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Kurzfassung

Die vorliegende Arbeit behandelt die Synthese Bisterpyridin-funktionalisierter
Oligonucleotide und die Anwendung ihrer Zn'- und Cu-Komplexe als Sonden fiir
den amplifizierten sequenzspezifischen DN A-Nachweis. Durch Hybridisierung mit
Target-DNA kommt es zur Destabilisierung des Metallkomplexes, so dass durch
Zugabe geeigneter Prakatalysatoren katalytisch aktive Spezies gebildet werden. Der
Einsatz chromogener oder fluorogener Substrate erzeugt nachfolgend ein Farb- oder
Fluoreszenzsignal.

Bisterpyridin-Metallkomplex-funktionalisierte =~ Oligonucleotide unterschiedlicher
Lange und Sequenz wurden zur Optimierung des Systems hinsichtlich ihrer
thermodynamischen und kinetischen Stabilitit charakterisiert. Die Signal-
amplifikation gelang erstmals durch eine zweistufige Kaskade, wobei zundchst ein
chemischer Cu'-Katalysator gebildet wird, der dann einen enzymatischen Cofaktor

aktiviert und so eine Enzymkatalyse in Gang setzt.

Weiterhin befasst sich die Arbeit mit der Synthese und Charakterisierung katalytisch
aktiver Kupferkomplex-DNA-Konjugate. Diese sollen als immobilisierbare
Redoxkatalysatoren die erstmalige Beobachtung einer Metallkomplex-Katalyse auf
Einzelmolekiilebene ermdglichen. Durch Hybridisierung mit einem Farbstoff-DNA-
Konjugat konnen z. B. Anderungen der Oxidationsstufe des Kupfers direkt iiber
Fluoreszenzfluktuationen des Farbstoffs beobachtet werden.

Dazu wurde der Bisphenanthrolin-Ligand 3-Clip-phen kovalent an Oligonucleotide
gekoppelt. Ein Hybrid mit Fluorophor-markierter DNA zeigt die Bindung eines
Cu-Ions durch 3-Clip-phen anhand von Fluoreszenzloschung an, was auch auf
Einzelmolekiilebene bestdatigt werden konnte. Die Komplexe sind Redox-
katalysatoren z. B. fiir die Oxidationen von Thiolen durch Luftsauerstoff oder von

Hydrochinon durch Wasserstoffperoxid.



Abstract

This thesis covers the synthesis of bisterpyridine-modified oligonucleotides and
application of their Zn"- and Cu'-complexes for amplified sequence-specific DNA
detection. Hybridization with target-DNA leads to destabilization of DNA-metal
complexes and enables coligands to form catalytically active species. By use of
suitable substrates a colorimetric or fluorimetric signal can be generated.

Bisterpyridine-metal-complex-modified oligonucleotides of different sequences and
length were characterized to optimize the system. Signal amplification was firstly
realized by a two-step signal cascade. After formation of a chemical Cu'-catalyst, an

enzymatic cofactor is activated, which initiates an enzyme catalysis.

Furthermore, this thesis deals with the synthesis and characterization of catalytically
active copper-complex-modified oligonucleotides, which are supposed to serve as
immobilizable redox catalysts for monitoring of metal complex catalized processes
on a single-molecule level. Hybridization with dye-modified oligonucleotides allows
to observe, for example, changes in the oxidative state of copper by fluctuations of
fluorescence intensity of the dye.

To this end, the bisphenanthroline ligand 3-clip-phen was covalently coupled to
oligonucleotides. Hybridized to dye-modified DNA, binding of Cu" can be
monitored by fluorescence quenching, which could also be proved in single-molecule
experiments. These complexes are redox catalysts for e. g. the oxidation of thiols by

oxygen or hydroquinone by hydrogen peroxide.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Aufbau von DNA

Nucleinsduren treten als Informationstriger in allen Zellen des Tier- und
Pflanzenreiches auf. Desoxyribonucleinsdauren (DNAs) gehoren zu dieser
fundamentalen Verbindungsklasse und haben zudem noch eine einzigartige
Eigenschaft: DNA ist das einzige Molekiil, das Anweisungen fiir seine eigene
Replikation enthalt.!

DNA ist ein Biopolymer aus Nucleotiden. Als Nucleotid bezeichnet man eine Einheit
aus 2’-Desoxyribose, einer heterocyclischen Pyrimidin- oder Purin-Base und einem
Phosphatrest. Die 3’-Hydroxygruppe einer 2’-Desoxyriboseeinheit ist iiber eine
Phosphodiesterbindung mit der 5-Hydroxygruppe des nachsten Zuckerrestes
verkniipft und bildet so das Riickgrat des DNA-Stranges. Die vier verschiedenen
Basen Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin (T) sind N-glykosidisch mit
dem C1-Atom der 2’-Desoxyribose verkniipft. DNA liegt nicht als Einzelstrang vor,
sondern besteht in der Regel aus zwei antiparallel verlaufenden Nucleotidketten, die
sich um eine imaginidre Achse winden und so eine Doppelhelix bilden. Die
hydrophoben Basen zeigen dabei nach innen und stabilisieren die Struktur durch
Wasserstoffbriickenbindungen untereinander, das negativ geladene Riickgrat zeigt
nach aufsen (s. Abb. 1) Diese raumliche Struktur wurde 1953 von Watson und Crick

mithilfe der Rontgenstrukturanalyse belegt.?

Abb. 1: Aufbau von DNA: Bindungsverhiltnisse (links), Kalottenmodell (Mitte),? schematischer
Aufbau nach Watson und Crick (rechts).
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In Abhdngigkeit ihrer Lange, Basensequenz oder dufleren Bedingungen wie
Salzgehalt des umgebenden Mediums kann Doppelstrang-DNA (dsDNA)
verschiedene Konformationen einnehmen. Am haufigsten liegt sie als B-DNA vor,
was der von Watson und Crick beobachteten Form entspricht. Die Helix ist dabei
rechtgangig, die Basen stehen nahezu senkrecht zur Mittelsachse. Der Basenabstand
betragt 0,34 nm, eine Windung besteht aus 10 Basenpaaren. Zwischen den

Windungen kann man die grofie und die kleine Furche erkennen (s. Abb. 2 Mitte).

Abb. 2: DNA-Konformationen. A-DNA (links), B-DNA (Mitte), Z-DNA (rechts).

Sinkt der Wassergehalt im Medium, so nimmt DNA bevorzugt die A-Form an. Mit
11 Basenpaaren pro Windung ist sie kompakter als B-DNA, die Basenpaare sind
etwas geneigt (s. Abb. 2 links). Bei sehr hohen Salzkonzentrationen kann DNA in der
Z-Form vorliegen, bei der das Riickgrat eine Z-férmige Struktur aufweist
(s. Abb. 2 rechts). Vorzugsweise wird diese Konformation von relativ kurzen
Oligonucleotiden eingenommen, bei denen Purin- und Pyrimidinbasen alternierend
vorliegen.

Die Aufgabe von DNA besteht darin, die komplette Information iiber den Aufbau
der Zelle zu speichern. ,Bauplane” fiir Proteine und andere fiir den Zellstoffwechsel
wichtiger Molekiile befinden sich in Genen in Form von doppelstrangiger DNA. Die
genetische Information liegt dabei codiert durch die Basensequenz vor und wird bei
der Transkription in die entsprechende komplementire RNA {ibersetzt. An den

Ribosomen  entsteht daraus durch  Translation eine  entsprechende
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Aminosduresequenz, aus der ein Protein aufgebaut wird (s. Abb. 3). Diesen Vorgang

nennt man Proteinbiosynthese oder Genexpression. *

RNA l

Protein

Abb. 3: Vereinfachtes Schema der Genexpression.

1.2 Sequenzspezifischer Nachweis von Nucleinsduren

Sequenzspezifische Methoden zur hochsensitiven und —selektiven Echtzeit-Detektion
von Nucleinsduren sind von grofier wissenschaftlicher und gesellschaftlicher
Bedeutung. Vor allem durch die voranschreitende Komplettierung genomischer
Datenbanken steigt der Bedarf weiter an. Allein 2009 wurden tiber 8500 Artikel
publiziert und tiber 1500 Patente eingereicht, die sich direkt mit Mdoglichkeiten zur
DNA-Detektion befassen.® Bestimmte Krebsarten werden auf Mutationen einer
vorgegebenen Basensequenz zuriickgefiihrt,* Anlagen fiir vererbbare Krankheiten
liegen dort verschliisselt verborgen und auch fiir die Entwicklung bestimmter
Medikamente sind detaillierte Information {iiber die Beschaffenheit der DNA
unerlasslich.®

In bioanalytischen Anwendungen liegt das Zielmolekiil hdaufig in sehr geringen
Konzentrationen vor, weshalb Methoden zur Verstarkung des Detektionssignals eine
wichtige Rolle spielen. Dabei gibt es zwei Strategien. Haufig wird das Zielmolekiil

vervielfacht und so im anschlieffenden Nachweis ein verstdrktes Signal erhalten
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(,target amplification”). Hierzu zdhlen alle PCR-unterstiitzten Nachweisverfahren.
Der Vorteil dieser Strategie liegt in der hohen Sensitivitat.” Nachteilig wirken sich
jedoch der hohe Arbeitsaufwand, die Kosten und die Temperaturempfindlichkeit
aus.® Daher wachst das Interesse an einfachen, PCR-unabhingigen in-vitro-
Detektionsverfahren, die ein schnelles Probenscreening ermoglichen.

In biologischen Systemen werden chemische oder physikalische Signale durch
mehrere aufeinander folgende Transduktions- und katalytische
Amplifizierungsschritte, so genannte Signalkaskaden, effizient verstarkt und schnell
in biochemische Antworten umgesetzt. In der Bio- und Chemosensorik wird die
katalytische = Signalverstarkung  fiir ~ die = Entwicklung  hochsensitiver
Nachweisverfahren fiir Biomolekiile genutzt (,signal amplification”). Ideal sind
homogene Verfahren mit colorimetrischem oder Fluoreszenzsignal, da das
Zielmolekiil nicht abgetrennt oder immobilisiert werden muss und keine teure
Laborausstattung notwendig ist.” Derartige Verfahren beruhen z.B. auf chemischen
Ligationsreaktionen,’® Interkalation von Farbstoffen!! oder der Aktivierung
geloschter Fluoreszenzsonden (,,molecular beacons”).'? Haufig konnten diese Ansatze
den hohen Sensitivitatsanspriichen der bioanalytischen Anwendungsgebiete nicht
geniigen. In den letzten Jahren wurden jedoch katalytische Reaktionen zur DNA-
Detektion vorgestellt, die dufierst hohe Sensitivititen erreichen. Beispielsweise
konnten Zielmolekiil-katalysierte Ligationen!*!* oder die Bildung katalytisch aktiver
dsDNAs! realisiert werden. Auch die Verwendung von molecular beacons wurde
optimiert. Plaxco et al. stellten 2010 ein System vor, bei dem der verwendete molecular
beacon nach Hybridisierung mit Target-DNA durch eine Exonuclease selektiv zersetzt
wird.!* Das Zielmolekiil wird dabei unversehrt freigesetzt und steht weiterhin zur
Verfiigung, wahrend die fluoreszierenden Spaltprodukte des molecular beacons
detektiert werden. Auf diese Weise konnten durch einfache Prozeduren 10 pM DNA
in 30 min und 20 aM DNA in 24 h nachgewiesen werden.

Eine neue Perspektive bietet der Einsatz von Nanopartikeln. Bei einfacher
Handhabung ermoglichen sie eine ,lokale Konzentrationserhohung” &hnlich
heterogener Systeme. Ein 2009 von Zhu et al. vorgestelltes System nutzt
beispielsweise mit zum Zielmolekiil komplementirer DNA modifizierte
Nanopartikel zum DNA-Nachweis.”” Durch Hybridisierung kommt es zur

Aggregation verschiedener Nanopartikel an einer Phasengrenze, was zu einem
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Farbumschlag fiihrt. Aufgrund der hohen Kosten sind derartige Verfahren jedoch
noch nicht 6konomisch sinnvoll.

Im Arbeitskreis Krimer wurde 2006 ein System zur Nucleinsduredetektion
vorgestellt, welches die Integration allosterischer Bindungsstellen in Nucleinsauren
nutzt, um die Wechselwirkung mit Metallen durch Nucleinsdure-Effektoren zu
kontrollieren.'®* Als Effektoren dienen hier Metallionen, als allosterische
Bindungsstelle Terpyridin. Die Funktionalisierung von DNA-Oligonucleotiden mit
Chelatliganden wie Terpyridin oder Bipyridin wurde zuvor schon von anderen
Arbeitsgruppen zur Stabilisierung von Hybriden durch Metallionen? oder
Konstruktion von DNA-Nanostrukturen®? genutzt, bisher jedoch nicht zur

allosterischen Kontrolle der Hybridisierung (s. Abb. 4)

&)
e.M./8.8 .
)
3

&)

Abb. 4 Allosterische Kontrolle der Hybridisierung von (TPY):DNA durch Zn"-Ionen.

Dabei ist (TPY):DNA ein allosterischer Rezeptor (DNA-Sonde) mit raumlich
getrennten Bindungsdominen fiir eine komplementdre Nucleinsdure und ein
Metallion. Die Bindung einer komplementdren Nucleinsdure (Target-DNA) schwacht
die Wechselwirkung mit dem Metallion und umgekehrt, was als negative Allosterie
bezeichnet wird. Abhiangig vom Metallion bildet (TPY):DNA kinetisch stabile (Fel,
Ni") oder labile (Zn", Cu") cyclische Komplexe.?” Die Destabilisierung des Cu'-
Komplexes wurde in ein Detektionsverfahren umgesetzt, bei dem das Metallion
durch Hybridisierung freigesetzt wird (s. Abb. 5). Es aktiviert dann als Cofaktor den
Prakatalysator 1,10-Phenanthrolin, welcher in Gegenwart von Sauerstoff die
nichtfluoreszierende Verbindung Dichlordihydrofluorescein in das fluoreszierende

Dichlorfluorescein iiberfiihrt.
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tpy
tpy
DNA-Sonde DCFH

Prakatalysator

(phen)
iy S w— S P

Target-DNA

I Signaltransdukti. Signalamplifikation

Abb. 5: Nachweis von DNA durch eine chemische Signalkaskade mit Amplifikation.

Dieses Verfahren wurde modifiziert, indem statt des chemischen Prakatalysators
1,10-Phenanthrolin Apoenzyme eingesetzt wurden, die durch Zink aktiviert
werden.” Der Vorteil liegt dabei in den hoheren Umsatzraten von Enzymen, woraus
eine erhohte Signalamplifikation resultiert. Unter Verwendung von Carboanhydrase

gelangt man zu Nachweisgrenzen von bis zu 0,1 uM fiir die Target-DNA.

1.3  2,2":6",2"-Terpyridin-Metall-Komplexe

2,2:6",2""-Terpyridin (TPY) wurde erstmals 1932 von Morgan und Burstall
synthetisiert und charakterisiert.” Seine einfache Zuganglichkeit und die ausfiihrlich
literaturbekannten Metall-Komplexierungseigenschaften machen es zu einem
heutzutage oft verwendeten Chelatliganden.

Berechnungen zeigen, dass fiir den ungebundenen, nicht protonierten Liganden in
der Gasphase die trans/trans-Konformation (s. Abb. 6) die energetisch giinstigste
ist.*® Dies ist durch die sterische Abstofsung der ortho-Wasserstoffatome (3/3"und
5/3") und die -elektrostatische Abstoflung der freien Elektronenpaare der
Stickstoffatome erklarbar.

In Losung hangt die Konformation von Terpyridin von der Moglichkeit der Bildung
von Wasserstoffbriickenbindungen ab. So kommt es in sauren Medien durch

Protonierung einer Pyridineinheit zu einer Stabilisierung der cis/cis-Form, wobei sich
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Wasserstoffbriicken zwischen dem Proton und den beiden verbleibenden
Stickstoffatomen ausbilden. Am energetisch giinstigsten ist die Protonierung der
zentralen Pyridineinheit, da so die beiden dufleren Einheiten iiber das Proton

verbriickt werden konnen.3!

[H']

Abb. 6: Struktur von 2,2":6',2""-Terpyridin.

Terpyridin lasst sich zweifach zum Dikation protonieren. Es ist jedoch eine recht
schwache Base, wie die pKs-Werte von H2TPY? (pKsi = 3,3 und pKs: = 4,7) belegen.®
Eine Protonierung des dritten Ringes wird erst durch Zugabe von 95%-iger
Schwefelsdure erreicht. Die Protonierungskonstante konnte nicht bestimmt werden.*
Terpyridin bildet mit vielen Ubergangsmetallen in niedrigen Oxidationsstufen
verzerrt  oktaedrische Bisterpyridin-Metallkomplexe, die auflerordentliche
Stabilitaten aufweisen. Die Erklarung hierzu liegt zum einen im starken Chelateffekt,
zum anderen in der starken Metall-Ligand d-(7t) Riickbindung.3

Vor allem in 4’-Position modifizierte Terpyridinderivate sind den letzten Jahren als
Bausteine fiir supramolekulare Komplexe und Polymere immer mehr in den
Vordergrund gertickt. Sie erlauben eine colineare Anordnung zweier
Struktureinheiten. Durch ihre Cz-Symmetrie erhdlt man bei der Komplexbildung
keine Isomerengemische.®®> Wadhlt man als Substituent in 4’-Position Aryl- oder
Alkinylsubstituenten, so bildet sich ein ausgedehntes konjugiertes m-System, was zu
interessanten optischen Eigenschaften wie z.B. Lumineszenz entsprechender
Komplexe mit Ruthenium, Osmium, Iridium oder Platin bei Raumtemperatur fithren
kann.3¢

Terpyridin-Metall-Komplexe sind aufgrund ihrer hohen Stabilitdt fiir biochemische
Anwendungen tiberaus interessant. In verschiedenen Arbeiten wurde die
Anwendung von Bisterpyridin-Metallkomplexen als DNA- und RNA-
Bindungsreagenzien beschrieben.”® Auch im Arbeitskreis Krimer wurden bereits

diverse Arbeiten mit Terpyridinderivaten durchgefiihrt.?”
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Die kinetischen und thermodynamischen Eigenschaften von Terpyridin-Komplexen
der Ubergangsmetalle wurden u. a. von Wilkins et al. untersucht.®# Er stellte fest,
dass die Bildungsraten k¢ der Monoterpyridin-Komplexe (TPY)M! von 3d-
Ubergangsmetallen in der Reihenfolge Ni!, Co!, Fe!, Zn", Cu" zunehmen. Die
Komplexbildungskonstanten K werden mittels Division von k¢ durch die

Dissoziationsraten ka berechnet. Ein Anstieg der Stabilitit der Monoterpyridin-

Komplexe von Zn" iiber Fe! und Co" zu Ni" ist erkennbar (s. Tab. 1).

Metallion log k¢ log ka log K = log(ks/ka)
Fell 4,9 2,2 7,1
Col! 4,4 -4,0 8,4
Nin 3,1 -7,6 10,7
Zn! 6,1 0,1 6,0
Cull ca. 7,34 - -

Tab. 1: Bildungs- und Dissoziationsraten sowie Bildungskonstanten der Monoterpyridin-

Komplexe von Fell, Co", Ni", Zn und Cu" bei 25°C. (4 bei 5°C)

Fir Fe!, Co" und Ni' wurden auch Bildungs- und Dissoziationsraten fiir die
Bisterpyridin-Komplexe (TPY):M! bestimmt. Sie sind interessanterweise etwa um
den Faktor 200 grofler als die der Monoterpyridinkomplexe (s.

