 >

rel .

104

Pept Pept Pept 250 350 450 550 650 750

Wel |l enl

Ab b6 Li niSpal tung deB( E)mi it dpeM OT her moil M2 MHICS (p B)
mi t mMO NacCl b@T he23mo-Byamml 6 sungM iThHIC40 (pB) mi t
l1nMCa Gl Pepttamml 6 sung i e nWasspsreirc.htV der relativen
dnderumdimewahr endteai i88der HW ot elcyalyem@. 8 31 i t
Wi dtlhGh m,PMTSpang8®VW) .Rec h(tl&ei t geal 6st es Anregungsspektit
(QEmi ssi otnrsusdpeesk gespal ts6n ép@)PieptM2dTHCE (7Tp1B) mi t
4 M NaClI23bCei( BMBNnnaOQ .

Um die Sensitivitéat sowi e die atest ekt i enmpt e
wur de Therimol yerachiedenen ( KMnSzgM)X r atui oenieme r
Losung auG 3iMdpdegleben und die Ander wirbgerderi el
Zeit mittels zeitauf gedbdrst.er Messung verfol gt

| ml nM
foae
2 60 {{{{{{{{{{{{{ S
_ ] {i
- 40 ; {{
S mii“iiilﬂi”
20( [} Iiittttttt L
O-I:i:i:!i-:::....ll.llll

Abb4zSpal tungpwveg@u MPdur ch Ther mddsygsMuwar destel It als Ande
der Fluoreszenzint efros D¢ @&y mdi.t6 2d ePBMpTZren & 0\gy) in
2mM  T4HiCs 7pB) vYeii t2MNaCbDa diFehl erbal p&n ubhdr 100
5@Mkl ei ndr asis die p/Bweredddiires250i cht gezeigt.
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Das Enzlyime 3 si ch s o mi t einer KMn zZ&8Bmtbl at i or
nachweisen und erzeugte beimideesenB|l KOheeasr a
Signal iine hVezrogdieeHgr und ohnher Enkzgmt (dargestel]l
Al's eines der weni gerhekommeaurozieeslzle nairel®ma IMhiteie mc
wur M@ CAMOCAPLGL ( Dp,a-MARh o0 x y c cduancaerPiyrb e-G | -y
LefB-(2dédni trophensAlragmimoi)rPrAdeaset zt , um di e Emp
und das Si gVhearl WaRatunsicsh zwi schen enidn e mi nfelmu or
l umineszenten PS@bsaAleagl e Waheend s i Arhf adiiges
geschwindigkeiten dermejpreMeSulbisgternad Spuanhdt e dgner
Enzymkonzendhmaé¢devingetne 6 Peipnt i sdldh ev®iednal-/ Rausc
Ver halalnsi s MO (A%ch48.), was auf di e zeitaufgel ©
zuridckzustihren i

Wahrend das SVegnhél Rauschei EnzymkarMz efnitrr at i
Pepti d8. 5 wund far MOCAc nochpM. Thbemblugsi Ror
MOCAc kein Signal me hr de tzeekitgteer t menwie d diegne @ nP
Enzymkonzeanirmanteiro noch ei«e$bihdghalniRawsanh 8. 4.

200
15
W Pepbid
~ 10 Bl MOCAc
n
5 Q]
0.
1 r 500 250 100 50

Abbd8.Ver gl eich der EnzymempfindubndhKMOAMEMEB2BmMen Pepti
Aem=3 88 m) imM ZT4HIC$ (pHBHB) Demi 4an3M NabBlkjgl ei cher Det ekt
Spannwmy0W. Das Sign¥érl R&useonht spri cht demkrl Wer hal tn
reszientzensit atndi MbAvresenheit (Hintergmimnd) des Enz)y

Untersuchungen der Spaltungsraten mit wversch
500M undpM25T0her mol ysin zeigten, das6 ediner Hyd
ei nf aMIceREAMENTEK i net i KA B9, gtEel n(schibe) .