Tab. 2), was eine hohe kinetische Stabilitdt aufzeigt. Die Bisterpyridin-Komplexe von
Cu' und Zn" sind deutlich hohen

labiler, was ihre Ligand-

Austauschgeschwindigkeiten belegen.*

Metallion log k¢ log ka log K = log(ks/ka)
Fell ca. 7,3d -6,8 14,1
Con ca. 6,74 -3,2 9,9
Nill 5,3 -5,8 11,1
Tab.2: Bildungs- und Dissoziationsraten sowie Bildungskonstanten der Bisterpyridin-

Komplexe von Fell, Co" und Ni" aus den entsprechenden Monoterpyridin-Komplexen

bei 25°C.
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1.4  Einzelmolekiilspektroskopie an DNA-immobilisierten

Chelator-Farbstoff-Systemen

Unsere Vorstellungen von Mechanismen chemischer Reaktionen beruhen auf
einzelnen Atomen und Molekiilen. Viele Messmethoden aber liefern Informationen
iber Ensembles, also gemittelte Werte durchschnittlicher Eigenschaften. Eine
Moglichkeit, einzelne Molekiile zu detektieren bietet die Einzelmolekiil-
fluoreszenzspektroskopie (,,single molecule fluorescence spectroscopy”, SMES). Mit ihrer
Hilfe konnen wunterschiedliche Eigenschaften einzelner Molekiile (statistische
Heterogenitit) oder zeitliche Anderungen ihrer Eigenschaften (dynamische
Heterogenitat) verfolgt werden. So ist es moglich, Unterschiede zwischen
verschiedenen aktiven Spezies z.B. bei enzymkatalysierten Reaktionen zu erfassen
und so wichtige Details zur mechanistischen Aufklarung zu erhalten.*42

Um einzelne Molekiile zu separieren, muss in Losungen mit hoher Verdiinnung
gearbeitet werden. Im  Einzelmolekiilexperiment ist die Grofse des
Beobachtungsvolumens entscheidend, da das Signal/Rausch-Verhiltnis durch
kleinere Volumina verbessert wird. Zwei Techniken, die ein kleines
Beobachtungsvolumen ermoglichen sind die Verwendung eines konfokalen

Mikroskops oder eines TIRF-Mikroskops (,,total internal reflection fluorescence®).

Detektor

Abb. 7: Schematischer Aufbau eines a) konfokalen Mikroskops und b) TIRF-Mikroskops.
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Beim konfokalen Mikroskop werden der anregende Laser und der Detektor auf das
gleiche Volumen fokussiert, wodurch ein Messbereich von einem Femtoliter erreicht
werden kann (s. Abb. 7a). Das TIRF-Mikroskop erreicht durch eine vollstindige
Reflektion des Laserstrahls an einer Phasengrenzschicht zwischen Glas und
Fliissigkeit oberflichengebundene Fluorophore mit einem Abstand von bis zu
100 nm vom Reflektionspunkt. Durch den Tunneleffekt gelangt das Licht in das
optisch diinnere Medium (Fliissigkeit) und verliert dort exponentiell an
Intensitét (s. Abb. 7b).

Der bisherige Anwendungsbereich der SMEFS erstreckte sich hauptsachlich auf die
Biochemie und auf die Untersuchung von Polymeren. Weitere Anwendungen
dienten der Charakterisierung photochemischer Eigenschaften von Chromophoren
und der Diffusion organischer Substrate in mesopordsen Materialien.*?

Eine neue Moglichkeit zur Beobachtung von Metallkomplexen durch SMFS wurde in
den Arbeitskreisen Krimer und Herten entwickelt.*®* Dabei wird die
Fluoreszenzloschung von Tetramethylrhodamin (TMR) durch Cu" genutzt. Ein
DNA-Strang wird am 3’-Ende mit TMR modifiziert und am 5-Ende {iiber einen
Biotin-Streptavidin-Komplex an einer Glasoberfliche immobilisiert. Durch
Hybridisierung mit einem komplementdren, am 5-Ende mit einem Bipyridin-
Liganden (DCBPY) modifizierten DNA-Strang wird ein immobilisiertes System aus
TMR und dem Bipyridin-Liganden in unmittelbarer raumlicher Ndhe erzeugt. Nach
Cu-Zugabe konnen Assoziations- und Dissoziationsvorgange des Kupferions an

DCBPY anhand der induzierten Fluoreszenzfluktuationen beobachtet werden

(s. Abb. 8).

fluoreszierend nicht fluoreszierend

Abb. 8: Prinzip der Fluoreszenzloschung einer BPY-TMR-modifizierten dsDNA durch Cu'-

Koordination.
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Die Verwendung von DNA als Linker zwischen Glasoberfliche und dem
Reaktionszentrum hat sich dabei bewahrt, durch die starre Konformation der
dsDNA wird eine Assoziation mit der Glasoberfliche verhindert. Durch
Polarisationsmodulation konnte bewiesen werden, dass am Reaktionszentrum
gleichzeitig eine hohe Beweglichkeit erhalten bleibt und so Bedingungen geschaffen
werden, die nahezu als homogen bezeichnet werden konnen.

Auf diese Weise konnte erstmals die reversible Komplexbildung eines DNA-
Bipyridin-Konjugats mit Cu! im thermodynamischen Gleichgewicht untersucht
werden. Der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzemission einzelner Sonden wurde mit
einem konfokalen Mikroskop aufgezeichnet (s. Abb.9). Die zufillig aufeinander
folgenden Assoziations- und Dissoziationsereignisse sind als Spriinge zwischen zwei
Fluoreszenzintensitatsstufen erkennbar, d.h. das TMR-DCBPY-Konjugat wechselte
durch Bindung von Cu! von einem stark fluoreszierenden An-Zustand in einen
schwach fluoreszierenden Aus-Zustand. Anhand der Verweilzeiten, die iiber einen
Schwellenwert bestimmt wurden, konnte die Kinetik der zugehodrigen Assoziations-
bzw. Dissoziationsreaktion mithilfe einer statistischen Auswertung berechnet
werden.®® Beim Vergleich mit den fiir freies BPY literaturbekannten Assoziations-,
Dissoziations- und Stabilitdtskonstanten*# zeigte sich, dass an DNA gebundenes
DCBPY langsamer Cu" assoziiert und der gebildete Cu-DCBPY-Komplex schneller

wieder zerfallt.

Zahlrate [kHz]

0 5 ) s 20 0 5 15 2

10
Zeit [s] Zeit [s]

Abb.9: Rasterbilder von TMR-Bipyridin-Konjugaten mit zeitaufgeloster Messung der

Fluoreszenzintensitit. links: ohne Cu', rechts: 2 uM Cu.
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1.5  Cu-Komplexe als Katalysatoren fiir Redoxreaktionen

Der reversible Wechsel der Oxidationsstufe (+I/+II) von Kupferkomplexen ist von
grofser Bedeutung fiir katalytische Reaktionen und den biologischen
Elektronentransfer. Dabei konnen die einzelnen Oxidationszustinde durch die
geeignete Liganden stabilisiert werden: Cu"-Komplexe (d?) sind oktaedrisch gebaut,
meist mit deutlicher Jahn-Teller-Verzerrung, die bis zur quadratisch-planaren
Koordination ausgepréagt sein kann. Cu-Komplexe (d!°) erafhren dagegen keine
Kristallfeld-Stabilisierung durch die Liganden. Sie sind wegen des im Vergleich zu
Cu'" grofseren Kations tiberwiegend tetraedrisch koordiniert.*

In der Natur sind kupferhaltige Proteine hauptsachlich an
Elektronentransferprozessen beteiligt, aber auch am Metabolismus des Sauerstoffs.
In den Elektronentransferproteinen Plastocyanin und Azurin (,blaue”
Kupferproteine) ist das Cu’l-Ion durch zwei Histidin-, einen Cysteinat- und einen
schwéacher gebundenen Methioninliganden koordiniert. Die Histidin-Reste und der
Cysteinat-Rest liegen nahezu trigonal planar vor, wahrend das Methionin axial
gebunden  ist.  Diese  Struktur liegt zwischen den  bevorzugten
Koordinationsgeometrien von Cu' und Cu". Die weichen Schwefeldonoratome des
Cysteinats und des Methionins begiinstigen Cu!, die harteren Stickstoffdonoratome
der Histidin-Reste Cu'l. So wird ein leichter Wechsel der Oxidationsstufe des Kupfers
ermoglicht, wobei die raumliche Anordnung der Liganden praktisch unverandert
bleibt. Dieser so genannte entatische Zustand ermdoglicht eine reversible
Elektroneniibertragung vom und zum Kupfer.*”

Die Synthese von Kupferkomplexen mit dhnlichen Geometrien wie bei ,blauen”
Kupferproteine ist ein wichtiger Teil der Forschung.*® Auch in der Industrie gibt es
wichtige kupferkatalysierte Prozesse. Bereits seit Ende der 1950er-Jahren bekannt ist
die Polymerisation von 2,6-Dimethylphenol zu Poly(2,6-dimethyl-1,4-phenylenoxid)
mit Cu-Amin-Komplexen.*’

Pence et al. untersuchten die elektrochemischen Eigenschaften von Kupferkomplexen
mit unterschiedlich substituierten Phenanthrolinliganden. Cu-Komplexe mit
18 Valenzelektronen sind tetraedrisch koordiniert. Bei der Oxidation zu Cu" dndert
sich die Koordination zu trigonal-bipyramidal, wobei die fiinfte Koordinationsstelle

von einem Molekiil Solvens besetzt wird. Das Redoxpotential wird im Vergleich zu
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Cu(BFs+)2 in Acetonitril in Richtung negativer Werte verschoben, was einer
Stabilisierung des  oxidierten Zustandes entspricht. Elektronenziehende
Substituenten bewirken, verglichen mit dem unsubstituierten PHEN, eine
Verschiebung des Redoxpotentiales in Richtung positiver Werte. Eine Reduktion des
Cu" wird also durch die formal positive Ladung des Liganden begiinstigt.

Aufgrund ihrer beweglichen Koordinationsgeometrie sind Cu"™-PHEN-Komplexe
geeignete Katalysatoren fiir Redoxprozesse. So wurde bereits 1979 ihre Fahigkeit
beobachtet, in Gegenwart von hohen Konzentrationen an Thiolen und
Wasserstoffperoxid sowohl DNA-Einzelstrange als auch dsDNA oxidativ zu
spalten.® Dabei sind Cu-Komplexe aktiver als Cu-Komplexe und
Bisphenanthrolinkomplexe zeigen eine hohere Aktivitat als
Monophenanthrolinkomplexe. Allerdings ist die Assoziationskonstante des zweiten
PHENSs sowohl fiir Cu' (log K2=5,5)%? als auch fiir Cu" (log K2=6,6)* zu gering fiir
die Bildung des Komplexes im submikromolekularen Konzentrationsbereich. Stabile
2:1-Komplexe werden mit Bisphenanthrolinliganden gebildet (s. Abb. 10), welche
vor allem im Fall des 3-Clip-phen eine hohe Nucleaseaktivitit zeigen.>* Die

Geschwindigkeit der oxidativen Spaltung von DNA bleibt jedoch gering.

s ot S w
cull H,N “cut! H,N cu!

_N/ N _N/ N\ { _N/ N
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Abb.10:  Berechnete Strukturen fiir Cu'M-Bisphenanthrolinkomplexe. Links: [Cu(phen)]>",
Mitte: Cu(3-Clip-phen)?#, rechts: Cu(2-Clip-phen)2++.55

Durch den Linker zwischen den Phenanthrolinliganden kann die Struktur des

resultierenden Kupferkomplexes beeinflusst werden, was die Berechnungen von
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Reedijk et al. zeigen.®® 3-Clip-phen zeigt hier eine deutliche Abweichung vom
Tetraeder des nicht verbriickten Phenanthrolinkomplexes und liegt so zwischen den
bevorzugten Koordinationsgeometrien von Cu' und Cu'. 2-Clip-phen weist dagegen

wie [Cu(phen):2]*** eine tetraedrische Koordinationssphare auf.
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2 Zielsetzung

Bei einem 2006 vom Arbeitskreis Kriamer veroffentlichten Nucleinsdure-
Detektionsverfahren kommen Metallkomplexe von 3,5-terminal mit TPY
modifizierten DNA-Oligonucleotiden zum Einsatz. Zur Optimierung des Verfahrens
und zur Bestédtigung des postulierten Mechanismus ist es notwendig, grundlegende
kinetische und thermodynamische Parameter wie Dissoziationsraten ka oder
Stabilitatsskonstanten K der [(TPY):DNA]M"-Komplexe zu ermitteln.

In der Diplomarbeit des Verfassers wurde bereits nachgewiesen, dass die kinetische
Stabilitdt der DNA-Sonde nicht von ihrer Bindungsdoméne fiir Target-DNA
beeinflusst wird. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Fe aufgrund der zu hohen
Stabilitat der resultierenden Komplexe nicht als Metallzentrum in [(TPY):DNA]M" -
Komplexen geeignet ist, Zn" hingegen das Anforderungsprofil erfiillt.

Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung der Stabilitdtskonstanten K der
[(TPY):DNA]M"-Komplexe durch Konkurrenzexperimente mit dem 6-zdhnigen
Liganden N,N,N’,N’-Tetrakis-(2-methylpyridyl)ethylendiamin (TPEN). Dabei sollten
sowohl Zn" als auch Cu" als Metallzentrum charakterisiert werden.

Im bestehenden Detektionsverfahren ist als Amplifikationsschritt eine Cu'-
katalysierte Reaktion enthalten. Zur Optimierung des Verfahrens und Belegung des
postulierten Mechanismus sollten alternative Cu'-katalysierte Reaktionen oder Cu'-
Nachweise in das bestehende System integriert werden. Im Vordergrund sollten der
Cu'-Sensor Zinpyr, eine Click-Reaktion sowie eine Hydrazidspaltung mit

anschlieflendem enzymatischen Assay stehen.

Ein weiteres im Arbeitskreis Krimer verfolgtes Anwendungsgebiet fiir modifizierte
Oligonucleotide ist der Einsatz in der Einzelmolekiilspektroskopie. 2006 konnte in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Herten mit Hilfe eines mit BPY modifizierten
Oligonucleotids die Fluoreszenzloschung eines an komplementare DNA gekoppelten
Farbstoffes durch Cu" erstmals auf Einzelmolekiilebene beobachtet werden.*

Die einzelmolekiilspektroskopische Untersuchung katalytischer Prozesse hat im
Bereich der enzymatischen und heterogenen Katalyse an Oberfldchen

bemerkenswerte Fortschritte gemacht.> Bisher ist es jedoch nicht gelungen, die
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Katalyse an immobilisierten niedermolekularen Verbindungen einzelmolekiil-
spektroskopisch zu verfolgen.

Bisphenanthrolinkomplexe katalysieren als , kiinstliche Oxidasen” die Oxidation
elektronenreicher Phenole wie Hydrochinon und Catechol in wassrigen Medien. Die
Mechanismen wurden untersucht,” werden aber bis heute kontrovers diskutiert.*!
Weiterhin ist die von Pyridin-Cu"-Komplexen katalysierte oxidative Polymerisation
von 2,6-Dimethylphenol zu Poly(1,4-phenylenether) ein grofitechnischer Prozess.
Das daraus gewonnene Mischpolymer Noryl ist einer der wichtigsten Thermoplaste
mit Milliardenumsatzen. Auch der Mechanismus dieser Reaktion, die ebenfalls in
wassriger Losung durchgefiihrt werden kann, ist nicht vollstandig geklart.>®

Ziel dieser Arbeit war die Synthese des Bisphenanthrolin-Liganden 3-Clip-phen (CP),
der nach Komplexierung eines Cu'-Ions einen funktionierenden Redoxkatalysator
darstellt. Im weiteren sollte ein mit CP modifiziertes Oligonucleotid synthetisiert
werden, das eine Immobilisierung des Katalysators ermdglicht. Ensemblemessungen
zur Stabilitat der Cu-Komplexe und ihrer Redoxaktivitédt sollten erste Erkenntnisse
beziiglich der Eignung des Systems fiir Einzelmolekiilexperimente liefern.

Das Ziel des gesamten Teilprojektes ist es, eine kupferkatalysierte Redoxreaktion im
Einzelmolekiilexperiment mit Hilfe eines Chelator-TMR-DNA-Konjugates zu
verfolgen. Katalytische Zyklen sollten sich in einem Wechsel zwischen hellen und
dunklen Zustanden manifestieren, da die Fluoreszenz in Gegenwart von Cu", nicht
aber Cu' geldscht wird. Der CP-Ligand wurde dafiir gezielt ausgewadhlt, da seine
Fahigkeit, mit Cu”™ redoxaktive Komplexe zu bilden, literaturbekannt ist
(vgl. Kap. 1.5). Die oxidative Spaltung von DNA durch Bisphenanthrolinkomplexe
spielt dabei hochstens eine untergeordnete Rolle, da diese Reaktion bezogen auf die
fir die Einzelmolekiilstudien relevante Zeitskala relativ langsam und auflerdem
stark von den Reaktionsbedingungen abhangig ist. Im Arbeitskreis Krimer konnte
bereits durch HPLC-Analyse gezeigt werden, dass [(PHEN).Cu]* in Gegenwart eines
Uberschusses an reduzierenden Agentien weder Einzel- noch Doppelstrang-DNA

spaltet.!®
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1  Stabilitdt von [(TPY):DNA]M!-Komplexen

3.1.1 Kinetische Stabilitat

In der Diplomarbeit des Verfassers wurden die Dissoziationsraten fiinf
synthetisierter (TPY):DNAs (DNA1-5, s. Tab. 3) mit Zn" als Metallion in Gegenwart
des Liganden TPEN untersucht (s. Abb. 11). Die dabei eingesetzte Konzentration an
TPEN war so hoch, dass das thermodynamische Gleichgewicht weit auf der Seite des

TPEN-Zink-Komplexes liegt.>

ks
+  TPEN ~—— | *+ (TPEN)M!

()

Abb.11:  Bestimmung der kinetischen Dissoziationskonstanten der Komplexe [(TPY):DNA]JM!
mit Hilfe des Chelators TPEN.

Zur Ermittlung der Dissoziationsgeschwindigkeiten wurde der 1:1-Komplex aus
(TPY)DNA und Zn" in-situ erzeugt, mit TPEN versetzt und iiber einen Zeitraum von
bis zu 20 Stunden UV/VIS-spektrophotometrisch im Wellenldngenbereich von
300 nm bis 340 nm untersucht. Abb. 12 links zeigt exemplarisch ein solches Spektrum
von DNA1. Die Abnahme der fiir [(TPY):DNA]Zn" typischen Doppelbande der
Absorption zwischen 305 nm und 330 nm ist deutlich zu erkennen. Diese Bande ist
der (TPY)2Zn"-Einheit zuzuordnen, wahrend freies TPY bei kiirzeren Wellenldngen
(290 nm, 228 nm) absorbiert.*> Aus diesen Spektren wurde die Absorption bei 323 nm

entnommen und gegen die Zeit aufgetragen (s. Abb. 12 rechts).
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Abb.12:  Anderung der UV-Absorption von [(TPY):DNA1]Zn" mit der Zeit in Gegenwart von
TPEN. Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen 5 uM [(TPY)DNA1], 5 uM ZnSOs,
100 uyM TPEN, 0,1 M NaCl bei pH 7,0 (10 mM MOPS-Puffer) und 25 °C. Links:

Wellenlangenbereich von 300 nm - 340 nm, rechts: Bei 323 nm.

Durch Extrapolation wurde die Asymptote des exponentiellen Abfalls bestimmt und
so die Halbwertszeit graphisch ermittelt. Die Dissoziationsraten berechnen sich
daraus zu ka=In2/tx (s. Tab. 3). Die Fehlergrenzen der Halbwertszeit liegen bei

+ 10 min, was einer Abweichung der Dissoziationsraten von + 0,07 h'! entspricht.

Linge der DNA-Sequenz | t»:[min] | ka [h1]
DNA1 20mer 230 0,18
DNA2 15mer 253 0,16
DNA3 25mer 135 0,31
DNA4 28mer (Hairpin) 155 0,27
DNA5 20mer 240 0,17
Tab. 3: Halbwertszeiten und Dissoziationsraten von [(TPY):DNA]Zn" mit DNA1-5 ermittelt

aus der Absorptionsabnahme bei 323 nm. Die Basensequenzen sind in Kap. 6.1

aufgefiihrt.

Die ermittelte Dissoziationsrate fiir [(TPY).DNA1]Zn" liegt mit ka = 0,18 h'! in der
Grofsenordnung des bereits von Nora Graf ermittelten Wertes von ka = 0,10 h.%

ka ist unabhdngig von der TPEN-Konzentration, d.h. es handelt sich um eine
Reaktion erster Ordnung, deren Geschwindigkeit allein durch die

,Ringoffnungsrate” des [(TPY):DNA]Zn"-Komplexes bestimmt wird. Dies wird
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durch die in guter Naherung lineare Abhdngigkeit von In[Abs(t)/Abs(0)] von der Zeit
bestatigt (s. Abb. 13).
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Abb.13:  Logarithmische graphische Darstellung der Werte der Absorption bei 323 nm
(s. Abb. 12) von [(TPY):DNA1]Zn" mit der Zeit in Gegenwart von TPEN.

Aus den ermittelten Dissoziationsraten geht hervor, dass die Prdorganisation der
beiden TPY-Einheiten, welche durch die Lange der DNA-Sequenz (DNA1-3, DNAS5)
bzw. intramolekulare Hybridisierung (DNA4, Hairpin-Struktur) bestimmt wird,
kaum einen Einfluss auf die Dissoziationsgeschwindigkeit des [(TPY):DNA]Zn"-
Komplexes hat. Auch die Basensequenz der DNA (DNA1, DNAS5) scheint die
kinetische Stabilitat von [(TPY).DNA]Zn" nicht zu beeinflussen.

Analog zu den [(TPY).DNA]Zn"-Komplexen wurde auch die Dissoziationsrate eines
[(TPY):DNA]Cu-Komplexes ermittelt. Aufbauend auf den vorangegangenen
Ergebnissen wurde nur DNA1 eingesetzt. Ahnlich zu [(TPY):DNA]Zn" (s. Abb. 12)
zeigt auch [(TPY):DNA]Cu" eine typische Doppelbande der Absorption zwischen
305 nm und 330 nm. Auch wenn die Bande weniger ausgepragt ist, lasst sich die
Abnahme der Absorption deutlich verfolgen, die Absorption bei 313 nm entnehmen
und gegen die Zeit auftragen (s. Abb. 14).

Offensichtlich sind [(TPY)DNA]Cu-Komplexe deutlich labiler als ihre Zn"-Analoga,
wie das rasche Erreichen eines konstanten Endniveaus zeigt. Die Reaktion ist bereits
nach etwa 20 min vollstandig abgelaufen, die Halbwertszeit liegt bei 2,5 min. Daraus
errechnet sich eine Dissoziationsrate von ka=~22,0 h'. Die Fehlergrenzen der
Halbwertszeit liegen bei + 0,25 min, was einer Abweichung der Dissoziationsraten

von + 2,0 h' entspricht.
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Abb.14:  Anderung der UV-Absorption von [(TPY):DNA1]Cu!! mit der Zeit in Gegenwart von
TPEN I. Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen 5 pM [(TPY).DNA1], 5 uM CuSOs,
100 uM TPEN, 0,1 M NaCl bei pH 7,0 (10 mM MOPS-Puffer) und 25 °C. Links:

Wellenlangenbereich von 300 nm - 340 nm, rechts: Bei 313 nm.

3.1.2 Thermodynamische Stabilitit

Ahnlich der in Kap.3.1.1 vorgestellten Methodik zur Bestimmung der
Dissoziationsraten ka wurden auch Stabilitatskonstanten K fiir sowohl Zn'- als auch
Cu'-Komplexe von (TPY):DNA experimentell ermittelt. Hierbei wird der
Konkurrenzligand TPEN jedoch nicht im grofen Uberschuss, sondern in einer
Konzentration dhnlich der des [(TPY):DNA]M!-Komplexes eingesetzt. Das
ermoglicht die Einstellung eines Gleichgewichts, in dem [(TPY):DNAJM! und
(TPEN)M!" nebeneinander vorliegen. Die Gleichgewichtseinstellung wird tiiber die
Anderungen der charakteristischen Absorptionsbanden der (TPY).M!-Einheiten bis
hin zu einem konstanten Endniveau spektrophotometrisch verfolgt (s. Abb. 15). Das
unterste Spektrum zeigt eine unmetallierte (TPY):DNA und stellt den Referenzwert
tiir eine vollstandige Demetallierung von [(TPY).DNA]M! dar.

Die Lage des Endniveaus gibt Aufschluss iiber die Konzentrationen an verbliebenem
[(TPY):DNA]JM" und gebildetem (TPEN)M!, die dann in Relation gesetzt werden
konnen. Die Stabilitdtskonstanten fiir (TPEN)Zn" (log K=15,0)° und (TPEN)Cu"
(log K=20,6)" sind literaturbekannt, so dass tiber das Massenwirkungsgesetz die

Stabilitatskonstante fiir [(TPY).DNA]M" errechnet werden kann.

_|iczey),DNAM " | [rPEN]
[(TPY), DNAIMT [(TPEN)M IIJ X [(TPY)ZDNA] x (TPEN )M
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Abb.15:  Anderung der UV-Absorption von [(TPY):DNA1]ICu!! mit der Zeit in Gegenwart von
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TPEN II. Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen 5 pM [(TPY)DNA1], 5 pM

CuSOs, 5 uM TPEN, 0,1 M NaCl bei pH 7,0 (10 mM MOPS-Puffer) und 25 °C.

Links: Wellenldangenbereich von 300 nm - 340 nm, rechts: Bei 313 nm.

In Tab.4 sind die Stabilititskonstanten der fiinf synthetisierten (TPY):DNAs
(DNA1-5) mit Zink als Metallion aufgefiihrt. Es bestatigt sich, dass die Stabilitdt des
(TPY)DNA-Zn"-Komplexes weitgehend unabhdngig von Basensequenz und
Sekundarstruktur der DNA-Sequenz ist. Die Stabilitdtskonstante betragt ungefahr

log K =15.

Die Stabilitatskonstante fiir [(TPY)DNA]Cu! wurde mit log = 20,4 ermittelt und liegt

damit 5 Grolenordnungen hoher als die Werte fiir Zn". Die Fehlergrenzen der

Stabilitatskonstanten liegen bei + 0,3

Linge der DNA-Sequenz log K
DNA1 20mer 14,8
DNA2 15mer 14,9
DNA3 25mer 15,1
DNA4 28mer (Hairpin) 15,7
DNA5 20mer 15,8
Tab. 4: Stabilititskonstanten log K von [(TPY):DNAJZn" mit DNA1-5. Die Basensequenzen

sind in Kap. 6.1 aufgefiihrt.
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Die Ergebnisse zeigen, dass (TPY):DNA-Komplexe von Zn" eine sehr hohe
thermodynamische und kinetische Stabilitdt aufweisen. Wahrend [(TPY):DNA]Cu'-
Komplexe thermodynamisch deutlich stabiler sind, besitzen sie dabei jedoch eine
hohe kinetische Labilitat.

Bezogen auf das in Kap.1.2 vorgestellte Konzept zur Anwendung von
[(TPY):DNA]IM" als allosterische Sonde zur Nucleinsdauredetektion lasst sich
feststellen, dass sowohl die kinetische als auch die thermodynamische Stabilitdt der
[(TPY):DNA]Zn"-Komplexe unabhdngig von der Bindungsdomaéne fiir das DNA-
Target ist. Dies erhoht zum einen die Anwendbarkeit des Systems, da es so zu keinen
Einschrankungen des Targets im Bezug auf DNA-Sequenz oder Sekundarstruktur
kommt. Dariiber hinaus scheint jedoch wenig Spielraum fiir eine weitere
Optimierung der Sondenstruktur zu bleiben.

Die (TPY):DNA-Komplexe von Cu" sind durch ihre hohe thermodynamische
Stabilitat bei gleichzeitiger Labilitdit optimale Sondensysteme im allosterischen
Detektionssystem. [(TPY):DNA]Cu" liefert aufgrund seiner Stabilitdt nur einen sehr
geringen Hintergrund , falsch positiver” Signale. Das Gleichgewicht mit anderen in
der Reaktionsmischung anwesenden Liganden liegt stets weit auf der Seite des
Bisterpyridinkomplexes. Erst bei Anwesenheit komplementdrer DNA fiihrt die
resultierende  Destabilisierung des [(TPY):DNA]Cu-Komplexes zu einer
Verschiebung des Gleichgewichtes, wobei durch die geringe kinetische Stabilitat eine
sofortige und effiziente Detektion oder Komplexbildung mit Prdkatalysatoren

stattfinden kann.
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3.2  Mechanistische Untersuchungen zum DNA-Nachweis
mit [(TPY):DNA]M"-Komplexen

Fiir das Nucleinsdauredetektionssystem (s. Abb.5) wurde ein Mechanismus
postuliert, bei dem der stabile Bisterpyridin-M"-Komplex der DNA-Sonde durch
Hybridisierung mit Target-DNA destabilisiert wird. Auf diese Weise wird
zugesetzten Liganden ermoglicht, M in einer Gleichgewichtsreaktion aus dem
Komplex zu extrahieren und selbst einen katalytisch aktiven Komplex zu bilden. Die
Einstellung des Gleichgewichts wird dabei von den Stabilitatskonstanten des
Bisterpyridin-M"-Komplexes und des Ligand-M"-Komplexes sowie den
Mengenverhéltnissen der eingesetzten Liganden bestimmt.

Bei der Bildung eines katalytisch aktiven Cu'-PHEN-Komplexes im
Detektionssystem wurde ein 10-facher Uberschuss PHEN eingesetzt. Dennoch ist
unklar, ob sich ein Komplex mit einem oder zwei PHEN-Liganden bildet. Auch die
Moglichkeit eines terndren Komplexes mit einem PHEN- und einem TPY-Liganden
muss in Betracht gezogen werden.

Durch Untersuchungen mit Zinpyr sollten sowohl Informationen tiiber die Lage des
Gleichgewichtes nach der Destabilisierung des Bisterpyridin-M"-Komplex der DNA-
Sonde sowie die gebildeten Folgekomplexe erhalten werden.

Zinpyr stellt sowohl fiir Cu"" als auch fiir Zn" einen hochsensitiven Fluoreszenzsensor
dar und wurde im Jahr 2000 von Lippard et al. erstmals beschrieben.®? Zwei
Bispicolylamin-Einheiten dienen als Chelator fiir Metallionen und sind an die
Reportereinheit Fluorescein gebunden. Die Koordination eines Metallions durch die
drei Stickstoffatome eines Bispicolylamin-Restes und das phenolische Sauerstoffatom
am  Fluorescein (5. Abb.16) fiihrt zu deutlichen Anderungen der
Fluoreszenzintensitat. Die Koordination eines zweiten Metallions hat nahezu keinen
weiteren Effekt.

Komplexation einer subnanomolaren Konzentration an Zn" fiihrt bei pH 7 zu einer
mehr als 3-fachen Intensitatserhohung, Cu" zu einer Loschung der Fluoreszenz auf
ca. 10 %.** Dabei wurden spezielle Metallpuffer angewendet, um durch

Metallkontaminationen hervorgerufene Effekte zu unterdriicken. Diese sind jedoch
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fiir Experimente im Rahmen des Nucleinsduredetektionssystems nicht verwendbar,

wodurch die Sensitivitat des Nachweises deutlich sinkt.

+M?* H,0

-M2*, H,0

Abb.16:  Struktur und Metallkoordination von Zinpyr.

Experimente mit [(TPY):DNA]JZn" zeigen erneut die grofie thermodynamische
Stabilitat der eingesetzten DNA-Sonde auf, selbst nach 120 min gemeinsamer
Inkubation mit Zinpyr ist keine Intensitatserhohung detektierbar (s. Abb.17). In
einem zuvor durchgefithrten Kalibrierungsexperiment wurde Zinpyr mit einem
Aquivalent freiem Zn! versetzt und so eine 26-fache Verstirkung des

Fluoreszenzsignals erzielt.

Sonde + Zinpyr
—— Sonde + Zinpyr 120min

Sonde + Zinpyr + Target

rel. Intensitat
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Abb.17:  Anderung der Fluoreszenz von Zinpyr mit [(TPY):DNA]Zn" durch Zugabe von Target-
DNA bzw. Zn". Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen 1 pM [(TPY):DNA1]Zn"
(=Sonde) 1 uM Zinpyr und 1,1 uM Target (blau), 1 uM Zn" (rot) in 0,1 M NaCl bei pH 7,0
(50 mM MOPS-Puffer) und 25 °C. Die Anregungswellenldnge betrug 504 nm.
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Bei Anwesenheit von Target-DNA kommt es zu einer 1,6-fachen Erhohung der
Anfangsintensitat. Dabei wurden mehrere Vorgehensweisen verfolgt. Zum einen
wurde zundchst (TPY):DNA1 mit Target-DNA 30 min bei 40 °C inkubiert und
danach Zn" und Zinpyr zugegeben. Alternativ wurde erst [(TPY):DNA1]Zn" gebildet
und dieses dann mit Target-DNA inkubiert. SchliefSlich wurde die Hybridisierung
von Sonde und Target auch in-situ in der Kiivette durchgefiihrt, wobei fiir 5 min auf
60 °C erhitzt wurde. Bei allen Durchfiihrungsvarianten wurde qualitativ dasselbe
Ergebnis erhalten, was den postulierten Mechanismus der aktiven Sondendffnung
aus der zyklischen in die gestreckte Form durch Target-DNA sttitzt.

Diese Effekte wurden durch Experimente mit [(TPY):DNA1]Cu" bestatigt. Hier ist
nach 120 min gemeinsamer Inkubation mit Zinpyr kein Intensitatsverlust
beobachtbar. Durch Zugabe von Target-DNA wird eine Loschung der Fluoreszenz
auf 40 %, mit einem Aquivalent freiem Cu' auf 17 % erreicht (s. Abb. 18). Im
Vergleich mit [(TPY):DNA1]Zn" ist die Anderung der Fluoreszenzintensitit etwas
deutlicher, was die unterschiedlichen Stabilitaten der Cu" und der Zn" enthaltenden

Sonde (s. Kap. 3.1) widerspiegelt.

0.8

Sonde + Zinpyr

Sonde + Zinpyr 120min
06 1 py

Sonde + Zinpyr + Target

Sonde + Zinpyr + 1 eq Cu(ll)

rel. Intensitat
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Abb.18:  Anderung der Fluoreszenz von Zinpyr mit [(TPY):DNA]Cu! durch Zugabe von Target
und Cu". Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen 1 puM [(TPY):DNA1]Cu"
(=Sonde), 1 uM Zinpyr und 1,1 uM Target (blau), 1 uM Cu" (rot) in 0,1 M NaCl bei pH
7,0 (50 mM MOPS-Puffer) und 25 °C. Die Anregungswellenldange betrug 504 nm.

Die nur partielle Fluoreszenzanderung von Zinpyr konnte mehrere Griinde haben.
Da Sonde und Zinpyr im dquimolaren Mafistab eingesetzt wurden, ist es moglich,
dass das Gleichgewicht zwischen [(TPY)DNA]JM!" und dem Zinpyr-M"Komplex
nicht vollig auf der Seite des Zinpyr-M!-Komplexes liegt. Dagegen sprechen jedoch
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die grofie Stabilititskonstante von Zinpyr fir Zn' (logK=9)% und
Kontrollexperimente mit Bisterpyridin-M"-Komplexen, welche schnelle und
vollstandige Verstarkungs- bzw. Loschungseffekte zeigten. Ein Metallkomplex mit
zwei freien TPY-Liganden ist in der Stabilitat vergleichbar mit dem Sondensystem
nach Hybridisierung mit Target-DNA, so dass das Gleichgewicht weit auf der Seite
des Zinpyr-M"-Komplexes liegen sollte.

Eine weitere Moglichkeit konnte eine langsame oder unvollstandige Hybridisierung
der Sonde mit Target-DNA sein. Da der Zinpyr-Ligand nur mit destabilisierten
Bisterpyridin-M"-Komplexen in Wechselwirkung treten kann, waren verminderte
Verstiarkungs- oder Loscheffekte zu erwarten. Ein Uberschuss von bis zu
10 Aquivalenten Target zeigte jedoch keine Veranderung der Fluoreszenz, was auch
diese Ursache ausschliefit. Zusdtzlich wird eine langsame Hybridisierung durch
Heizen auf 40 °C bzw. 60 °C vermieden. Dies zeigt sich darin, dass sich die
Fluoreszenzintensitat auch mit der Zeit nach der Hybridisierung nicht mehr dndert.
Weiterhin wurde die Kinetik der Hybridisierung bei Raumtemperatur mit Zinpyr als
Reporter untersucht. Bereits nach 6 min wird ein Endniveau erreicht, was eine

schnelle Reaktion anzeigt (s. Abb. 19).

rel. Intensitat

0 100 200 300 400 500 600
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Abb.19:  Anderung der Fluoreszenz von Zinpyr mit [(TPY):DNA]JCu'! bei 529 nm mit der Zeit
durch Zugabe von Target-DNA. Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen 1 uM
[(TPY)DNA1]Cu”, 1 uM Zinpyr, 1,1 pM Target, 0,1 M NaCl bei pH 7,0 (50 mM MOPS-
Puffer) und 25 °C. Die Anregungswellenldnge betrug 504 nm.

Eine dritte Moglichkeit zur Erklarung der unvollstindigen Verstairkung bzw.
Loschung der Fluoreszenz ist die Bildung eines ternaren Komplexes, bei dem sowohl

TPY als auch Zinpyr M" koordinieren. Die zusatzliche Koordination durch TPY
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konnte die Wechselwirkung mit dem phenolischen Sauerstoff von Zinpyr schwéachen
und so verminderte Effekte auf die Fluoreszenzeigenschaften der Fluoresceineinheit

erzeugen.

Auch durch die Experimente mit Zinpyr konnte keine liickenlose Aufklarung des
Mechanismus des Transduktionsvorgangs im Nucleinsdauredetektionssystem erreicht
werden. Jedoch wurden wichtige Informationen erhalten, die eine schnelle und
vollstandige Hybridisierung mit Target-DNA belegen. Die Bildung eines terndren
TPY-Zinpyr-M"-Komplexes wird vermutet. Der FEinsatz eines 6-zdhnigen
Prakatalysators mit hoher Affinitit zu Cu' und Zn" konnte zur weiteren

Optimierung des Nachweisverfahrens dienen.

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit von Zinpyr wurde in der Quantifizierung von
[(TPY):DNA]M!" entdeckt. Bei der Modifizierung von DNA mit TPY traten haufig
Kontaminationen der (TPY):DNA mit Cu" auf, so dass im MALDI-TOF-
Massenspektrum Mischfraktionen aus (TPY):DNA und [(TPY).DNA]Cu" beobachtet
wurden. Da eine genaue Quantifizierung der DN A-Konjugate mittels Cu"-Titration
so nicht mehr moglich war, wurden solche Verunreinigungen bisher stets verworfen.
Titriert man jedoch eine teilweise bereits mit Cu" versetzte (TPY)DNA mit weiterem
Cu' bei Anwesenheit von Zinpyr, so zeigt eine beginnende Loschung der
Fluoreszenz deutlich den Aquivalenzpunkt an. Zusammen mit der zuvor iiber die
Absorption der DNA-Basen bestimmte Konzentration der DNA-Konjugate kann
[(TPY):DNA]Cu" mit exakt bestimmter Konzentration erhalten werden, die eine

Vielzahl von Experimenten ermoglicht.

3.3 Integration alternativer katalytischer Module in das

DNA-Nachweissystem

Im Amplifikationsschritt des in Kap.1.2 vorgestellten Nachweissystems fiir
Nucleinsduren steht eine Cu-katalysierte Reaktion im Mittelpunkt (s. Abb. 5). Zur

Bestdtigung und Optimierung des Verfahrens und Belegung des postulierten
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Mechanismus wurden alternative Cu'-katalysierte Reaktionen in das bestehende
System integriert. Idealerweise sollte dabei ein deutlich vom Hintergrund
unterscheidbares Signal hoher Intensitdt in kurzer Zeit generiert werden. In Frage
kommende Reaktionen miissen in Wasser bei einem pH-Wert von 7 ablaufen und
schon bei geringen Katalysatormengen hohe Umsatzgeschwindigkeiten erreichen.
Das Produkt sollte farbig oder fluoreszierend sowie deutlich vom Edukt
differenzierbar sein, um eine hohe Sensitivitat zu ermoglichen. Weiterhin ist eine nur
geringfligige Aktivitit bei Abwesenheit von Cu!! nétig, um ein deutlich vom
Hintergrund unterscheidbares Signal zu generieren.

Eine entscheidende Rolle spielt der zugesetzte Prakatalysator. Dieser muss nicht nur
mit Cu" eine katalytisch aktive Spezies bilden, sondern auch eine gentigend hohe
Affinitdit aufweisen, um Cu' aus dem bei Anwesenheit von Target-DNA
vorliegenden intermolekularen Bisterpyridinkomplex zu extrahieren (s. Abb. 20).
Gleichzeitig sollte es nicht zur Offnung des zyklischen [(TPY):DNA]Cu"-Komplexes
in Abwesenheit von Target-DNA kommen, so dass basierend auf den Ergebnissen

aus Kap. 3.1 und 3.2 eine Stabilitatskonstante log K=9 - 18 in Frage kommt.

2

tpy P
Cu' —» Cu'P
tpy

Abb.20:  Komplexierung von Cu durch Prikatalysator und anschlieSende Amplifikation nach
Hybridisierung von [(TPY):2DNA]Cu mit komplementidrer DNA. (P = Prakatalysator)

3.3.1 Click-Reaktion

Die 1,3-dipolare-Huisgen-Cycloaddition eines Alkins an ein Organoazid stellt eine
interessante Methode zur Kohlenstoff-Heteroatom-Verkniipfung dar (s. Abb. 21).
2002 beobachteten Sharpless®* und Meldal®® unabhidngig voneinander die katalytische
Wirkung von Cu' und fiithrten die Bezeichnung ,Click-reaction” ein.®® Viele

Anforderungen einer biologisch relevanten Nachweisreaktion werden erfiillt:
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Sowohl die Edukte als auch das Produkt sind unter physiologischen Bedingungen
stabil, die Reaktion verlauft rasch und mit hohen Ausbeuten. Von entscheidender
Bedeutung ist die Verwendung eines Cul-stabilisierenden Liganden.®” Meist werden

Tristriazolyl-Amine verwendet.