Di e kinetischlkmns oRva rgawmert cee n U ble NEWEA VBUR K

Di agramm eAbmbidd)t,elitn (wel chem mds &t zrgeezsicphrwoi kned i |g
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1/ V gegenprdake rS®whstratkonzentrawuroh&, 1/ [ S]
beechnet sich aus hmdietmt pAubnskzti sk s G d bvghe n
Uber den Schnit-Aphaé&halniaermddeenr ( @.,kgae nt shptr i ¢
dem Quotienten aus Maxi Bakrg@macewimaait gloai.t un:
So wurde far di e Hy@ rdoulrycshe Tvhoenr mBlk gHR\EI Sei ne
MENTEKONSt Epnvtoen 40 .46M ein Wer vomixl. 88 sowi e
eine katal yt keBkgnrheo Ek % OsE'b B 2t i. mmt

1/

Abb49.LI NEWEAVBURKDI AGRAMW ON Ther mpMYy é hk a b GpOMr5e0c).ht s
Ei nscMiuwCHAEIMENTERI agr amm. Fluorabemind §hditti egrubstrat
Konzeamntomnen 6)( Pepm VMGl 5 M, mM rZiHsC | 7pBH) mMt NdaQl
bei °Q3AxE29®HmM, Ann=6117m Del ag Trish Gate mBi,meTotl al
Decdynbe. 82 PSWTannd 0\d.

Mittels-TOALDMS konnte gezeigt wRUu letnr, atdea stsr o
groRBer organischer Reste von TheemolGys&)nner k
und PhenyIF3!| mgreispal ten werden.
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3. PNANac h wea usf B alsa rst vaomind i o n

3.5St1land der Forschung

Der spezifische, empfindliche und zuverl a@ssi
di e medi zi ni s cuhned ebsi oangdneorsst inzuunrg Evrokne nVi r en, Ba
oder Er bkr and&meigtreomlem Bi st eirnessdeelalli@@nen

Radi oi sof®® béd i wihe Marker fier doc hames &Suraen.l il
und Sicpeobkeé&miehrjtedocEmtavwi rc KV amogrFeesnzz marrnk. e

l hrdandhabungeibet &irhfadodhhe dfeifndp i Wmhjkeed @a le

haufig s tHirretnedreg r un d ¥ b oboi roel sozgeinszc hem Mat eri al
Ausbl eichen der Far wst dehe paza\naacihivgle seereyr f ahr e
Basis von naernthwind iIdel t , deren | angl ebige Lum
Modi zu einer weiteren Stéiubeteng der Empfi n:
Di e mei stBkEMAAGIsaayesr basi eren aufZi ®&NA Ambien chiemg
fest en.DRrlBegarlt32wei sen das gebundene Target di
DNA nach, an diteavsielienk tkiovp pSetlite piwneel sczheenst en i Ecuh(

Kompl exe tragt. Dur-war Absenhear désadaipsdani der
ionen in LOosung und kdonnen durch ei nen Sen
Naclkwsgrenze | i egpg hder®bre.St bept dvid9din kann &
l umi neskantleani dk mep kte gwee 1 ‘EelnwoebddATHIesh Il 134]
dur ch den Ei nsyapttzemd@ e habodg sKr 2zaumo | TDMA et
nachzuwémsd@dhoo6 swEAZSUBORAI3ST mmobilisierte PI

Hybridisierung von biotinylierter DNAA ei n,
Strept avktdiienr leert ei st

Neben diesen indirektlonmMNtderiswel ingmetibederei ne
Transamini erungen¥én36ldCe/rt oHiemsanBi avmi no-hexan
modi fizierten Deoxycytli3dkinn zPeriDNthrhaoredaimi eni t e n
Europhemat en mau tkd erdeinediee fHmrkennuinlgi si emmolker
kompl emenDiN6AvVer wenden.

Homogene Hywbngdnatchweise basieren darauf, di
erzeugt oder beeimmf Husestmawkrdrt eweRDNAEe mi t
hybri dDsi eine | mmobilisierung oder Abtrennu
ni cmethr noétigiiesdenbiVetremridnd egc httiaan o hezrto @ m g
CArRDULLlecB IlL38beschr ei ben dr ei verschHFHRIderddr MO
Hybri di sassanwgut zen. Dabei koppel(lDosawm)d FIl uo
RhodanjiArk zept or) ent weder an Kompane mEempl at
ergadnzende Strrréen getaewjneddaoucthgr und des hohen Hir
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sigmaulrs geri mgld i Ehkfedmedi es zwuvdBwmei dmaea auf
der Basis vormntamtchkanitden

I n ei newWeTmMwennd Mi t aktboed rt éefrfne n tPlaitfelnitgineirn an
DNA gekoppTleelrtbeisCimEel laltt) al s Energieakzeptor,
calationsfarbstoff nachSenbtsoltwitzert Hybri di si el
SELvienalts0o.14gel ang ,esi ne@BWOrdopi umk onmd|$eexndant
Chromopiampilt.e8lbbld an deansde5’'ei n&8tsr HMNfAes zu kopg
wel cher i m Fall e ei ner Hyebne di sAkezreupntgor Ea e |l
(Cyari)ame BE'nde des kompl emenit e e tOsasgttrila4tlg e s
verf ol gten leatnemsatTemp iSal iweyllcshdeum e Energie
Terum( FOTMPKompl ex 0BébLbEY agt (

Templat-DNA

Abb50 I ntermol ekul ar earm Hreenpdiidd t Saatnéesdselrs &Sensi ti zer wund
TEDTPKompl ex als Akzeptor

Bei Ver wend g k eti mreast s und-EDeTi#oensp | Ex ekl Inact
obi gem AAbibB.u k(onnp#n (fOmdl ) DNA nachgelwt3ésen
Neben einfach marmrdbhemt &incdddlAtGr ukKpRre manm?!44]

zwei fgelhabRdbdegn i n welli ehelbmi ssi on -Sdeenssi-Teebr u
Kompl eXe&Kapgl t@hr omo p@Ghoerliagtdl2) dur ch ei n-en p o
aonmtischear MAztoo fHfo IQuBelnacke rv ol | st &n avii g d geelsdts c h
die Hybridisierung keonpdlgdbhecdhttid g e rdd Né&ha uml i cf
Trennung beider, Klampomeanziesmren des Lanthanid
auch durch den Einsatz weelncdiNee c |[DRNaksleaarp &@Ir r @m c |
konnen.
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3. bERf acherNabcNhAwe i s

3.5.2t.rlategi e

Auf bauend aiutfterwodeam bArbeitsgruppe wurde im R

Arbeit e-N & c hDANeA s ver folgt, wel cher basi eren
Umwandl ung, ein PrON)r s itdpreal ebmiedleDNIAnN ein
Metall i onensignal uvAabv2. g delWa hk @ammd @ds e Sonde
j ch Metallionen wie Kupfer(ll) oder Zink(l/I
Arbeit eiSmend@NANt wi ckelt wer den, di e das N
umwandel t . Die freigesetzten l onen treffen
vorliegendemnun8ersiltdienerl umi neédbbéhnlf e ®Gomel ex @
kompl ement &lraersgeNA n LOsung -bhbahdétnsdchngi aut
das | on derart abschirmt, dass eine Energiei
nicht moéglich ist. Dai #oDQaAi noda DAy lmate i h

Bi ndungskogénsatitiggeenden f Or Lanthanide dar st
Derivate fir diesen Nachwekisnaal dteri @reg Engelory

+ xL
PNA cDNA DNA/PNA-Hybrid
xL
cooH
HN’\COOH
= ¢ COOH
@ ) “‘L)I\’N\/\NKVCOOH
+ oder
HOOC — /—/\ ,—COOH
N N
0 [N Nl
PNA  mmDNA PNA-Ring )\ —coon

0,

Ab b5l.Schemati scher Aufbau des weéeins acdemh &Newrdlseéosns aur ena
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Die HKMAjugat eufspridhaeear ahdheren Bindungsaffin

ver bessmsmebichikr i mi nerezrivenlgesmd hr end der Ei nsa
Lanthaniden die Anwendung zeitaufgedtddstien Me
Nachweis empfindlicher machen sollte.