Cull

Ascorbat R -R
R—=+ NyR - N

Ligand

Abb.21:  Schema der Click-Reaktion. Die benétigte Cu'-Verbindung kann in-situ durch Zugabe

von Cu™ und Ascorbat generiert werden.

Diese Reaktion wurde schon vielfach zur Funktionalisierung von DNA eingesetzt,%7!
aber auch Anwendungen als Chemidosimeter fiir Cu" sind bekannt. 7

Cu" wird haufig tiber seine Eigenschaft der Fluoreszenzldschung nachgewiesen, eine
,turn-on”-Reaktion ist jedoch stets vorzuziehen. Click-Reaktionen bieten eine
Moglichkeit, durch ~ Anwesenheit von Kupfer eine Erhohung der
Fluoreszenzintensitiat zu erreichen. So konnten beispielsweise Zhou und Fahrni die
Elektronendonoreigenschaften des in der Click-Reaktion gebildeten Triazols zur
Modifizierung der Fluoreszenzeigenschaften eines Cumarinderivates nutzen.”> Die
Intensitat stieg bei der Konjugation des Fluorophors an ein Azid stark an.

Im Arbeitskreis Kramer wurde 2009 ebenfalls ein System vorgestellt, bei dem es
durch eine Click-Reaktion zur Bildung eines fluoreszenten 1,8-Naphthalimids
kommt.”? Die Reaktion wurde zum Templat-vermittelten Nachweis von

Nucleinsduren verwendet (s. Abb. 22) und Cu' stochiometrisch eingesetzt.

[CuL]*

Abb.22:  Templat-vermittelte Click-Reaktion unter Bildung eines Triazol-funktionalisierten
1,8-Naphthalimids.
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Basierend auf den Ergebnissen von Elmar Jentzsch™ sollte die Click-Reaktion von
4-(Azidomethyl)-benzoesdure und eines in 4-Position Alkin-substituierten
1,8-Naphthalimids als kupferkatalysiertes Amplifikationsmodul in das etablierte
Nucleinsduredetektionssystem integriert werden (s. Abb.23). Als Prdkatalysator

wurde Tris((1-hydroxypropyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amin (THPTA) eingesetzt.

HOOC_Q_\N3 + = Z_/_NH2
2 &

tpy THPTA
cul —— [CU'THPTA]
Ascorbat

7

tp,
cu2+
tpy

Abb.23:  Angestrebtes Nachweissystem fiir Nucleinsduren mit [(TPY):2DNA]Cu" und einer

Click-Reaktion als Amplifikationsmodul.

In Vorversuchen wurde zunachst die optimale Substrat-, THPTA- und Ascorbat-
Konzentration ermittelt, welche moglichst unabhangig von der Konzentration des
eingesetzten Cu" sein sollten. Fiir die Substrate wurden Konzentrationen zwischen
20 uM und 1000 uM untersucht, fiir THPTA 5 - 100 uM, fiir Ascorbat 0,1 - 5 mM. Bei
400 uM Azid und Alkin, 50 pM THPTA und 1 mM Ascorbat konnten schnelle Click-
Reaktionen beobachtet werden, so dass diese Konzentrationen im Folgenden
verwendet wurden. Weiterhin wurden zwei Durchfiihrungsvarianten untersucht,
zum einen die direkte Reaktion in der Kiivette im Fluorimeter, zum anderen eine
Inkubation aller Reaktanden im Thermomixer bei 25 °C mit anschliefSender Messung.
Letztere erwies sich als iiberlegen und erzielte deutlich hohere Umsatze. Die
optimierte Inkubationszeit betrug 90 min.

Cu" wurde in Konzentrationen zwischen 0,5 puM und 10 uM eingesetzt. Dabei stellte
sich heraus, dass submikromolare Cu'-Konzentrationen die Reaktions-
geschwindigkeit nicht entscheidend beeinflussen (s. Abb. 24), so dass eine Erhohung
der Empfindlichkeit des bestehenden Systems nicht moglich ist. Dennoch konnte
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durch die Integration der Click-Reaktion eine sehr interessante Signalkaskade

aufgebaut werden, so dass das Projekt weitergefiihrt wurde.

ohne Cu(ll)
0,5 uM
—1,0uM
—25uM
—5,0 M
—7,5uM
—10,0 uM

rel. Intensitat

Wellenldnge [nm]

Abb. 24: Fluoreszenz nach Click-Reaktion bei verschiedenen Cu'-Konzentrationen. Die
Konzentrationen in der Kiivette betrugen 200 mM NaCl, 1 mM Ascorbat, 50 uM THPTA,
400 pM Substrate und 0- 10 uM Cu™ bei pH 7,0 (10 mM MOPS-Puffer) und 25 °C. Die
Anregungswellenldange betrug 340 nm.

Daraufhin wurde das in den bisherigen Experimenten eingesetzte freie Cu' durch
Bisterpyridin-Cu'-Komplexe ersetzt, welche jedoch keine detektierbare Aktivitat
aufwiesen. Eine Erhohung der THPTA-Konzentration zeigte keinen Effekt. Daraus
lasst sich folgern, dass der THPTA-Ligand eine zu geringe Affinitat zu Cu" hat, um
dieses aus dem Bisterpyridin-Komplex zu extrahieren. Weiterhin wurde die
Ascorbat-Konzentration erhoht, um eine Reduktion von Cu" zu Cu! zu erzwingen, da
THPTA vor allem Cu' stabilisiert. Auch dies zeigte jedoch keine Wirkung.
Abschlieffend wurden Experimente mit [(TPY):DNA1]Cu" durchgefiihrt, um das in
Abb. 23 dargestellte Detektionssystem zu realisieren. Aufgrund der grofien dsDNA-
Reste an der (TPY):Cu-Einheit wére eine zusatzliche Destabilisierung gegeniiber
freien Bisterpyridin-Cu'-Komplexen denkbar, so dass ein nachweisbarer Umsatz in
der Click-Reaktion zu beobachten sein konnte.

Dazu wurden zundchst 5 uM [(TPY):DNA1]Cu" und 5,5 uM Target-DNA 2 min bei
90 °C inkubiert und innerhalb von 30 min auf 20 °C abgekiihlt, um eine vollstindige
Hybridisierung zu gewahrleisten. Nach Zugabe der Substrate, Ascorbat und THPTA
wurde weitere 90 min bei 25 °C inkubiert und danach die Fluoreszenz bei 25 °C und
60 °C gemessen. Als positives Kontrollexperiment wurde eine Probe zusitzlich mit

3uM freiem Cu' versetzt. Im DNA-Experiment konnte im Gegensatz zum



Ergebnisse und Diskussion 32

Kontrollexperiment mit freiem Cu' kein Umsatz detektiert werden (s. Abb. 25), was
die Ergebnisse der Vorexperimente mit freien Bisterpyridin-Cu-Komplexen
bestatigt: Die Kupferaffinitat des Prakatalysators THPTA ist nicht hoch genug, um
das Gleichgewicht in der Konkurrenz zum (TPY):Cu" Komplex in Richtung des
THPTA-Komplexes zu verschieben, weshalb das angestrebte Detektionssystem nicht

realisiert werden konnte.

2.5

2.0

Sonde
—— Sonde + Target-DNA
1.0 4 —— Sonde + 3 pM Cu(ll)

rel. Intensitat

0.5
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Abb. 25:  Fluoreszenz nach Nucleinsduredetektion mit [(TPY):DNA]Cu" und anschliefSender
Click-Reaktion. Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen 5 pM [(TPY)DNA]Cu",
200 mM NaCl, 1 mM Ascorbat, 50 uM THPTA und 400 uM Substrate bei pH 7,0 (20 mM
MOPS-Puffer) und 25 °C (blau), dazu 5,5 uM Target-DNA (rot) und 3 uM Cu" (griin). Die
Anregungswellenldange betrug 340 nm.

3.3.2 Cu!-katalysierte Hydrazidspaltung mit anschliefender HRP-
Aktivierung

Enzyme stellen durch ihre hohen Beschleunigungsfaktoren und die bereits von der
Natur auf physiologische Bedingungen optimierte Wirkungsweise ideale
Katalysatoren in Amplifikationsmodulen fiir das in Kap.1.2 vorgestellte
Nachweissystems fiir Nucleinsduren dar. Der interessante Punkt beim Einsatz
besteht in der Aktivierung des Enzyms. Bereits zwischen 2004 und 2006 wurden im
Arbeitskreis Krimer intensiv mogliche Systeme untersucht.> Der Fokus lag dabei auf
der Verwendung von Enzymen, die durch Extraktion eines Zn"-Ions inaktiviert
vorlagen. Eingesetzt wurden Aldolase, Carboanhydrase, Astacin und Mung Bean
Nuclease. Durch einen positiven DNA-Nachweis kommt es zur Freisetzung des

benotigten Metallions und zur Rekonstitution des Enzyms, was durch eine geeignete
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Wahl der Substrate beobachtbar wird. (s. Abb.26). 2006 wurde ein solches
Nucleinsduredetektionssystem  unter = Verwendung von  Carboanhydrase

veroffentlicht.2

tpy
Zn%

tpy
Priméarrezeptor

(tpy,DNA) @ Substrat
J €nz’

- 3 ubertragenes Holoenzym
Primarsignal Signal

(komplementére DNA) ik

Fluoreszenz §~a‘§

tpy o
oder Farbe

—
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. Signalubemggn" l Signalverswrkun"

Abb.26:  Nachweis von DNA durch eine chemische Signalkaskade mit Amplifikation unter

Verwendung von Carboanhydrase.

2007 wurde im Arbeitskreis Krimer ein Verfahren zum ultrasensitiven Nachweis von
H20: auf Basis einer Rekonstitution von Meerrettich-Peroxidase (HRP) vorgestellt,
das einen dhnlichen Ansatz verfolgte.”

Im aktiven Zentrum der HRP ist als Cofaktor ein Hamin-System enthalten, ein
Eisen-Protoporphyrin IX-Komplex, welcher in vielen Enzymen wie Katalasen oder
Peroxidasen als prosthetische Gruppe dient. Ham-haltige Enzyme sind haufig an
Elektronentransportprozessen beteiligt, wie z.B. der kontrollierten Umsetzung
sauerstoffhaltiger Zwischenprodukte wie Peroxide, Nitrite oder Sulfite. Abb. 27 zeigt
eine generelle Reaktionsgleichung, welche die durch HRP katalysierten Prozesse

anhand des reduzierenden Substrates S beschreibt.

H,0, + 2SH, — HRP 50 + 2SH

Abb.27:  Reaktionsgleichung der katalytischen Umsetzung von Substrat S und H20: mit HRP.
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Zu den typischen Substraten gehoren Phenole, Indole, Amine oder Sulfonate. Ein
kommerziell erwerbliches Substrat ist 3,3’,5,5-Tetramethylbenzidin (TMB), ein
Diamin, welches sich durch Oxidation tiefblau farbt und gut colorimetrisch verfolgt
werden kann. Die blaue Farbe ist durch einen Charge-Transfer-Komplex des
Diamins mit dem entstehenden Diimin zu erkldren. Weitere Oxidation im sauren

Milieu liefert schliefSlich ausschliefdlich das gelbe Diimin (s. Abb. 28).7°

HsC CHj
H2NNH2
HsC CH;
l e _
HsC CHj

o+

HaC CHj,

H,C CHs
ol Y| —
HaC CHs

HsC CH3

HsC CHs
HNNH +2H*
HsC CHs

Abb.28:  Oxidationsprodukte von TMB.

Der im Wasserstoffperoxid-Detektionssystem verfolgte Ansatz beruht auf der
Entfernung des Hadmin-Cofaktors aus HRP und der chemischen Blockierung der
darin  enthaltenen = Carbonsauregruppen als Hydrazide.  Ohne freie
Carbonsauregruppen wird der Cofaktor vom Apoenzym nicht erkannt und es
kommt nicht zur Rekonstitution. H20: spaltet Hydrazide oxidativ ab, regeneriert so
den Cofaktor und leitet die Bildung des Holoenzyms ein, was tiber die Farbreaktion
von TMB leicht nachgewiesen werden kann (s. Abb. 29).

Der Assay besteht also aus zwei Schritten: Zunachst wird der blockierte Cofaktor mit

der H20: enthaltenden Probelosung inkubiert, um die Rekonstitution der HRP zu
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initiieren. Im zweiten Schritt wird die Inkubationslosung hundertfach mit einer
Nachweisldsung verdiinnt, die TMB und einen Uberschuss H20: enthilt. Die beim
positiven Nachweis im ersten Schritt gebildete HRP fiihrt nun innerhalb kurzer Zeit

zur Oxidation des TMB.

T™MB

Abb. 29: H:202-Nachweis iiber oxidative Rekonstitution von HRP mit anschlieSender
Signalamplifikation durch HRP-katalysierte Oxidation von TMB.

Auf diese Weise konnten in nur 40 min bis zu 50 nM (50 fmol) H20: nachgewiesen
werden, was die kommerziellen Detektionssysteme um eine Grofienordnung
ubertrifft.

Hydrazide konnen nicht nur durch Zugabe von Oxidationsmitteln, sondern bei
Anwesenheit von Cu" und einem Reduktionsmittel auch durch Luftsauerstoff zu den
freien Carbonsauren oxidiert werden. Weiterhin berichteten Ma et al. 2006 tiber die
Cu'-katalysierte Hydrolyse eines nicht-fluoreszenten Fluorescein-Hydrazids
(s. Abb. 30), welche unter physiologischen Bedingungen zum fluorogenen Nachweis

von 64 nM Cu" in nur 2 h genutzt werden konnte.”
[cu']

(@]
_NH
O N2
(I
HO O OH

Abb.30:  Cul-Nachweis durch hydrolytische Spaltung eines Fluorescein-Hydrazids.
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Das Ziel dieses Teilprojektes war, eine Cu'-katalysierte Hydrazidspaltung zur
Aktivierung des Hamin-Cofaktors fiir HRP zu nutzen, um das in Abb. 31
dargestellte Detektionssystem fiir Nucleinsduren zu konstruieren. Durch die
Aneinanderreihung einer chemischen und einer enzymatischen Katalyse konnte eine
doppelte Amplifikation und so eine Verbesserung der Nachweisgrenze erreicht

werden.

+ Apo-HRP

toy P
cu! —— Cu'P Ascorbat

T™MB

H,0,

Abb.31:  Angestrebtes Nachweissystem fiir Nucleinsduren mit [(TPY):DNA]JCu" mit
anschliefender Amplifikation durch Hydrazidspaltung, oxidativer Rekonstitution von
HRP und HRP-katalysierter Oxidation von TMB.

Das ,,Schliisselmolekiil” in diesem System ist das Hydrazid des Hamin-Cofaktors.
Die Synthese erfolgt ausgehend vom Hamin. Das Produkt ist empfindlich gegeniiber
Licht, erhohten Temperaturen, Luftsauerstoff und Wasser, so dass bei Synthese,
Aufarbeitung und Handhabung sehr sorgfaltig gearbeitet werden sollte. Es empfiehlt
sich, die Aufarbeitung mdoglichst schnell und lichtgeschiitzt durchzufiihren sowie
stets Temperaturen unter 25°C  einzuhalten. Vor allem bei der
saulenchromatographischen Aufreinigung sollte mit grofiter Sorgfalt vorgegangen
werden, da bereits kleinste Kontaminationen mit dem Edukt Hamin die Offnung des
Hydrazids katalysieren.

Ein Problem stellte bisher die auf einen Tag begrenzte Haltbarkeit einer DMEF-
Stammlosung des Hydrazids dar. Durch sorgfiltige Handhabung und unter
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Verwendung hochreinen Losungsmittels konnte diese deutlich erhoht werden.
Entscheidend ist dabei, die Stammlosung vor Entnahme stets bis auf
Raumtemperatur zu erwdrmen, um Einkondensieren von Luftfeuchtigkeit zu
vermeiden.

Auf diese Weise ko nnten frithere Ergebnisse auch nach 6-monatiger Lagerzeit bei
-32 °C reproduziert werden, fiir 100 nM H20: wurde ein Signal/Rausch-Verhaltnis
von 2:1 erreicht, fiir 1000 nM H20: 5:1 (s. Abb. 32). Auch bei Raumtemperatur konnte

die Lagerfahigkeit auf bis zu 4 Tage verldngert werden.
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Abb.32:  Zunahme der Absorption bei 360 nm im TMB-Assay fiir HRP nach Cofaktor-
Aktivierung durch H:0: und Rekonstitution. Die Konzentrationen in der Kiivette
betrugen 0,33 mM TMB, 0,76 mM H:0: und 1vol% der Inkubationslosung bei pH 4
(125mM Citrat-Puffer) und 25 °C. Inkubationslosung: 110 uM EDTA, 0,26 M NaCl,
0,86 uM Apo-HRP und 2,33 uM Hamin-(N,N’-diacetylhydrazid) 40 min inkubiert mit
H202-Probe (0, 100, 1000 nM) bei pH 7,5 (80 mM Tris-Puffer) und 20 °C.

Mit derselben Stammlosung wurden im Folgenden Experimente mit Cu" statt H2O:
durchgefiihrt. Im H20:-Assay werden der Inkubationslosung 110 uM EDTA
zugesetzt, um storende Metalle zu entfernen. Bei den Experimenten mit Cu" erwies
sich eine Konzentration von 100 nM EDTA als optimal, um Metallkontaminationen
zu vermeiden und so ein groferes  Signal/Rausch-Verhadltnis  fiir
Cu-Konzentrationen unter 1 uM zu erreichen. Auch die Wahl des Reduktionsmittels
ist von entscheidender Bedeutung. Bei Untersuchungen mit Dithiothreiol,
3-Mercaptopropionsdaure und Ascorbat zeigte nur letzteres eine von der

Cu-Konzentration abhangige Kinetik im TMB-Assay. Bei der Optimierung von
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Inkubationstemperatur und -dauer lieferte eine 100-miniitige Inkubation bei 20 °C
die besten Ergebnisse.

Es gelang auf diese Weise, 100 nM Cu" bei einem Signal/Rausch-Verhaltnis von 2:1
nach 1 min Messzeit im TMB-Assay nachzuweisen. Fiir 250, 500 und 1000 nM Cu"
betrug der Quotient durch den Hintergrundwert 4:1, 6:1 und 9:1, was eine deutliche
Abhidngigkeit der HRP-Rekonstitution von der Cu'-Konzentration anzeigt
(s. Abb. 33).
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Abb.33:  Zunahme der Absorption bei 360 nm im TMB-Assay fiir HRP nach Cofaktor-
Aktivierung durch Cu" und Rekonstitution. Die Konzentrationen in der Kiivette
betrugen 0,33 mM TMB, 0,76 mM Hx0: und 0,2 vol% der Inkubationslosung bei pH 4
(125 mM Citrat-Puffer) und 25 °C. Inkubationslosung: 100 nM EDTA, 0,26 M NaCl, 1 mM
Ascorbat, 0,86 uM Apo-HRP und 2,33 uM Héamin-(N,N’-diacetylhydrazid) 100 min
inkubiert mit Cu" -Probe (0, 100, 250, 500, 1000 nM) bei pH 7,5 (80 mM Tris-Puffer) und
20 °C.

In Experimenten mit (TPY).Cu wurde erwartungsgemafs keine Aktivitat im TMB-
Assay beobachtet, da Ascorbat auch in erhohter Konzentration nicht ausreicht, um
Cu aus diesem Komplex zu extrahieren. Daher wurde der Einsatz verschiedener
Prakatalysatoren untersucht. THPTA fiihrte in Experimenten mit freiem Cu" zu einer
Reaktion, zeigte jedoch mit (TPY)Cu" keine Aktivitat, was die Ergebnisse aus den
Experimenten zur Click-Reaktion (Kap. 3.3.1) bestatigt. Als weitere mogliche
Prakatalysatoren wurden BPY und PHEN untersucht. Beide Liganden besitzen eine
hohe Affinitat zu Cu" und sollten das Gleichgewicht zwischen (TPY)Cu" und einem
(BPY)Cu' - bzw. (PHEN)Cu" -Komplex schnell auf ihre Seite verschieben.