3.5.M2ar2Zuntersuchungen

Umdas Konzept di eses Nachwei ss Wstreemspezu meb e«
durchgefidhet einen RindRIsafgibnssg odmmaic ésheg n

Es zeigte si ch, dtaess s d zswe L i Aagqrud eura h R & A1 dei i onn
(Europium) derart abschibaretnr,a gdiassgsn&ke i Sen Eintei
wi e DPA, einem relatiwv s & h e hl s tkaototr fdii md eerr e

(Abb52,1 i phksLi egt nur ein Aqui vailsetnt dedre sRilLnigg a:
geo6f fwniertd, di e KoorSle msisti @me rid e rs onpdigy mucnhd e i n

l umi neszenterst s$kddbad,Ir e ).hti es konnt ebi adca fi
Kompl exe aus DOTA und DTPA beobachtet werden.

200 2000
- 151 - 1540
c c
- ) —1 1000 —1
. 104 :
- 2 - 2
) 1 [} 1
- 50 - 500
0 IM T 0 T T T T
550 600 650 550 600 650
Wel | enl a Wel Il enl a

Abb52.Si mul at i ogre secihn dgdss f dumedne 6 f frneed) Retna gisn L dmiutn gDPA al s
Sensitizer und DTPhA Lalesorid in & B1bGi M dEEnn(dleluiM) DT RA
(@M DPRech)ysuM Eu(IlpgM)DTE@ QM DPAMNHEPERUf fer
(pRA. Ax=2(7®mDel ay Timme @al emsl, m€&otlal Me cBR2YS | Tit me
Wi dtthm,PMIpann&o®g) .

Zur empfindlicher erpiDiernekitn ob0 sywnmg HEaedtefrf net e
PNARI ng wulredreprybii sitcars a80 ean8dl. al s alternative
untersucht. Si e wei sen zwel zuséatzIliche Ko
aufgrund i hres konjugierten aromati sc-hen Sy
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koeffi aniinelomnsietn ei ne effizi entleeriec DRAE&rueeguvag tiem.
Abb53. zeigt das gdmeism eRleu oSei egenzae n 2 mo rPhose n z

moduswel chéegi l etzterem erst nach einmser Vel
aufgenommemdumwehddie sehr e antpid r@ sntdel i [ cuhnegne n Ge(rP
Spanna®@ und Becbhl ihntm320st eine DBtEKtDpPpNUMOMI
Ver bi n3d0zreg t aufsgeelrosgut Dmbégdiiceh. Bensli ti zer ah

ver halweernden all e folgenden Untersuchuyen be
gezeigt.

500

40;

30;

—1
2

20(

rellnt en

104

600 620 640 660 680 700 720 740
We |l | en[naj

AbbS3.( IFl uor esed@Pithosphoreszenzmessuml@ (Nndd)n mnvietr bE un(dlulnlg)
(b M) imMMVIHDE PEPSU f f e/ H AL =2(915m, Dela@ayOsl mGat emsTi me 1
Totmedca@ynle. 831 i t Whdt h PRpIa n n 2 O\D)

Um zu gewahrl eisten, dd g nAde@n3dd cnmpclhea x es od esrt ¢
sind, dakasmrst haniadisomem geschl ossened @®&aamlgSikegt
verf al scht wewudreche nkaathenyor unt er suchungen dur
(A b b54) .

Wahr ednedr ei nmal geschl ossene Ring nicht durch
Europ(iluimdygrch ei nen Ublearnsgcshauss sd eDif PReommp ltd x er
entfernt.
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1000 1000
80 ( 80
S 604 < 604
2 40 2 404
20( zo}
0 — . . . — 0 — : : . —
600 605 610 615 620 625 630 600 605 610 615 620 625 630
Wel |l enl & Wel |l enl a

Abb54.Li nkSi mul ation de®@T@¥ERLC h ve®iX EnGdM Eu ,n M4 OO P A
(2p0OM LI ga3nmdd 3n)ac h mi2bi n M HEPEPSUf f grg/H 4db)ei ° @ 3
Ax=29mmpPel ay OT.Mme Gat emsT,i nleo tla l Desa§WiTtd tmm mDO 0 2
PMTSpann8®@W) Rec hSismuiloant des Ringschl (iIx0t™M BUt DTPA
6 0MMLI ga3ndd 2u M DTPA3)n(ach mi2Di n mM HEPERuf f dr/H) 4
Aex=29m, Del aym¥Gatee OTridane Tot al Desay\WiTd tme mDO 0 2
PMTSpann&mg) .
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3.5.Rl.B0reszenzmessungen