Tatsachlich zeigten beide Liganden bei einer Konzentration von 50 uM hohe
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Absorptionen im TMB-Assay, jedoch stieg auch die Aktivitdt im Kontrollexperiment
ohne Cu" betrdchtlich. Bei PHEN war dieser Effekt ausgepragter, weshalb im
Folgenden BPY als Prdkatalysator verwendet wurde. Durch Verringerung der
Ligand-Konzentration auf 1 uM konnte die Absorption der Kontrollprobe ohne Cu!
nach 1 min im TMB-Assay deutlich reduziert werden und es gelang die Detektion

von 250 nM (TPY)Cu' bei einem Signal-Rausch-Verhaltnis von 2:1 (s. Abb. 34).
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Abb.34:  Zunahme der Absorption bei 360 nm im TMB-Assay fiir HRP nach Cofaktor-
Aktivierung durch (TPY)Cu™ und Rekonstitution. Die Konzentrationen in der Kiivette
betrugen 0,33 mM TMB, 0,76 mM H:0: und 0,3 %vol der Inkubationslosung bei pH 4
(125 mM Citrat-Puffer) und 25 °C. Inkubationslosung: 100 nM EDTA, 0,26 M NaCl, 1 uM
BPY, 1 mM Ascorbat, 0,86 uM Apo-HRP und 2,33 pM Hamin-(N,N’-diacetylhydrazid)
100 min inkubiert mit 250 nM (TPY)2Cul -Probe (rot) und ohne (TPY):Cu! (blau). bei
pH 7,5 (80 mM Tris-Puffer) und 20 °C.

Als letzter Schritt wurde nun das in Abb. 31 dargestellte Nachweissystem fiir
Nucleinsduren komplettiert. Dazu wurden zundchst 1 uM [(TPY):DNA]Cu" und
1,1 uM Target-DNA 2 min bei 90 °C inkubiert und innerhalb von 30 min auf 20 °C
abgekiihlt, um eine vollstindige Hybridisierung zu gewahrleisten. Nach Zugabe von
Ascorbat, BPY, EDTA, Apo-HRP und Hamin-(N,N’-diacetylhydrazid) wurde
100 min bei 20 °C inkubiert, anschlieffend 1 pul dieser Losung mit der TMB-
Nachweislosung auf 300 pl verdiinnt und die Absorption bei 360 nm verfolgt. Als
Kontrollexperimente wurde eine Probe ohne Target-DNA und eine unter Zugabe
von mismatch-DNA (mmDNA) inkubiert. mmDNA weist eine CT-Basenfehlpaarung
auf.
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Vor allem in den ersten Sekunden des TMB-Assays zeigt sich eine deutliche
Beschleunigung der Absorptionszunahme bei Anwesenheit von komplementarer
DNA, nach 30 s wird eine um den Faktor 1,8 erhohte Absorption verglichen mit dem
Kontrollexperiment ohne Target gemessen (s. Abb. 35). Der Einsatz von mmDNA
fiihrt zu einer 1,3-fachen Erhohung der Absorption.

Deutlicher wird dieser Trend bei Betrachtung der Absorptionsanderungen. Nach 45 s
ist der Wert bei Anwesenheit von kDNA doppelt so hoch wie der fiir mmDNA und
bei Abwesenheit von Target.
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Abb.35:  Zunahme der Absorption bei 360 nm im TMB-Assay fiir HRP nach Cofaktor-
Aktivierung durch DNA-Nachweis mit [(TPY):DNA]JCu" und Rekonstitution. Die
Konzentrationen in der Kiivette betrugen 0,33 mM TMB, 0,76 mM H20: und 0,3 vol% der
Inkubationslosung bei pH 4 (125 mM Citrat-Puffer) und 25°C. Inkubationsldsung:
100nM EDTA, 026M NaCl, 0,86 uM Apo-HRP und 233 puM Héamin-(N,N’-
diacetylhydrazid) 100 min inkubiert mit 1 uM [(TPY).DNA]Cu", 1,1 uM kDNA und
1,1 uM mmDNA bei pH 7,5 (80 mM Tris-Puffer) und 20 °C.

Es konnten nicht die Empfindlichkeiten fiir (TPY)Cu oder freies Cu" erreicht
werden, jedoch ist eine Differenzierung von 1 uM Target-DNA vor mmDNA bzw.

ohne DNA moglich.

Durch Integration zweier Katalyseschritte konnte keine Verbesserung der
Empfindlichkeit des in Kap 1.2 vorgestellten Nucleinsdauredetektionssystems erreicht
werden. Es gelang jedoch der , proof-of-principle” einer 3-stufigen Signalkaskade zum
sequenzspezifischen Nachweis von DNA, in der eine chemische und eine

enzymatische Katalyse in einem System vereint wurden.
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34  Synthese von CP und CPCOOH

Der Bisphenanthrolin-Ligand 3-Clip-phen (CP) stellt nach Komplexierung eines
Cu-Ions einen funktionierenden Redoxkatalysator dar, der durch Kopplung an
DNA fiir spatere Einzelmolekiilexperimente immobilisiert werden kann.
Ensemblemessungen zur Stabilitit der Cu-Komplexe und ihrer Redoxaktivitat
sollten erste Erkenntnisse beziiglich der FEignung des Systems fiir
Einzelmolekiilexperimente liefern.

3-Clip-phen (CP) wird in einer zweistufigen Synthese ausgehend von PHEN
synthetisiert (s. Abb. 36).

X
N
=
HO™ >y OH
Brz NH2 N
150°C, PhNO, NaH, 50°C, 24h, DMF L
o)
NH,
CP

Abb.36:  Synthese von CP.

Der Bromierung des PHENSs folgt eine nucleophile Substitution durch Serinol am
Aromaten. Beide Schritte sind literaturbekannt,®* wurden aber in Durchfiihrung
und Aufarbeitung optimiert.

Zuerst wird PHEN in Nitrobenzol suspendiert, erhitzt und Brom zugetropft. Hierbei
erwies sich eine sehr vorsichtige und langsame Durchfithrung bei etwas niedrigeren
Temperaturen (115 °C) als angegeben (130-140 °C) als vorteilhaft, da so ein besseres
Verhiltnis von einfach zu mehrfach bromiertem PHEN erhalten wurde. Nach
saulenchromatographischer Aufreinigung war die Ausbeute an
3-Bromphenanthrolin sehr gering, da eine Abtrennung von den mehrfach bromierten
PHEN-Derivaten nur sehr schwer gelang. Daher wurde eine zusatzliche
Aufreinigungsmethode nach Meunier et al8 durchgefithrt, welche die
unterschiedliche Basizitdt der bromierten PHEN-Derivate nutzt. Dabei werden

zundchst alle Mischfraktionen ohne das Nebenprodukt PHEN vereinigt und NMR-
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analytisch untersucht. Durch Zugabe einer definierten Menge Acetonitril ist nach
Integration eine Quantifizierung de Produktgehaltes moglich. Im Vergleich zu den
mehrfach bromierten Nebenprodukten hat 3-Bromphenanthrolin die hochste
Basizitat, so dass es stochiometrisch mit HCI (in Diethylether) bei 15 °C selektiv und
in hoher Reinheit aus DCM gefallt werden kann.

Im zweiten Schritt wird 3-Bromphenanthrolin mit Serinol umgesetzt. Dieses bietet
den Vorteil, dass es neben zwei deprotonierbaren Alkohol-Funktionen fiir den
nucleophilen Angriff auf 3-Bromphenanthrolin noch eine zusaitzliche Aminofunktion
besitzt, die wahrend der Reaktion unbeteiligt bleibt und danach eine Moglichkeit fiir
weitere Modifizierungen bietet.

Vor der Reaktion sollten Serinol, Natriumhydrid-Dispersion und 3-
Bromphenanthrolin sorgfiltig am Vakuum getrocknet werden. Entgegen der als
,Bintopfsynthese” formulierten Literaturvorschrift®® fiihrte eine separate
Deprotonierung des Serinols und anschlieffendes langsames Zutropfen zu 3-
Bromphenanthrolin bei 50 °C zu deutlich erhdhten Ausbeuten. Zur Uberfithrung der
Serinolat-Suspension wurde dabei eine Teflonkaniile und Argon-Uberdruck
verwendet. Nach Beendigung der Reaktion wurde das Losungsmittel DMF
vollstandig entfernt, das Rohprodukt in wenig Chloroform aufgenommen und mit
dem etwa 4-fachen Volumen n-Hexan gefillt. Das optimale Volumenverhaltnis von
Chloroform und Hexan ist dabei von der Produktmenge und dem Verhaltnis des
Produkts zu den Nebenprodukten abhdngig und muss bei jeder Durchfiithrung
mittels Diinnschichtchromatographie experimentell bestimmt werden. Die
abschlieffende Sdaulenchromatographie sollte im leicht basischen Milieu durchgefiihrt
werden, um 3-Clip-phen (CP) in hoher Reinheit zu erhalten.

Im CP-DNA-Konjugat liegt die Aminofunktion acyliert vor, was ihre Nucleophilie
entscheidend beeinflusst. Um das Komplexierungsverhalten in Vorversuchen
genauer simulieren zu konnen und gleichzeitig eine funktionelle Gruppe fiir die
Kopplung an DNA zu generieren, wurde CP mit Succinanhydrid weiter zu
CPCOOH wumgesetzt (s. Abb.37). Auch dieser Syntheseschritt wurde bereits
beschrieben,® die Aufarbeitung jedoch optimiert. Nach 1h Riickflusskochen der
Edukte in Chloroform wird das Losungsmittel entfernt, das Rohprodukt in Methanol
aufgenommen und Verunreinigungen bei -32 °C ausgefallt. Das Filtrat wird erneut
eingeengt und CPCOOH mit ca. 20-fachem Uberschuss Diethylether ausgefillt. Auch

hier ist das exakte Volumenverhdltnis durch Diinnschichtchromatographie
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experimentell zu ermitteln. Hochreines CPCOOH wurde in einer Ausbeute von 66 %

erhalten.

O
O

O
60°C, 30min, CHCI;

Y

cp CPCOOH

Abb.37:  Synthese von CPCOOH.
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3.5 Modifizierung von DNA mit CP und CPCOOH

Modifizierungen an DNA werden meist iiber die Bildung von Amidbindungen
vorgenommen, d.h. man benédtigt Amino- oder Carbonsdure-funktionalisierte
Substrate. Da CP eine freie Aminofunktion aufweist, sollte es direkt als Substrat
eingesetzt werden. Eine einfache, Arbeitskreis-intern entwickelte Strategie zur DNA-
Modifizierung besteht in der Aktivierung des 5-OH-Endes eines DNA-Stranges mit
1,1-Carbonyldiimidazol (CDI) und der anschliefenden Umsetzung mit einem Amin
(s. Abb. 38a).”8

Weiterhin hat es sich im Arbeitskreis Krimer bewéahrt, am Ende der DNA-
Festphasensynthese am 5-Ende durch ein kommerziell erhdltliches Phosphoramidit
eine primdre Aminofunktion einzufithren. Diese ermdglicht Reaktionen mit
aktivierten Carbonsdauren. So kann eine 2-fach als NHS-Ester aktivierte
Dicarbonsdaure als Linker zwischen zwei Aminofunktionen eingesetzt werden”
(s. Abb. 38b), oder das gewiinschte Substrat direkt durch HOBt, HBTU und DIEA

in-situ aktivierte Carbonsaure eingefiihrt werden (s. Abb. 38c).”

o)
a)  DNAvOH H,N-R - MR
@) 0
H H
b) DNAvO NH2 q p H,N-R ———= DNA~ O\M/N\H/H\H/N\R
2 NHS m n

o O

Cr H
c) DNAvO. , NH N O o DNAvO_ _N__R
T 2 N L Y

Abb.38:  Im Arbeitskreis Krimer verwendete Strategien zur DNA-Modifizierung,

Zunachst wurden Strategien a) und b) verfolgt, um DNA mit CP zu modifizieren.

Zum einen konnte direkt CP eingesetzt und so die Saurefunktionalisierung zu
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CPCOOH umgangen werden. Zum anderen sollten zwei CP-DNA-Konjugate mit
einer deutlich unterschiedlichen Anzahl an Linkeratomen zwischen CP und dem 5’-

Ende des DNA-Stranges erhalten werden, namlich nur einem bei Strategie a) und

13 bei Strategie b) (s. Abb. 39).
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Abb.39:  Angestrebte CP-DNA Konjugate.

Uber Vergleiche in anschliefenden Experimenten zum Komplexierungs- und
Fluoreszenzverhalten einer TMR-CP-dsDNA sollten Informationen tiiber die Rolle
der Linkerlinge gewonnen werden. Bei beiden Strategien erfolgt zundchst die
Umsetzung der Festphasen-gebundenen DNA mit der aktivierten Dicarbonsaure
bzw. CDIL Die entstehende carbonsaurefunktionalisierte DNA konnte jeweils durch
MALDI-TOE-MS nachgewiesen werden, die weitere Umsetzung mit CP war jedoch
erfolglos. Moglicherweise ist das auf eine sterische Hinderung der Aminofunktion

durch die 2 PHEN-Einheiten zurtickzuftihren.
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Bei Strategie ¢) wurde CPCOOH in-situ aktiviert und in einem Schritt mit
aminomodifizierter DNA umgesetzt. Obwohl nur ein 30-facher Uberschuss an
CPCOOH eingesetzt wurde, konnte das entsprechende CP-DNA-Konjugat
(s. Abb. 39) in guten Ausbeuten und hoher Reinheit nach Ablosen von der Festphase

und HPLC-Trennung isoliert werden.
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3.6 Experimente mit CP

3.6.1 Stabilitit von CPCu'-Komplexen

In den Einzelmolekiilexperimenten mit Cu(BPY)-Komplexen (s. Kap. 1.4) erhohten
schon geringe Mengen an freiem Cu! die Hintergrundkatalyse betrachtlich. CPCu"
aollte als Katalysator fiir Redoxreaktionen untersucht werden. Viele derartige
Reaktionen werden auch durch freies Cu' katalysiert, welches die Messungen
verfédlschen wiirde. Der CPCu"-Komplex bietet im Vergleich zu BPYCu!" den Vorteil
einer deutlich hoheren thermodynamischen Stabilitdt, was durch Experimente
analog zu Kap. 3.1.2 (Ermittlung der Stabilitatskonstante log K fiir [(TPY).DNA]JM™)
belegt wurde. Als Konkurrenzligand wurde Nitrilotriacetat (NTA, log K =12,96)"
verwendet, welcher genau wie CP vierzdhnig ist. Es zeigte sich, dass man drei
Aquivalente NTA benétigt, um etwa die Halfte des Cu" aus einem CPCu! Komplex
zu extrahieren. Daraus ergibt sich log K = 13,5 fiir CPCu". Diese im Vergleich zu den
bisher verwendeten Cu(BPY)-Komplexen (log K=38,7)* hohe thermodynamische
Stabilitat sollte eine bessere Handhabung in Einzelmolekiilexperimenten
ermoglichen. Storendes freies Cu'! kann durch Waschvorginge aus dem
Beobachtungsvolumen entfernt werden, wahrend komplexiertes Cu'! dagegen

zurtck bleibt.

3.6.2 Vorexperimente zum Redoxverhalten von CPCu!

Eine wassrige CPCu'-Losung hat bei pH 7 (50 mM NaH:POs-Puffer) eine gelbliche
Farbung und zwei charakteristische Absorptionsbanden bei 231 nm und 279 nm. Bei
Zugabe von 10 Aquivalenten Dithionit verfarbt sich diese Losung zu rotbraun, was
typisch  fiir =~ Cu-PHEN-Komplexe ist. Es  konnten jedoch  keine
spektrophotometrischen Messungen durchgefiihrt werden. Eine Referenzprobe eines
Cu'-Salzes und 2 Aquivalenten PHEN in Acetonitril zeigt eine sehr dhnliche Farbe
und eine Bande bei 440 nm. Dies legt eine Reduktion von CPCu"' zu dem
entsprechenden Cu-Komplex nahe. Durch Zugabe von 10 Aquivalenten H.0: konnte
die anfangliche gelbe Farbung wieder hergestellt werden, was auf eine Reoxidation

zu CPCu" hindeuten kénnte. Eine erneute Zugabe von 10 Aquivalenten Dithionit
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und H20: zeigte dieselben Effekte, jedoch in leicht verminderter Intensitdt, auch ein
dritter Zyklus war noch deutlich erkennbar.
Die Ergebnisse zeigen ein reversibles Redoxverhalten von CPCu' an, das durch

Dithionit und H20: gesteuert werden kann.

3.6.3 Cu'-katalysierte Oxidation von Hydrochinon zu Benzochinon

In spateren Einzelmolekiilstudien sollen mechanistische Untersuchungen zur
kupferkatalysierten Oxidation z. B. von Hydrochinon zu Benzochinon durchgefiihrt
werden. Zuerst wurde die katalytische Aktivitit von CPCu" bei Raumtemperatur
daher in Ensemblemessungen evaluiert und mit der von freiem Cu! und
(PHEN)Cu" verglichen. Das Substrat Hydrochinon wurde sowohl in 5-fachem
(50 uM) als auch in 1000-fachem Uberschuss (10 mM) bezogen auf die
Katalysatorkonzentration (10 uM) eingesetzt. Alle Experimente wurden sowohl bei

pH 7 als auch pH 8 durchgefiihrt (s. Abb. 40).

OH

Katalysator

Y

+ HyO,
H,O,

OH

Abb.40:  Reaktionsgleichung der Cu'-katalysierten Oxidation von Hydrochinon zu
Benzochinon. Als Katalysator wurden freies Cu", (PHEN)Cu™ und CPCu" eingesetzt.
Die Reaktion wurde sowohl bei pH 7 als auch pH 8 durchgefiihrt.

Die Umsetzung von Hydrochinon zu Benzochinon ldsst sich gut UV/VIS-
spektrophotometrisch verfolgen, die Absorptionsbanden fiir Edukt und Produkt
liegen bei 293 nm (e =2 960 M cm™) bzw. 242 nm (e = 24 300 M! cm™). Exemplarisch
ist das Spektrum einer solchen Messung in Abb. 41 abgebildet, eine vollstindige
Auflistung aller Spektren befindet sich im Anhang (Kap. 6.3). Die Reaktionen wurde
in Eppendorf-Gefdfien durchgefiihrt, aus denen Proben entnommen, verdiinnt und
gemessen wurden.

Die Absorptionsbande des Hydrochinons war aufgrund der relativ geringen
Extinktion und Uberlagerungen mit den Absorptionsbanden von PHEN und CP

nicht eindeutig zuzuordnen, der Anstieg der Benzochinonbande bei 242 nm war
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jedoch gut verfolgbar und wurde im Folgenden zur Konzentrationsbestimmung

herangezogen.

Absorption

Wellenldnge [nm]

Abb.41:  Anderung der Absorption wihrend der Oxidation von Hydrochinon zu Benzochinon
mit der Zeit (20 min). Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen 50 uM Hydrochinon,

100 uM H202 und 10 uM Cu®-Katalysator bei pH 7 (1 mM MOPS-Puffer) und 25 °C.

Beim Einsatz von 5-fachem Uberschuss Hydrochinon zeigt die Anderung der
Absorption bei 242 nm einen deutlich vom Kontrollexperiment ohne Katalysator zu
unterscheidenden Umsatz an (s. Abb. 42). Daraus errechnen sich TONs zwischen 0,8

und 2,5 und TOFs zwischen 0,3 min! und 0,9 min! in den ersten 180 s (s. Tab. 5)
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—— Cu(ll) —— CPCu(ll)
—— (PHEN)2Cu(ll) —— ohne Katalysator

Abb.42:  Anderung der Absorption bei 242nm bei der Oxidation von Hydrochinon zu
Benzochinon bei 5-fachem Substratiiberschuss gegeniiber dem Katalysator. Die
Konzentrationen in der Kiivette betrugen 25 uM Hydrochinon, 50 pM H20: und 5 uM
Cu-Katalysator bei 25 °C. Links: pH =7 (500 uM MOPS-Puffer) , rechts: pH =8 (500 uM
DHP-Puffer).
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Dabei zeigt freies Cu" eine ca. 3-fache Aktivitit verglichen mit CPCu und
(PHEN):Cu'. Alle Reaktionen verlaufen mit geringer Geschwindigkeit. Eine
pH-Wert-Erhohung fiihrt zu einer leichten Steigerung der Aktivitat von CPCu" und
(PHEN)2Cu’.

Katalysator TON TOF [min-]
Cul 2,5 0,9
(PHEN)Cu" 0,8 0,3
pH7
CPCun 0,8 0,3
- 0,0 0,0
Cul 2,1 0,8
(PHEN)Cu" 14 0,5
pHS
CPCun 1,2 0,4
- 0,0 0,0
Tab. 5: Aktivitit der eingesetzten Cu"-Katalysatoren bei der Oxidation von Hydrochinon zu

Benzochinon bei 5-fachem Substratiiberschuss gegeniiber dem Katalysator. Die

Berechnung erfolgte aus der Anderung der Absorption bei 242 nm im Zeitraum von
10 - 180 s (s. Abb. 42).

Erhoht man die Substratkonzentration auf einen 1000-fachen Uberschuss gegeniiber
der Katalysatorkonzentration, so werden bei pH 7 TONs zwischen 12 und 28 erreicht
und die TOFs steigen auf 4,5 min™ bis 9,7 min™! (s. Abb. 43, Tab. 6).

Das entspricht einer Steigerung der Aktivitit um den Faktor 10 bis 20 verglichen mit
den Werten fiir einen 5-fachen Substratiiberschuss. Bei Erhohung des pH-Wertes um
eine Einheit kommt es bei freiem Cu! und (PHEN)Cu" zu einem weiteren deutlichen
Anstieg der Aktivitdit, wdhrend diese bei CPCu! nahezu konstant bleibt.
Kontrollexperimente ohne Katalysator zeigten auch bei den grofien

Substratkonzentrationen nahezu keinen Umsatz.
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Abb.43:  Anderung der Absorption bei 242nm bei der Oxidation von Hydrochinon zu

Benzochinon bei 1000-fachem Substratiiberschuss gegeniiber dem Katalysator. Die

Konzentrationen in der Kiivette betrugen 200 uM Hydrochinon, 400 uM H20: und
0,2 uM Cu"-Katalysator bei 25 °C. Links: pH=7 (400 uM MOPS-Puffer) , rechts: pH =8

(400 pM DHP-Puffer).

Katalysator TON TOF [min-]
Cul 27,4 9,7
(PHEN)Cu" 12,6 4,5
pH7
CPCun 24,3 8,6
- 04 01
Cul 34,4 12,2
(PHEN)Cu" 26,6 9,4
pHS8
CPCun 20,3 7,2
- 0,9 0,3
Tab. 6: Aktivitit der eingesetzten Cu"-Katalysatoren bei der Oxidation von Hydrochinon zu

Benzochinon bei 1000-fachem Substratiiberschuss gegeniiber dem Katalysator. Die

Berechnung erfolgte aus der Anderung der Absorption bei 242 nm im Zeitraum von

10 - 180 s (s. Abb. 43).

Die Experimente zeigen, dass CPCu" bei physiologischen pH-Werten die Oxidation

von Hydrochinon zu Benzochinon katalysiert und mit freiem Cu!! und (PHEN)Cu"
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vergleichbare Aktivitdten erreicht. Durch Erhéhung der Substratkonzentration
konnen grofsere Umsétze erreicht werden.

Die Aktivitdt ist moderat, was jedoch gerade fiir die einzelmolekiilspektroskopische
Detektion von Reaktionszwischenstufen interessant sein kann. Zudem wird die
Moglichkeit aufgezeigt, die Reaktionsgeschwindigkeit durch Anderung der

Substratkonzentration optimal fiir das betreffende Experiment einzustellen.



Ergebnisse und Diskussion 53

3.7 Experimente mit CPCOOH

3.7.1 Stabilitit von CPCOOHCu"-Komplexen

Analog zu Kap. 3.6.1 wurde auch fiir CPCOOH eine Stabilitdtsbestimmung mit NTA
durchgefiihrt. Durch Zugabe eines Aquivalentes NTA konnte ein Viertel des Cu" aus
CPCOOHCu" entfernt werden. Daraus errechnet sich eine Stabilitatskonstante von
log K =13,1 fiir CPCOOHCu'.

Der im Vergleich zu CPCu" (log K=13,5) leicht verringerte Wert konnte darauf
hindeuten, dass die primdre Aminofunktion des CPs an der Koordination eines Cu"
teilnimmt. In CPCOOH liegt sie acyliert und somit deaktiviert vor. Gleichzeitig weist
die noch immer sehr hohe Stabilititskonstante auf eine quantitative Bildung
DNA-immobilisierter CP-Cu"-Komplexe auch bei sehr kleinen Konzentrationen an
freiem Cu' hin, was fiir die Minimierung der Hintergrundaktivitat durch freies Cu"
wichtig ist.

Weiterhin konnte auch der CPCOOHCu-Komplex spektroskopisch untersucht
werden. Bei Zugabe eines Cu!-Salzes zu CPCOOH bildet sich eine charakteristische
Absorptionsbande bei 428 nm (s. Abb. 44).
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Abb.44:  Anderung der Absorption von CPCOOH Cu! mit der Zeit. Die Konzentrationen in der
Kiivette betrugen 100 uM CPCOOH, 100 uM [CuCHsCN):]PFs in Acetonitril. Links:

Wellenlangenbereich von 350 nm - 600 nm, rechts: Bei 428 nm.
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Durch Luftsauerstoff kommt es jedoch schnell zur Oxidation zu CPCOOHCuU", was
sich durch die Abnahme der Absorption gut verfolgen lasst. Aus der Halbwertszeit

von 55 s kann eine Zerfallskonstante von 65 min! errechnet werden.

3.7.2 CPCOOHCu!-katalysierte Oxidation von MBA

Als  weiteres  Substrat fiir eine  Cul-katalysierte = Oxidation  wurde
4-Mercaptobenzoesaure (MBA) untersucht. Als Dinatriumsalz zeigt dieses Thiolat
eine hohe Wasserloslichkeit und kann leicht zum Disulfid oxidiert werden

(s. Abb. 45).

O®
®O Q@ 20 mol% Katalysator
oo Ol e, 8 O

Oxidationsmittel, pH 7

Abb.45:  Reaktionsgleichung der CuU-katalysierten Oxidation von MBA. Als Katalysator
wurden 20mol% freies Cu” und CPCOOHCu" eingesetzt, als Oxidationsmittel
Luftsauerstoff und H20s.

Auch diese Reaktion kann gut UV/VIS-spektrophotometrisch verfolgt werden, MBA
hat eine Absorptionsbande bei 303 nm (e = 20 650 M! cm™). Die Produktbande liegt
bei 266 nm, ist jedoch nicht scharf und wird von Absorptionsbanden von PHEN und
CPCOOH {berlagert, weshalb nur die Eduktbande fiir die folgenden
Untersuchungen betrachtet wurde.

Abb. 46 zeigt die Anderung der Absorption wihrend der Oxidation von MBA mit
Luftsauerstoff (links) und H20: (rechts), Tab. 7 die daraus errechneten TOFs.

MBA wird weitaus leichter oxidiert als Hydrochinon, was der deutlich erkennbare
Umsatz sowohl mit Luftsauerstoff als auch bei Zugabe von H:0: zeigt. Die
Anfangsgeschwindigkeit steigt bei Abwesenheit von Hx0: durch Zugabe eines
Katalysators deutlich an, die TOFs erreichen nach 1 min den 4- bis 5-fachen Wert. Die

Anwesenheit von H20: bringt keine Vorteile.
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Abb.46:  Anderung der Absorption bei 303 nm bei der kupferkatalysierten Oxidation von MBA.
Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen 100 mM NaCl, 50 uM MBA, 10 uM
Katalysator bei pH7 (10mM MOPS-Puffer) und 25°C. links: Ohne Zusatz,
rechts: + 0,5 mM H20..
Katalysator TOF [min-]
Cul 2,0
Luftsauerstoff CPCOOHCun 1,5
- 0,4
Cul 2,4
0,5 mM H:0: CPCOOHCu" 2,6
- 1,1
Tab. 7: Aktivitit der eingesetzten Cu-Katalysatoren (20 mol%) bei der Oxidation von MBA.

Die Berechnung erfolgte aus der Anderung der Absorption bei 303 nm in den ersten 60 s

(s. Abb. 46). Die Zahlenwerte der TONs sind mit den TOFs identisch.

Die Reaktivitat mit Luftsauerstoff macht MBA zu einem besonders interessanten

Substrat fiir spatere Einzelmolekiilexperimente, da so eine Versuchsfiihrung ohne

zusatzliches Oxidationsmittel ermdglicht wird. CPCOOHCuU" bewirkt als Katalysator

eine 4-fache Beschleunigung gegeniiber der unkatalysierten Reaktion und zeigt so

eine vergleichbare Aktivitit wie freies Cu'l.
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3.8 Experimente mit CP-TMR-dsDNA

Das synthetisierte CP-DNA-Konjugat wurde mit einem komplementiren TMR-
DNA-Konjugat hybridisiert und die so erhaltene CP-TMR-dsDNA zu
Ensemblemessungen verwendet.

Erste Kontrollexperimente zeigten, dass sich die Fluoreszenzintensititen von
CP-TMR-dsDNA und TMR-DNA nur unwesentlich unterscheiden. AnschliefSfend
wurde untersucht, ob sich die Assoziation und Dissoziation des CPCu-Komplexes

(vgl. Kap. 1.4) tiber Fluoreszenzdnderungen verfolgen lasst (s. Abb. 47).
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Abb.47:  Prinzip der Fluoreszenzléschung und -regeneration von CP-TMR-dsDNA durch Cu™™-
und EDTA-Zugabe.

Die Ergebnisse zeigen, dass auch mit CP ein Chelator-Farbstoff-System aufgebaut
werden kann, bei dem die Fluoreszenz des Farbstoffs durch Cu'-Koordination
geloscht wird: Bei Zugabe von 2 Aquivalenten Cu" (bezogen auf die Konzentration
der CP-TMR-dsDNA) kommt es sofort zu einer Fluoreszenzléschung auf unter 10 %
der Anfangsintensitdt. Erwartungsgemafs lasst sich die Fluoreszenz durch Zugabe
von 4 000 Aquivalenten EDTA fast vollstandig regenerieren, jedoch nur langsam.
Erst nach ca. 10 min werden wieder iiber 90 % der Anfangsintensitdt erreicht
(s. Abb. 48). Das deutet auf eine hohe kinetische Stabilitat des Cu-Komplexes des

CP-DNA-Konjugats hin, die im Einzelmolekiilexperiment von Vorteil sein kann, da
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die schnelle Dissoziation und Reassoziation die Beobachtung anderer Prozesse storen

kann.
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Abb.48:  Anderung der Fluoreszenzintensitit von CP-TMR-dsDNA bei 588 nm durch Cu'- und
EDTA-Zugabe mit der Zeit. Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen 100 mM NaCl,
250 nM CP-TMR-dsDNA, 500 nM Cu" und 1 mM EDTA bei pH 7 (10 mM MOPS-Puffer)
und 25 °C. Die Anregungswellenlange betrug 530 nm.

Diese Eigenschaften konnten auch bereits durch Einzelmolekiilexperimente in der
Arbeitsgruppe Herten bestdtigt werden. Bei Zugabe von Cu'-Ionen in geringer
Konzentration zeigt eine  CP-Farbstoff-dsDNA eine deutlich stédrkere
Fluoreszenzldschung als die entsprechende BPY-TMR-dsDNA (s. Abb. 49).

Abb.49:  Einzelmolekiil-Rasterbilder, Vergleich von TMR-BPY- und Att0620-CP-Konjugaten
mit Messung der Fluoreszenzintensitit. links oben: BPY, ohne Cul, rechts oben: BPY, 2 uM
Cun, links unten: CP, ohne Cu", rechts unten: CP, 4 uM Cu". Atto620 ist ein kommerzieller

Pyroninfarbstoff mit Emissionsmaximum bei 620 nm.
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Als ndchster Schritt sollte die Reduktion von Cu" zu Cu' an der CP-TMR-dsDNA
beobachtet werden. Eine Regeneration der Fluoreszenz wurde erwartet, da Cu" als

Fluoreszenzloscher von TMR wirkt, Cu' jedoch nicht (s. Abb. 50).

¢ny ¢y
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Abb.50:  Prinzip der Fluoreszenzléschung und -regeneration von CP-TMR-dsDNA durch

Wechsel der Oxidationsstufe des koordinierten Kupfers.

Als Reduktionsmittel wurde zunachst Dithionit eingesetzt. Wie Abb. 51 zeigt, konnte
nach Fluoreszenzldschung mit Cu! durch Zugabe von Dithionit eine Regeneration
der Fluoreszenz auf ca. 65 % der Anfangsintensitat beobachtet werden. Ausmafs und

Geschwindigkeit sind dabei von der Menge zugesetzten Dithionits abhangig.
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Abb.51:  Anderung der Fluoreszenzintensitit von CP-TMR-dsDNA bei 588 nm durch Zugabe
von Cu”, Dithionit und H20: mit der Zeit. Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen
100 mM NaCl, 250 nM CP-TMR-dsDNA, 300 nM Cu”, 20 mM Dithionit (links), 1 mM
Dithionit (rechts) und 100 mM H:0: bei pH 7 (10 mM MOPS-Puffer) und 25 °C. Die
Anregungswellenldange betrug 530 nm.
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Durch Zugabe von H20: sollte eine Reoxidation des Cu' zu Cu" ausgelost werden,
wobei eine erneute Loschung der Fluoreszenz erwartet wurde. Tatsdchlich zeigte
eine Zugabe von H:0: im 100- bzw. 5-fachen Uberschuss bei 1mM und 20 mM
Dithionit eine erneute Verringerung der Intensitdt um 15 % (s. Abb. 51). Durch
erneute Zugabe von Dithionit konnten keine weiteren Intensititsainderungen
ausgelOst werden.

Bei weiteren Experimenten wurde festgestellt, dass die Verhaltnisse von Reduktions-
zu Oxidationsmittel und deren Stoffmenge eine entscheidende Rolle beziiglich der
Anderung der Intensitit spielen. So konnte beispielsweise bei mehrfacher Zugabe
von je 20 mM Dithionit eine stufenartige Regeneration der Fluoreszenz beobachtet
werden, was die Abhdngigkeit dieses Effektes von der Konzentration des
Reduktionsmittels belegt. Weiterhin fiihrte eine H20z-Zugabe in 10- bis 20-fachem
Uberschuss entgegen der Theorie wiederholt zu einem deutlichen Anstieg der
Intensitat.

Diese zusatzlichen Informationen deuten auf ein kompliziertes Gleichgewicht
redoxaktiver Spezies hin. Dariiber hinaus konnte die Konzentrationsabhangigkeit
der Fluoreszenzregeneration auch auf eine Koordination des Kupfers durch Dithionit
hindeuten, das im grofen Uberschuss vorliegt und als zweizéhniger Ligand wirken
kann. Die Regeneration der Fluoreszenz konnte auch auf eine Verdriangung des
CP-Liganden durch Dithionit zurtickgefiihrt werden.

Daher wurden im Folgenden weitere Reduktionsmittel untersucht. Es wurde darauf
geachtet, dass diese keine Chelatoreigenschaften aufweisen, so dass keine
Konkurrenz zum CP-Liganden ermoglicht wird. Eingesetzt wurden Thiosulfat,
Mercaptopropionsdaure, Thiophenol, MBA und Hydrazin. Abb.52 zeigt die
Anderungen der Fluoreszenz mit der Zeit.

Thiosulfat und Mercaptopropionsaure fithren zu einer nur geringen und langsamen
Regeneration der Fluoreszenz, wahrend Hydrazin, Thiophenol und MBA mit
Dithionit vergleichbare Resultate erzielen. Da MBA dabei jedoch in der geringsten
Konzentration eingesetzt werden konnte, wurden abschliefSende Experimente mit
diesem Reduktionsmittel durchgefiihrt.

MBA wurde in Konzentrationen zwischen 0,1 mM und 5 mM eingesetzt. MBA-
Konzentrationen unter 0,5 mM verursachten dabei eine geringere Regeneration,
wahrend sich die Effekte bei grofieren Konzentrationen nicht wesentlich

unterschieden.
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Abb.52:  Anderung der Fluoreszenzintensitit von CPCu-TMR-dsDNA bei 588 nm nach
Zugabe verschiedener Reduktionsmittel mit der Zeit. Die Konzentrationen in der
Kiivette betrugen 100 mM NaCl, 250 nM CP-TMR-dsDNA, 300 nM Cu™ bei pH 7 (10 mM
MOPS-Puffer) und 25 °C. Die Konzentration an Reduktionsmittel ist der Legende zu

entnehmen. Die Anregungswellenldnge betrug 530 nm.

Nach partieller Regeneration der geldschten Fluoreszenz mit MBA konnte durch
Zugabe von EDTA eine nahezu vollstindige Wiederherstellung der
Anfangsintensitat beobachtet werden (s. Abb. 53).
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Abb.53:  Anderung der Fluoreszenzintensitit von CP-TMR-dsDNA bei 588 nm durch Zugabe
von Cu, MBA und EDTA mit der Zeit. Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen
100 mM NaCl, 250 nM CP-TMR-dsDNA, 300 nM Cu", 5 mM MBA und 100 uM EDTA bei
pH 7 (10 mM MOPS-Puffer) und 25 °C. Die Anregungswellenldnge betrug 530 nm.

Dieser durch EDTA hervorgerufene Effekt lasst vermuten, dass zumindest ein Teil
des Cu™ wéahrend der Experimente an der CP-TMR-dsDNA verbleibt.
Kontrollexperimente mit Cul-Salzen konnten aufgrund der geringen Stabilitat des

CPCOOHCu-Komplexes jedoch nicht durchgefithrt werden, so dass weiterer
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Spielraum fiir Interpretationen bleibt. So kann z. B. nicht vollstandig ausgeschlossen
werden, dass die CP-TMR-dsDNA durch MBA teilweise zerstort wird, wahrend
EDTA anschliefsend dem verbliebenen Konjugat Cu" entzieht.

Die CPCOOHCu!-katalysierte Oxidation von MBA wurde bereits in Kap. 3.7.2
beschrieben, so dass dieses Reduktionsmittel zum jetzigen Zeitpunkt als am besten
geeignetes Substrat fiir die Untersuchung der Cu"M-vermittelten Katalyse in

Einzelmolekiilexperimenten angesehen werden kann.
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4 Experimenteller Teil

41 Gerite und Chemikalien

Die DNA-Modifikationen und Messungen wurden in low-retention-Reaktionsgefafien
(0,6 bzw. 1,7ml) der Firma Kisker (Steinfurt, Deutschland) und Safe-Lock-
Reaktionsgefafien der Firma Eppendorf (Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt. Zum
Zentrifugieren wurde eine Biofuge pico von Heraeus (Hanau, Deutschland)
verwendet, Losungen wurden mit einem MS2-Minishaker der Firma IKA (Staufen,
Deutschland) gemischt bzw. mit einem Thermomixer comfort fiir 1,5ml
Reaktionsgefafie der Firma Eppendorf temperiert und durchmischt.

Wassrige Oligonucleotid-Losungen wurden bis zur Trockene mit einem
Gefriertrockner VaCo der Firma Zirbus (Bad Grund, Deutschland) lyophilisiert.

Die Oligonucleotidsynthesen wurden an einem Expedite™ 8909 System der Firma
Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt.

Die HPLC-Trennungen in der Biokonjugatsynthese wurden bei 50 °C an einem
Shimadzu Fliissigkeitschromatographen mit UV/VIS-Detektor und S&dulenofen
durchgefiihrt. Als Sdaule wurde eine Nucleosil C4-Saule (250 x 4,6 mm) der Firma
Macherey-Nagel eingesetzt. Die Injektionsschleife fasste 500 pl, 300 pl wurden
injiziert. Folgende Gradienten von 0,1 M Triethylammoniumacetat in Wasser
(Losunsmittel A) und Acetonitril (Losungsmittel B) wurden durchlaufen: Bei
Bisterpyridin-DNA-Konjugaten in 35 min 0 -25 % B, in 10 min 25-90 % B, 10 min
90 % B bei 25 °C, beim CP-DNA-Konjugat 5 min 5% B, in 30 min 5-60 % B, in
10 min 60 - 90 % B, 9 min 90 % B bei 60 °C.

Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie-Untersuchungen  wurden im  negativen
Messmodus an einem Bruker BIFLEXIII — Spektrometer durchgefiihrt. Als Matrix
wurde ein 1:1-Gemisch von 6-Aza-thiothymin in Acetonitrili und 0,1M
Diammoniumhydrogencitrat in Wasser verwendet. Die zu untersuchende Probe
(1 pl) wurde auf den MALDI-Trager aufgetragen, mit der Matrix vermischt, an der
Luft getrocknet und sofort gemessen. Die Genauigkeit der der MALDI-TOF-MS-

Untersuchungen mit externer Kalibrierung betrug + 0,1 % der Molekiilionenmasse.
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Die ESI-Massenspektrometrie-Untersuchungen wurden am Anorganisch-Chemischen
Institut an einem Q-Tof Ultima API-Massenspektrometer von Waters (Milford,
Massachusetts, USA) durchgefiihrt.