[ n Anal ogi e zZu den Voruntersuchungen mi t [
synt heti s iKeorntjeung(BFINAAK o nj ugd 2 DOTAHATP-Konj ugat)
zunachdgthraéig!l i che RmintgbEUdaopugutne(risiulc)ht 3 Da P
DOTATPKonjugat mi t | @angeher i Beengduesrm 2Mecrhge z u
Verfiugungumtande Studien durchzuf dhren, bec
suhcungen im Folgenden nlbrunadufbAébs® XKeingugdie
Fl uor eashzachnnzee i n eP AEoamp | exaes ch Zugabe eines Ut
des jeweiligédhKenmyrugaodolsl st d&ndi gen BEUuMoOresze
PNAL egenset zt w es redy m b55mliish kvs rdi t RNA e rrfurr
50MMb en 6 (Aibds5.,r ec)ht s

100Q0 1000
80 80
c c
— 60 —1 — 60 —1
. ) ) 2
— 40 3 — 40
(0] Q
- 20 20 l
Ol\i' T T T T 1 OI T 1
600 610 620 630 600 610 620 630
Wel | enl a Wel | enl a

&)

EuDPA3 PNA PNA-Ring

AbDb55 (1) Fl uor esze-DP Aeo nmpel s¢xBaisM Eu, nd P AYynd LOschrumhy
Zygabe vonLimNAR)IE500OMPNAL Rec h(t25 0®MP N A2 i mM10
HEPERSUf (@m. 4) 7m8M NaCl °Bé\,=2730m, Del ay m$i mé&adel
Ti mensl TDecetca@ly nbe. 8 2 PSWTa n n 20rg)

Ei nen weiteren Hi nwei svoanuf Ridnigest Auk tdifedongd i
Wechsel widé&ungKMAj] ugmi & DNA. I n Anwesenhe
kompl ement &rrere DNmMO gbé 8 g e b i-H udreatpeino gPrNzAU 6 f f n e
und di e Fluoreszenz des gel 6schten Kompl e
(Ab b56.,1 i phksDur ch diveonZusgcariaedhAb leidedbi e -SRirrugkt ur
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umeeinfl usst und di e Fl uand g zemzled hah dremn }
(Ab b56,r ecAtud grund der geri n{en ulken@eaugne BdaasnednP N A
des daraus resultierenden-4RRiCeer i gl gtwlthimekil zp

sierung nur durch | nlkiubwrig°dneided Reaktions
1000 100Q0

80 80

= . c

— 60 1 _ 60 1
. - 2 . _ 2
;401 3 ;40 3
] Mt 2

20 20

0- T T T T T 1 O' N 1

600 610 620 630 600 610 620 630
Wel |l enl & Wel |l enl &

%éﬁ

EuDPAs PNA-Ring PNA/DNA-Hybrid

Abb56.( 1)Fl uor es z e-DP Akeo mmpel s JreMs Ey,M DPAYnd L6sacthrunh
(22ugabe vdoaMNA sak3plartiell e Ofahhbaogsi diemswegs e n
heit c/NoM (UM nacmi 20 bPeCRe @:htI)e i Ofef nung durebnZugabe

sONAL (@M in mM HEPEPuf f rZH 4) @B@®M NaCl BEi 23
Me=27101) .

Wahr ednide se Ergrefbéhnpspcboduzwarwuardhe@ach einiger Z
j edoch zum einen beobachtet, dass di e Fl uo

Bedi ngungen ni cht me hr voll standig ablief,
wi ether gestelilnreerShiaglnbal we na gfe r u v pnrult negMeird h e n
der Loschuwngseamk.obachtungen werden im Folg

' inearer SowdkAggeegati onKodhgrugRNAT pr eun teert

ander em hervorlgerwifeedner lalrtce s Auftauen und
Stamml 6sungen. Um di es nadhwur deoKoB®Nihgatsecl
synt heti siteerrtmi ndil e mNt 5DT®der( PNFEA MBNATf i zi er
wameWdhrend die FluoDRAKDenpz exles ©Emn Ansvesenh
PNA/DNAHYy br nds mi ni mal anstieg minnd aiunfn emrruhlall bs
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(AbDb57,1 i phkwsir dani t 6PeNiAn deutAni scthieerg deesr riicrhal
(Ab b57,r echt s Di es, zdeai sgst DTPA Europium(Il11) a
koordiniert wobthgl i gihnlear e StrukturenEieammsbil d
weniger star k nkd ggradmidwii @ r lfde schei nt dies ni
sein.

200 200
15¢ 15(
E 1 1 s —1
10¢ 2 - 10( 2
© 3 ”
" 54 " 50
. %x“ ' 0 ' ' : ' ' '
600 605 610 615 620 625 630 600 605 610 615 620 625 630
Wel | enan Wel |l enl a

EuDPAs PNA/DNA-Hybrid lineare Hybridstrukturen

Abb57.Unt er suc hutneggr ndieralN modi-Kornj egae@BFPMRNMA (uM) ¢ DNA
mi t3Bas en Ube(rpthM)n dnl b e’iC 4i nk  E e r {r2ND)O0, DPAMM)Y 600
(Brachmi3Rec {HIRNA (UIM)c,DNA mit 3 Bas(einM Ubb db&ai€n g
i nkub(igBu t (2\0)0, DPAM) 6I0MMHEPERUf f @@H4) minM KR&GC
be2Z3 QAy=27Om) .

Um die Bildung dieser Strukturen zu verhinde
anstelle von DPA andere Sensitizer eingeset
verdrang&on sohtte gewdhrl eistet werden, dass
durch DNA geoffneten Ring fdr die Ausbil dung
bl ockieren. Dazu wurde die jeweilige PNA zun
4° C eine Stunde inkubiert und anschliefBend mi
Die Zugabe ddsveSdn Siftuiegd rodn@tcda e nsit echa si ch i
di eser Zeit di e l'inearen Sat oAmbb8, enhhaos h ni

Konjugat ojhendeaéD®NAMOg!l i chkeit deBi nREungashceh | diesss
Sensiti zemisn nratoehh Si gnal anstieg mit kmempl| e men
her (folrb58.,r ec)ht s
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200 200

15( 15(¢
=] = : =
10 2 - 10¢( 2
P o
- 50 - 50Q

O T T T T T 1 0 T T T T T 1
600 605 610 615 620 625 630 600 605 610 615 620 625 630
Wel l enl & Wel l enl &
r 2 o, E—» g J00000(X00000(

PNA cDNA PNA/DNA-Hybrid  lineare Hybridstrukturen

Abb58.Ausbil dung Stlriuketaureern dur cts zledrege tPNBINKk ibiad $ on
mit u(B I IL)i:0 BE530 O M PNA uM c DNA1h bei°C 4 inkubiert
(PLO®MM Elu.nbi nl nkub @dteii,o mMM0 Ver bi3ndealfts0omwM P NA
1uM cDNAh1l be’iC 4 nk(RliOgrM E6Gmi n |l nkubabeion RETMO
Ver bi niwinmmMBEPERUf fewH 4) miM NaCadi ° @\3=33®0m) .

Da trotz diesernd&daRgahengati on der PNA und so
Signals nicht i mmer v ewuhridedne rjte é&eepredrei nnéknot n nOt. eC
Tri Xomal s Detnerugerdbd gt iwe iPINFAGJ eDNRA a k't i socntsumi g e n

j e drei M&Igedefi z80 ECdark inh| mu md118%2@ nkubi ert

(A b b59.). Unter diesen Bedingungen wur deNAZn Anwe
kein Signal det ekurn ep-Ry mgl ag edbeir | AFENBO. )y r d &i

m smabDNA stieg das Signal (29r, w@heiemaen diF &k tZa1
I1pyM kompl ement a&r er -faNA eani nhenns t@ @k o Bp |, e nbeONOt & r ¢
DNA einkachMeln Anstieg der FI udme szzuesrédzt zh ¢ t o |
», Pol ymeri sadnjomgatdeerz K wertemdeompl ement ar e

sechs Basen UifEed@Easowam B eihabBas eamn (bbeeirden E
unters@hnd ( war en bi s zZu einernMKo(plmBB h) r at i
nachzuwei sen.