Fiir die NMR-Untersuchungen wurde ebenfalls am Anorganisch-Chemischen Institut
ein Bruker AVANCE II 200 NMR-Spektrometer sowie ein Bruker AVANCE II 400
NMR-Spektrometer verwendet. Die deuterierten Losungsmittel wurden von der
Firma Deutero (Kastellaun, Deutschland) bezogen. Zur Standardisierung der
chemischen Verschiebungen wurden die Restwasserstoffsignale der deuterierten
Losungsmittel als interner Standard verwendet.

Die UV/VIS-Experimente wurden an einem Varian Cary 100 Bio UV/VIS-
Spektrophotometer sowie einem Perkin Elmer Lambda Bio durchgefiihrt. Fiir die
Experimente wurden zur Vermeidung von Metallkontaminationen Kunststoff-UV-
Mikrokiivetten der Firma Brand (Wertheim, Deutschland) mit Schichtdicke 1 cm
verwendet.

Fir Fluoreszenzmessungen wurde ein Varian Cary Eclipse Fluoreszenzspektrometer
mit sowohl Makrokunststoffkiivetten der Firma Brand (Wertheim, Deutschland) als
auch Ultra-Mikrokiivetten (Quarz) der Firma Hellma (Miihlheim, Deutschland)
verwendet.

Die eingesetzten Chemikalien wurden von Alfa Aesar (Karlsruhe, Deutschland),
Acros (Geel, Belgien) und Sigma Aldrich/Fluka (Deisenhofen, Deutschland) bezogen
und ohne weitere Reinigung eingesetzt. Die Reagenzien zur DNA-Synthese wurden
von Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland), Proligo Reagents (Hamburg,
Deutschland) und Link Technologies (Bellshill Lanarkshire, Schottland) geliefert,
wobei Controlled Pore Glass (CPG) als Festphasentrager dient. Es handelt sich dabei
um einen Glastrager, der mit primdren Aminen funktionalisiert wurde. Als
CPG-Linker fungiert Succinat.

Die verwendeten unmodifizierten DNA-Oligonucleotide wurden von Metabion
(Plannegg-Martinsried, Deutschland) bezogen und waren HPLC-gereinigt. Fiir alle
Synthesen und Experimente wurde Wasser mit HPLC-Reinheit verwendet, alle
Losungen mit Ausnahme der Metallsalz-, Puffer- und Ligand-Losungen wurden
frisch angesetzt. Die Trocknung der Edukte und Produkte wurde bei einem Vakuum

von 102 mbar vorgenommen.
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4.2  Synthesen

Die Synthesen von 6-(2,2":6",2""-Terpyridin-4'-yloxy)-hexansaure?®, 4-(Azidomethyl)-
benzoesdure®® und Bis(2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)-adipat®! sind literaturbekannt und
wurden nicht weiter optimiert.

Aus dem Arbeitskreis wurde Zinpyr von Dr. Helga Szelke, THPTA und
2-(-Aminoethyl)-7-ethynyl-3a,6-dihydro-1H-benzo[de]isochinolin-1,3(2H)-dion ~ von
Dr. Elmar Jentzsch zur Verfiigung gestellt.

Die im Folgenden beschriebenen Synthesen von 3-Bromphenanthrolin, CP und
CPCOOH sind literaturbekannt, die Produkte konnten jedoch nicht erhalten werden.

Daher wurden die Synthesen und Aufarbeitungen optimiert.
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421 Hamin-di(N,N’-acetylhydrazid)®

Summenformel: C;gH,CIFeNgO,
Molmasse: 764,07

Diese Synthese ist literaturbekannt, wurde aber weiterentwickelt.

Die gesamte Synthese einschliefslich Aufarbeitung sollte moglichst lichtgeschiitzt
stattfinden und die Temperatur 25°C nicht {iiberschreiten. Es wurde unter
Argonatmosphare gearbeitet.

0,19 g Hamin (0,29 mmol) und 0,18 g (2,39 mmol) Acetylhydrazid werden in 10 ml
absolutem DMF gelost. Nach Zugabe von 0,25g EDAC (1,32 mmol) in 13 ml
absolutem DMF wird iiber Nacht geriihrt. Die Reaktionslosung wird mit etwas
MeOH/CHCls 3:7 verdiinnt und mit demselben Eluent sdulenchromatographisch
(5i02) gereinigt. Es wird nur das erste Drittel der Produktbande verwendet, da im
Weiteren erste Spuren unumgesetzten Hamins enthalten sind. Das Produkt wird

unter Eiskiihlung am Vakuum getrocknet.

Habitus: brauner Feststoff

Ausbeute: 0,19 g (0,25 mmol, 85 %)

MS (ESI):  m/z =728,30 [M+H]*; ber. 728,25.



Experimenteller Teil 66

4.2.2 3-Bromphenanthrolin333

6 5
; N\ \4 Summenformel: C;,H,BrN,
8 3 Br Molmasse: 259,10 g/mol
—N N=

5,00 g Phenanthrolin (21,30 mmol) werden in Nitrobenzol (10 ml) suspendiert und
auf 130 °C erhitzt. Bei dieser Temperatur tropft man 1,65ml Brom in 4,6 ml
Nitrobenzol (32,00 mmol) in 45 Minuten zu. Nach 3 h Riihren bei 115°C und
Abkiihlen auf Raumtemperatur werden 40 ml konz. Ammoniak zugegeben und die
wassrige Phase mit 60 ml DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden mit 60 ml Wasser gewaschen und tiber MgSOs getrocknet. Die erhaltene
braune, olige Fliissigkeit wird sdulenchromatographisch (5iO2) aufgereinigt.
Zunachst wird mit DCM das verbliebene Nitrobenzol eluiert, anschliefsend mit DCM
mit 0,6 % MeOH das Produkt. Man erhalt 2,03 g eines Gemisches aus Brom- und
Dibromophenanthrolin, aus welchem der Gehalt an 3-Bromphenanthrolin NMR-
spektroskopisch ermittelt wird. Dazu werden ca. 20 mg Mischprodukt und 5,2 pl
(0,10 mmol) Acetonitril als interner Standard analysiert. Aus den Integralen des
Signals des Acetonitrils (Signal wird auf drei normiert) und dem Durchschnitt der
Signale bei 7,79 - 7,81 und 8,23 - 8,26 ppm wird der Anteil an 3-Bromphenanthrolin

im Mischprodukt errechnet:

Integral (Br - phen)x 0,1 mmol

Mischprodukt) = n(Br — ph
m(Einwaage NMR) x m(Mischprodukt) = n(Br — phen)

Die 2,03 g Mischprodukt werden in DCM (32 ml) gelost und auf -15 °C gekiihlt. Es
werden 0,9 Aquivalente 1M HCl in Ether zugegeben und das Gemisch auf
Raumtemperatur erwdarmt, um 3-Bromphenanthrolin selektiv zu féllen. Der
ausgefallene Feststoff wird abfiltriert, in Wasser aufgenommen, mit 1,5 Aquivalenten
2M Natronlauge neutralisiert, mit Chloroform extrahiert und iiber MgSOs

getrocknet. Das Losungsmittel wird am Vakuum entfernt.
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Habitus: weifler Feststoff

Ausbeute: 1,19 g (4,59 mmol, 22 %)

MS (ESI):  m/z =259,02 [M+H]*; ber. 258,99.

'H-NMR (CDCls, 399,89 MHz):

O (ppm) = 7,64 — 7,67 (dd, 1H, HS8, °] = 8,4 Hz; °] = 4,4 Hz); 7,68 — 7,70 (d, 1H, He,
3]=8,8 Hz); 7,79 — 7,81 (d, 1H, H5, 3] = 8,8 Hz); 8,24 — §,27 (dd, 1H, H7, ’] = 8,0 Hz,
41=1,2 Hz); 8,36 — 8,37 (d, 1H, H4, 4 = 2,0 Hz); 9,15 - 9,16 (d, 1H, H2, ] = 2,4 Hz);
9,1-9,20(dd, 1H, H93/=4,0 Hz, 4] = 1,2 Hz).
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4.2.3 1,3-Bis(1,10-phenanthrolin-3-yloxy)propan-2-amin (CP)3

Summenformel: C,,H,;N:O,

NH; Molmasse: 447,49 g/mol

2

©
I |
z Z
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= 2
| |
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Die Reaktion wird unter Argonatmosphdre durchgefiihrt. 0,84 g Serinol (0,92 mmol)
werden 1 h am Vakuum getrocknet und anschliefsend in wasserfreiem DMF (6 ml)
gelost. Die Reaktionsmischung wird auf 50 °C erhitzt, 0,22 g Natriumhydrid (60 % in
Mineral6l, 5,55 mmol) zugegeben und 1 h geriihrt. In einem weiteren Kolben werden
0,6 g 3-Bromphenanthrolin (2,31 mmol) in trockenem DMF (4 ml) gelost und auf
50 °C erhitzt. Die Serinolatlosung wird mit Hilfe einer Teflonkaniile in einen
Tropftrichter tiberfithrt und dem 3-Bromphenanthrolin in ca. 20 min zugetropft.
Nach 24h Rithren bei 50°C unter Lichtausschluss und Abkiihlen auf
Raumtemperatur wird mit etwas Wasser und Ethanol {iberschiissiges
Natriumhydrid zerstort. Die wassrige Phase wird mit Chloroform (170 ml) extrahiert,
die vereinigten organischen Phasen am Vakuum vollstindig getrocknet. Das
Rohprodukt wird in Chloroform (60 ml) gelost und das Produkt durch Zugabe von
Hexan (ca. 3,7 - 4,0-facher Uberschuss, Menge variiert) gefdllt. Die Kontrolle der
Fallung erfolgt mittels Diinnschichtchromatographie. Das Produkt wird durch
Saulenchromatographie (SiO2, Eluent: Chloroform mit 5 % Methanol und 0,5 % konz.

Ammoniak) aufgereinigt und am Vakuum getrocknet.
Habitus:  braungelber Feststoff
Ausbeute: 0,12 g (0,26 mmol, 28 %)

MS (ESI):  m/z = 448,20 [M+H]*; ber. 448,18.
m/z = 224,59 [M+2H]*; ber. 224,60.



Experimenteller Teil 69

1H-NMR (MeOD, 199,92 MHz):

d (ppm) = 3,68 (qi, ¥J = 5,4 Hz,1H, H2); 4,27 — 4,41 (m, 4H, H1); 7,55 (dd, 3] = 8,0 Hz;
4] = 4,4 Hz, 2H, H7'); 7,59 (d, ] = 4,4 Hz, 2H, H4"); 7,72 (d, 3] = 2,8 Hz, 4H, H5, H6");
8,21 (dd, ?] = 8,0 Hz; ¥ = 1,6 Hz, 2H, H8'); 8,76 (d, ¥ = 2,8 Hz, 2H, H2*); 8,93 (dd,
3 =4,4 Hz; 4] = 1,6 Hz, 2H, HY").
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424 4-(1,3-Bis(1,10-phenanthrolin-3-yloxy)propan-2-ylamino)-4-
oxobutansdure (CPCOOH)?

& 5
7 4
o N N7 H 4 > Summenformel: C5;HysN5O5
—N N= < 2 5 OH Molmasse: 547,56 g/mol
\ 7/ N/ ° ©°

0,36 g CP (0,08 mmol) werden in 10 ml CHCl gelost und 0,22 g Succinanhydrid
(0,22 mmol) zugegeben. Nach 1h Riickflusskochen und Abkiihlen wird das
Losungsmittel entfernt, der Riickstand in 21 ml heiflem MeOH aufgenommen und
Verunreinigungen bei -32 °C ausgefillt. Es wird eingeengt, das Produkt in wenig
MeOH aufgenommen, mit 20-fachem Uberschuss Et:O gefillt und am Vakuum

getrocknet.

Habitus:  braungelber Feststoff

Ausbeute: 0,03 g (0,52 mmol, 66 %)

MS (ESI):  m/z = 547,20 [M+H]"; ber. 547,19.

'H-NMR (MeOD, 199,92 MHz):

O (ppm) = 2,65-2,69 (m, 4H, H5, H6); 4,46 — 4,54 (m, 4H, H1); 4,83 (qi, ’] = 5,4 Hz,1H,
H2); 7,70 (dd, °] = 8,0 Hz; %] = 4,6 Hz, 2H, H7’); 7,76 (d, *] = 4,4 Hz, 2H, H4"); 7,84 (d,

3] =2,6 Hz, 4H, H5', H6"); 8,41 (dd, °] =8,2 Hz; *] = 1,2 Hz, 2H, H8"); 8,76 (d, *] =2,8 Hz,
2H, H2%); 8,94 (dd, 3J =4,6 Hz; 9 = 1,2 Hz, 2H, HY").
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4.3 DNA-Synthesen

Die Synthese der DNA-Sequenzen erfolgt nach dem DMT-Standard-Protokoll fiir
1 umol DNA-Ansatze an (Bz)dG-CPG- bzw. 3’-Amino-Modifier-C7-CPG-Festphasen
in Anlehnung an etablierte Protokolle.’® Die Kopplungsreaktionen werden in 3 ml-
Plastikspritzen mit Frittenboden durchgefiihrt, in denen die Festphase vorgelegt und
die Reaktionslosung durch Aufziehen zugefiigt wird. Reinigung und Abspaltung
vom polymeren Triager werden ebenso in der Filterspritze durchgefiihrt. Es wurden

Plastikspatel verwendet, um Kontamination mit Metallionen zu vermeiden.

4.3.1 Synthese der Bisterpyridin-DNA-Konjugate

(i) Abspaltung von Fmoc-Schutzgruppen

Im Arbeitskreis Kramer hat es sich bewihrt, eine bereits mit einem Aminolinker
versehene Festphase (3"-Aminomodifier C7 CPG 1000) fiir die Synthese 3’-modifizierter
DNAs zu verwenden. Diese wird eingewogen, 1ml Deblock-Losung
(Piperidin : DMF = 1: 4) zugegeben und 20 min bei RT geschiittelt. Die Losung wird
verworfen, die Festphase mit DMF (10x1ml), Acetonitril (3x1ml), Wasser
(3x1ml) und erneut Acetonitril (3 x1 ml) gewaschen. Danach wird im Vakuum

getrocknet.

(ii) Kopplung mit TPY-COOH

TPYCOOH (55 Aq.), HOBt (55 Aq.) und HBTU (49,5 Aq.) werden vor der Reaktion
1 him Vakuum getrocknet und dann in 0,55 ml DMF gelost. Nach Zugabe von 20 ul
DIEA wird die Losung sofort zur Festphase gegeben und 1 h bei RT geschiittelt. Es
wird mit DMF (3 x1ml) und Acetonitril (3 x1 ml) gewaschen und im Vakuum
getrocknet.

Nach der Kopplung des zweiten TPYCOOHs wird zur Reaktionskontrolle ein
MALDI-TOF-Massenspektrum aufgenommen. Dafiir wird eine Probe der Festphase
entnommen und 1h bei 55 °C mit 20 pl konz. Ammoniak geschiittelt. Nach dem

Abdampfen des Ammoniaks ist die Probe bereit zur Messung.
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(iii) DNA-Synthese

Fiir die DNA-Synthese wird die Festphase in eine DNA-Saule iiberfiihrt. Das 5'-Ende

wird mit

Phosphoramidit) modifiziert. Nach der DNA-Synthese wird mit DCM gewaschen
und im Vakuum getrocknet. Danach wird zur Reaktionskontrolle ein MALDI-TOF-

einem kauflichen Aminolinker

(5"-MMT-Aminomodifier

Massenspektrum aufgenommen.
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Abb.54:  3’,5'-Festphasensynthese bisterpyridin-modifizierter DNAs.
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(iv) Abspaltung von MMT-Schutzgruppen

Nach Uberfiihrung in eine Spritze wird zur Festphase mit DNA 1 ml DNA-Deblock-
Losung (~1% TCA in DCM) gegeben. Nach 10s kriftigem Schiitteln wird die
tiefgelbe Losung verworfen und diese Prozedur so lange wiederholt, bis die Losung
farblos bleibt. Danach wird mit DCM (3 x 1 ml), DMF (3 x1 ml) und Acetonitril

(3 x 1 ml) gewaschen und im Vakuum getrocknet.

(v) Abspaltung von der Festphase

Zur Abspaltung wird das festphasengebundene DNA-Konjugat 24 h bei RT in 1 ml
konzentriertem Ammoniak geschiittelt. Die Festphase wird abfiltriert und mit
Wasser (3 x1ml) gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden lyophilisiert und in
300 pl Wasser gelost.

Die Aufarbeitung erfolgt durch HPLC, die erhaltenen Fraktionen werden MALDI-
TOF-massenspektrometrisch ~ untersucht, die sauberen Produktfraktionen
lyophilisiert, vereinigt und in 200 pl Wasser gelost. Die Aufbewahrung erfolgt bei
-32 °C.

Konzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung der in Wasser gelosten DNA-Konjugate wird
UV/VIS-Spektrophotometrie genutzt. Zur groben Konzentrationsbestimmung wird
die Absorption der Nucleobasen bei 260 nm bestimmt. Der genaue Wert wird dann
durch eine Titration mit Cu" erhalten. Cu-Komplexe mit dem Konjugat zeigen eine
charakteristische Absorptionsbande bei 323 nm, welche am Aquivalenzpunkt ein
Maximum aufweist.

Eine weitere Moglichkeit der Konzentrationsbestimmung bietet eine Cu"-Titration
bei gleichzeitiger Anwesenheit des Zinpyr-Liganden. Dessen Fluoreszenz wird
durch Komplexierung von Cu" geloscht. Zutitriertes Cu! wird bis zum
Aquivalenzpunkt ausschlielich von bisterpyridin-modifizierter DNA komplexiert

und fiithrt nicht zur Loschung.

Es wurden fiinf bisterpyridin-modifizierte DNAs synthetisiert.
Selbstkomplementaritit in den DNA-Sequenzen wurde bewusst vermieden. Die
einzige Ausnahme hierbei ist das 28mer, welches eine Hairpin-Struktur mit einem

Stamm aus vier Basenpaaren besitzt.
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DNA1 20mer C250H315N 840126721
Ausbeute: 3,5 %
HPLC: tr = 36,6 min

MS (MALDI-TOF): [M-H]: gef. 7156; ber. 7163

DNA2 15mer C201H253N 6709516
Ausbeute: 0,7 %
HPLC: tr = 34,2 min

MS (MALDI-TOF): [M-H]: gef. 5621; ber. 5624

DNA3 25mer C296H376N 981571726
Ausbeute: 2,5 %
HPLC: tr = 38,4 min

MS (MALDI-TOF): [M-H]: gef. 8613; ber. 8618

DNA4 28mer Cz26H411N 116017420
Ausbeute: 0,3 %
HPLC: tr = 38,2 min

MS (MALDI-TOEF): [M-H]: gef. 9622; ber. 9631

DNAS5 20mer C248H315N80013021
Ausbeute: 1,7 %
HPLC: tr = 36,8 min

MS (MALDI-TOF): [M-H]: gef. 7143; ber. 7147

4.3.2 Synthese der CP-DNA-Konjugate

(i) DNA-Synthese

Fiir die DNA-Synthese wird eine (Bz)dG-CPG-Festphase verwendet. Das 5'-Ende
wird mit einem kauflichen Aminolinker (5'-MMT-Aminomodifier C6-CE
Phosphoramidit) modifiziert. Nach der DNA-Synthese wird mit DCM gewaschen
und im Vakuum getrocknet. Danach wird zur Reaktionskontrolle ein MALDI-TOF-

Massenspektrum aufgenommen.
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(ii) Abspaltung von MMT-Schutzgruppen

Nach Uberfiihrung in eine Spritze wird zur Festphase mit DNA 1 ml DNA-Deblock-
Losung (~1% TCA in DCM) gegeben. Nach 10 s kraftigem Schiitteln wird die
tiefgelbe Losung verworfen und diese Prozedur so lange wiederholt, bis die Losung
farblos bleibt. Danach wird mit DCM (3 x 1 ml), DMF (3 x1 ml) und Acetonitril

(3 x 1 ml) gewaschen und im Vakuum getrocknet.

(iii) Kopplung von Carbonsduren

CPCOOH (30 Aq.), HOBt (30 Aq.) und HBTU (27 Aq.) werden vor der Reaktion 1 h
im Vakuum getrocknet und dann in 0,3 ml DMF gelost. Nach Zugabe von 11 pl
DIEA wird die Losung sofort zur Festphase gegeben und 1 h bei RT geschiittelt. Es
wird mit DMF (3 x1ml) und Acetonitril (3 x1 ml) gewaschen und im Vakuum
getrocknet.

Danach wird als Reaktionskontrolle ein MALDI-TOF-Massenspektrum
aufgenommen. Dafiir wird eine Probe der Festphase entnommen und 1 h bei 55 °C
mit 20 ul konz. Ammoniak geschiittelt. Nach dem Abdampfen des Ammoniaks ist

die Probe bereit zur Messung.
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Abb.55:  3’,5'-Festphasensynthese CP-modifizierter DNAs.



Experimenteller Teil 76

(iv) Abspaltung von der Festphase

Zur Abspaltung wird das festphasengebundene DNA-Konjugat 24 h bei RT in 1 ml
konzentriertem Ammoniak geschiittelt. Die Festphase wird abfiltriert und mit
Wasser (3 x1ml) gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden lyophilisiert und in
300 pl Wasser gelost.

Die Aufarbeitung erfolgt durch HPLC, die erhaltenen Fraktionen werden MALDI-
TOF-massenspektrometrisch  untersucht. Die sauberen  Produktfraktionen
lyophilisiert, vereinigt und in 200 pul Wasser gelost. Die Aufbewahrung erfolgt bei -
20 °C.

Konzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung des in Wasser gelosten DNA-Konjugats wird
UV/VIS-Spektrophotometrie genutzt und die Absorption der Nucleobasen bei
260 nm bestimmt. Dabei verfdlschen die Absorptionsmaxima bei 240 nm und 272 nm
von CP das Ergebnis, sodass ein Korrekturfaktor eingefiihrt werden muss. Es wurde
ein molarer Extinktionskoeffizient von 40 000 M! cm? abgeschatzt, welcher sich
spater in Titrationsexperimenten mit komplementirer TMR-DNA und Cu!
bestatigte. CP-DNA wund Cu! in 4dquimolarer Menge fithren zu einer

Fluoreszenzloschung des TMR-Farbstoffes.

CP-DNA 22mer C25:H302N 106012722
Ausbeute: 4,0 %
HPLC: tr=18,1 min

MS (MALDI-TOF): [M-H]: gef. 7522; ber. 7527
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44  Experimente zum DNA-Nachweis mit bisterpyridin-

modifizierten Oligonucleotiden

Um eine Metallkontamination weitgehend zu vermeiden, wurden alle verwendeten
Losungen in Plastikgefdfien aufbewahrt und zur Reaktion gebracht. Zum Einwiegen
wurden ausschliefSlich Plastikspatel, zum Ansetzen der Losungen nur Wasser und
Reagentien von TraceSelectUltra-Qualitdt (TSU) verwendet. Die Pufferlosungen

wurden in Falcon-Tubes eingestellt und aufbewahrt.

441 Untersuchungen zur Stabilitit von [(TPY):DNA]JM!

Konkurrenzkinetiken von [(TPY)DNA]JM" mit TPEN

Die Experimente wurden in Plastikmikrokiivetten in einem Volumen von 70 ul
durchgefithrt. Um durch Material oder Gerdt verursachte Schwankungen
ausgleichen zu konnen, wurde nicht eine einzelne Wellenldnge, sondern stets ein
weiter Bereich gemessen. Das ermoglicht eine Angleichung der Graphen bei einer

Wellenldnge ohne Absorption weitab der zu verfolgenden Bande.

Die zu untersuchende bisterpyridin-modifizierte DNA (DNA1-5) wird 5 uM mit
10 mM MOPS-Puffer (pH 7,0), 100 mM NaCl und 5 uM Cu® oder Zn" vorgelegt.
Nach der Bestimmung der Ausgangsabsorption der (TPY):M-Bande (Cu': 320 nm,
Zn': 323 nm) wird TPEN zugegeben und die Anderung der Absorption iiber die Zeit
verfolgt.

Bei Messungen zur Bestimmung der kinetischen Stabilitat von [(TPY):DNA]M" wird
ein 20-facher Uberschuss TPEN (100 uM) verwendet, um so eine Reaktion
pseudo-1.-Ordnung zu gewahrleisten.

Soll die thermodynamische Stabilitdt bestimmt werden, so gibt man eine TPEN-
Konzentration von 5-15uM zu und verfolgt die Gleichgewichtseinstellung. Die
Absorption der (TPY):M-Bande erreicht dabei einen Wert, welcher sich mit der Zeit
nicht mehr dndert, aber deutlich iiber dem Hintergrund liegt. Die benotigte TPEN-

Konzentration muss jeweils experimentell ermittelt werden.
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4.4.2 DNA-Nachweis mit Zinpyr

In einem Eppendorf-Gefafs wird die zu untersuchende bisterpyridin-modifizierte
DNA (DNA1-5) 1 uM mit 50 mM MOPS-Puffer (pH 7,0), 100 mM NaCl und 1 uM
Cu" oder Zn" vorgelegt. Nach Zugabe von 1uM Target-DNA wird 30 min bei 40 °C
geschiittelt, danach 1 ml der Losung in eine Plastikmakrokiivette tiberfithrt, 1 uM
Zinpyr zugegeben und die Intensitdat der Fluoreszenzbande bei 529 nm gemessen.
Die Anregungswellenldnge liegt bei 504 nm, die Kiivette wird 9 mm angehoben.

Alternativ kann das Experiment auch direkt in der Kiivette durchgefiihrt werden.
Hierbei legt man die zu untersuchende bisterpyridin-modifizierte DNA (DNA1-5)
1 uM mit 50 mM MOPS-Puffer (pH 7,0), 100 mM NaCl, 1 uM Cu" oder Zn" und 1 uM
Zinpyr vor und misst die Fluoreszenz. Danach wird 1 uM Target-DNA zugefiigt,

5 min auf 60 °C geheizt und erneut gemessen.

4.4.3 DNA-Nachweis durch Click-Reaktion

Samtliche Vorversuche wurden in Plastikmakrokiivetten in einem Volumen von 1 ml
durchgefiihrt. Zur Messung miissen diese 9 mm im Gerdt angehoben werden, da das
Volumen sonst nicht im Anregungsstrahl liegt. Bei den Experimenten zum DNA-
Nachweis wurden aufgrund des verringerten Volumens 100 pl-Quarzkiivetten

verwendet.

Vor dem Experiment wird eine Losung vorbereitet, die 20pul 10 mM
4-(Azidomethyl)-benzoesdure, 20 pl 10 mM 2-(-Aminoethyl)-7-ethynyl-3a,6-dihydro-
1H-benzo[de]isochinolin-1,3(2H)-dion, 5 ul 100 mM Natriumascorbat und 5 pl 15 mM
THPTA enthalt.

In einem Eppendorf-Gefafs werden 5,5 uM Target-DNA und 5 uM [(TPY):DNACu"
mit 22 mM Tris-Puffer und 222 mM NaCl bei einem Gesamtvolumen von 90 pl 2 min
bei 90 °C, dann wéahrend einer 30-miniitigen Abkiihlphase auf 20 °C geschiittelt.
Anschlieflend gibt man 10 ul der vorbereiteten Losung hinzu, sodass das
Reaktionsgemisch 0,2 M NaCl, 1 mM Natriumascorbat, 50 uM THPTA und je 400 uM

an Substraten enthalt. Nach 90 min Schiitteln bei 25 °C wird das Gesamtvolumen von
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100 ul komplett in eine Quarzkiivette {iberfithrt und die Fluoreszenz gemessen. Die
Anregungswellenldnge betrdagt 340 nm (Slit 5 nm), das Emissionsmaximum liegt bei

460 nm (Slit 10 nm).

4.4.4 DNA-Nachweis unter Nutzung des HRP-Assays

Verwendete Stammlosungen:

0,1 M Tris-Puffer (pH 7,5):

6,05 g Tris-(hydroxymethyl)-methylamin werden in 500 ml Wasser gelost und der
pH-Wert mit 1 M HCl auf pH 7,5 eingestellt.

0,2 M Kalium-Citrat-Puffer (pH 4,0):
21,01 g Citronensaure-Monohydrat werden in 500 ml Wasser und der pH-Wert mit
10 M NaOH auf pH 4,0 eingestellt.

Hamin-di(N,N’-diacetylhydrazid):
5,0 mg werden in 1 ml DMF (abs.) gelost. Man erhailt eine 6,5 mM Stammldsung.

Apo-HRP:
1,0 mg wird in 500 pl Puffer A gelost und ergibt eine 50 uM Stammldsung.

HRP (Typ VI a):

1,8 mg werden in 1ml Puffer A gelOst und ergeben eine 45 uM Stammldsung.

TMB:

7,0 mg werden in 1 ml Wasser gelost. Man erhailt eine 22,3 mM Stammldsung.

EDTA (Tetranatrium-Tetrahydrat):
0,02g werden in 1Iml Wasser (HPLC-rein) gelost. Man erhdlt eine 44,2 mM

Stammlosung.

H:0:(1/500):
20 pl 30 %ige H202-Lsg. werden mit 10 ml Wasser verdiinnt. Man erhilt eine
19,4 mM Stammlosung.
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H:0: (0,3%):
100 ul 30%ige H20:-Lsg. werden mit 10 ml Wasser verdiinnt. Man erhlt eine

97 mM Stammlosung.

BPY:
19,3 mg BPY-Hydrochlorid in 10ml Wasser gelost ergeben eine 10 mM
Stammlosung, aus der man durch 100-fache Verdiinnung die benotigte 100 uM BPY-

Losung erhalt.

NacCl:

Es wurde eine 5 M kommerzielle Losung von Ultra-Qualitdt verwendet.

Frisch anzusetzende Losungen:
Natriumascorbat:

19,8 mg in 10 ml Wasser gelost ergeben eine 10 mM Stammldsung.

Losung A:
500 pl Tris-Puffer werden mit 20 ul 1:10 verdiinnter EDTA-LOsung versetzt.

Losung B:
1 ul Hamin-di(N,N’-diacetylhydrazid)-Losung werden mit Tris-Puffer auf 600 ul

verdiinnt.

Losung C:
40 pl TMB-Losung, 26 pl H20:2 (0,3 %) und 934 ul Citrat-Puffer werden mit Wasser

wahlweise auf 3 ml bzw. 5 ml verdiinnt.

Losung D:
18 ul 1:100 verdiinnte Hamin-di(N,N’-diacetylhydrazid)-Losung, 8,6 ul Apo-HRP,
5 ul Natriumascorbat, 5 pl BPY, 11,3 pl 1:10 000 verdiinnte EDTA-L6sung und 2,1 pl

Wasser werden zusammenpipettiert.
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H:0:-Nachweis
Beim Wasserstoffperoxid-Nachweis wurde EDTA zugesetzt, um eventuell in Losung

vorhandene Metalle zu binden.

300 pl Losung A werden mit 100 ul Losung B versetzt. Es werden 24 pl NaCl und
8 ul Apo-HRP zugegeben. Diese Losung enthalt110 uM EDTA, 0,26 M Na(l, 0,86 uM
Apo-HRP und 2,33 uM Haiamin-di(N,N’-diacetylhydrazid). Es werden 95 ul
entnommen und mit 5 pl nachzuweisender H20:-Losung 40 min bei 20 °C inkubiert.
Danach wird 1 pl entnommen, in eine Plastikmikrokiivette zu 300 pl (bzw. 500 ul)

Losung C gegeben und sofort die Absorption bei 360 nm verfolgt.

DNA-Nachweis

1,1 uM TargetDNA und 1 uM [(TPY):DNACu" werden mit 89 mM Tris-Puffer und
222 mM NaCl bei einem Gesamtvolumen von 90 pl 2 min bei 90 °C, dann wahrend
einer 30-miniitigen Abkiihlphase auf 20 °C geschiittelt. Dann gibt man 10 pl
Losung D hinzu, sodass das Reaktionsgemisch 100 nM EDTA, 0,2 M NaCl, 100 uM
Natriumascorbat, 1 puM BPY, 0,86 uM Apo-HRP und 2,34 uM Hamin-di(N,N’-
diacetylhydrazid) enthdlt. Nach 100 min Inkubation bei 20 °C wird 1 ul in eine
Plastikmikrokiivette zu 300 pul Losung C gegeben und sofort die Absorption bei
360 nm verfolgt.

45 Experimente mit CP und CP-DNA-Konjugaten

451 Oxidation von Hydrochinon zu Benzochinon

Zum Zeitpunkt der Durchfithrung der im Folgenden beschriebenen Experimente
war CP noch nicht in einem ausreichend hohen Reinheitsgrad verfiigbar, um direkt
Stammlosungen daraus anzusetzen. Daher wurden die verwendeten CPCu'-
Losungen durch Extraktion aus einer organischen Phase gewonnen:

CP wird in einer Konzentration von 5 mM in Chloroform geldst und mit einer 2 mM
Cu-Losung iiberschichtet. Nach 120 min Schiitteln bei RT wird die wassrige Phase

isoliert und deren Konzentration an CPCu" durch Bestimmung der Absorption bei
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280 nm (e =41100 M* cm™) spektrophotometrisch gepriift. Man erhdlt eine 2 mM

Stammlosung.

Die Experimente wurden in Eppendorf-Gefiafien in einem Volumen von 1ml, die
Messungen in Plastikmikrokiivetten in einem Volumen von 100 ul oder 500 pl
durchgefiihrt.

Als Katalysatoren wurden CPCu!, (PHEN):Cu'! sowie Cu"! verwendet, als
Kontrollexperiment wurden alle Experimente zusatzlich ohne Katalysator
durchgefiihrt.

Es wurde sowohl bei pH 7 (MOPS-Puffer) als auch bei pH 8 (DHP-Puffer) gearbeitet
und das Substrat Hydrochinon im 5- oder 1000-fachen Uberschuss bezogen auf den

Katalysator eingesetzt.

Experimente mit 5-fachem Uberschuss Hydrochinon

Man legt im Eppendorf-Gefafs 1 mM Puffer, 50 uM Hydrochinon und 100 pM H:0:
vor. Durch Zugabe von 10 uM Katalysator wird die Reaktion gestartet. Nach
bestimmten Zeitabstanden wird eine Probe von 50 ul entnommen, mit 50 pl Wasser
verdiinnt und die Absorption bei 242 nm gemessen. Diese Absorptionsbande ist
Benzochinon zuzuordnen und kann direkt zur Konzentrationsbestimmung

herangezogen werden (e =24 300 M cm).

Experimente mit 1000-fachem Uberschuss Hydrochinon

Man legt im Eppendorf-Gefafs 20 mM Putfer, 10 mM Hydrochinon und 20 mM H:0:
vor. Durch Zugabe von 10 uM Katalysator wird die Reaktion gestartet. Es werden
Proben von 10 ul entnommen, mit 490 ul Wasser verdiinnt und die Absorption bei

242 nm gemessen.

4.5.2 Bildung und Zerfall des CPCOOHCu!-Komplex

In einer Plastikmikrokiivette werden 98 ul MeCN, 1 ul 10 mM CPCOOH in DMF
vorgelegt. Nach Zugabe von 1 ul 10 mM [Cu(MeCN)4]PFs in MeCN wird geschiittelt
und sofort die Absorption zwischen 300 nm und 600 nm gemessen bzw. der zeitliche

Verlauf der Absorption bei 428 nm verfolgt.
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Eine 10-fache Verdiinnung ermoglicht die Beobachtung der Banden im

Absorptionsbereich von 200 nm - 300 nm.

45.3 Oxidation von MBA

Die Experimente wurden direkt in Plastikmikrokiivetten in einem Volumen von
100 ul durchgefiihrt und gemessen. Wassrige Stammldsungen von CPCOOH bzw.
MBA wurden unter Verwendung eines Aquivalents bzw. zwei Aquivalenten NaOH
hergestellt.

Als Katalysatoren wurden CPCu" und Cu'! verwendet, weiterhin wurden alle
Experimente auch ohne Katalysator durchgefiihrt.

In einer Plastikmikrokiivette werden 92 ul Wasser, 5 ul 200 mM MOPS-Puffer pH 7,
2 ul 5 M NaCl und 1 ul 5 mM MBA vorgelegt und die Absorption zwischen 200 nm
und 600 nm gemessen. Nach Zugabe von 1 ul 1 mM Katalysator-Losung wird sofort
der zeitliche Verlauf der Absorptionsbande von MBA bei 303 nm fiir 10 min verfolgt.

Danach wird erneut die Absorption zwischen 200 nm und 600 nm gemessen.

4.5.4 Fluoreszenzloschung und Regeneration von CP-TMR-dsDNA

Eine Losung aus 5 uM CP-DNA, 5 uM TMR-DNA, 10 mM MOPS und 50 mM NaCl
wird 2 min bei 90 °C, dann wahrend einer 30-miniitigen Abkiihlphase auf 20 °C
geschiittelt. 5 ul dieser Losung werden in einer Quarzkiivette zu 4,75 pul 200 mM
MOPS-Puffer pH7 und 1,95 ul 5M NaCl gegeben und mit Wasser auf 100 pl
verdiinnt. Die Konzentrationen in der Kiivette betragen 250 nM CP-TMR-dsDNA,
10 mM MOPS-Puffer und 100 mM NaCl. Nach der Messung der Fluoreszenz
(Anregungswellenldnge: 530 nm, Emissionsmaximum 588 nm, Slits 5Snm) wird 1 pul
30 M Cu" zugegeben und erneut die Fluoreszenz gemessen. Eine
Fluoreszenzldschung wird ersichtlich.

Zur Regeneration konnen nun 0,1-1mM EDTA oder 0,1-50mM diverser
Reduktionsmittel wie Dithionit, Thiosulfat, Hydrazin oder MBA zugegeben werden.
In weiteren Experimenten wurden zusatzlich H20O: als Reoxidationsmittel eingesetzt

sowie die beschriebenen Experimente in direkter Folge durchgefiihrt.
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5 Zusammenfassung

Ein Ziel dieser Arbeit war die Weiterentwiklung des in Abb. 56 dargestellten
Nachweissystems fiir Nucleinsduren. Ein zyklischer, intramolekular stabilisierter
[(TPY):DNA]Cu'-Komplex stellt dabei einen allosterischen Rezeptor fiir
komplementdre Target-DNA dar. Durch Hybridisierung kommt es zur
Destabilisierung der (TPY):Cu'-Einheit, so dass Cu" von bestimmten Liganden
abgefangen werden und katalytisch aktive Komplexe bilden kann. Durch
Verwendung geeigneter Substrate kann ein Fluoreszenzsignal generiert werden.
Auch ein System unter Verwendung von [(TPY):DNA]Zn" und einer enzymatischen

Amplifikation ist bekannt.

tpy
cu2+
tpy

DNA-Sonde DCFH

Prakatalysator

(phen)
S m— S Y

Target-DNA

l Signaltransduktii Signalamplifikation

Abb.56:  Nachweis von DNA durch eine chemische Signalkaskade mit Amplifikation.
tpy =2,2":6",2""-Terpyridin, phen = 1,10-Phenanthrolin,
DCFH = 2,7’-Dichlordihydrofluorescein, DCF = 2’,7’-Dichlorfluorescein.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die kinetische und thermodynamische Stabilitédt der
DNA-Sonde quantifiziert werden. So wurde gezeigt, dass diese Eigenschaften
weitgehend unabhdngig von der Primdr- und Sekundarstruktur ihrer DNA-
Bindungsdomane sind. Fiir fiinf verschiedene DNAs wurden Dissoziationsraten und
Stabilitatskonstanten flr [(TPY):DNA]Zn"-Komplexe bestimmt. Die

Stabilitatskonstanten zeigen mit Werten um log K =15 eine hohe thermodynamische



Zusammenfassung 85

Stabilitat an, was Vorraussetzung fiir ein geringes Signal/Hintergrund-Verhaltnis ist.
Hohe Zerfallsraten spiegeln dagegen eine hohe Labilitit wider, was bei einem
positiven Nachweis zu einer raschen Bildung katalytischer Spezies fiihren kann,
wenn die Zn'-Affinitat der Prakatalysatoren hoch genug ist.

Weitere Experimente wurden mit [(TPY):DNA]Cu"-Komplexen durchgefiihrt. Diese
weisen eine deutlich hohere thermodynamische Stabilitit (log K=20,4) bei
gleichzeitig geringerer kinetischer Stabilitat auf, weshalb sie optimale Rezeptoren fiir

das in Abb. 56 gezeigte Detektionssystem darstellen.

Durch fluorimetrische Untersuchungen unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffs
Zinpyr wurde die Offnung der zyklischen DNA-Strukturen bei Hybridisierung
bestatigt. Bei Anwesenheit von Zn!! kommt es zu einer Intensitdtserhohung, durch
Cu" zu einer Fluoreszenzloschung. Verglichen mit den freien Ionen bewirkten die
DNA-Komplexe nur partielle Effekte, was auf die Bildung gemischter TPY-Zinpyr-
Komplexe von Zn"! und Cu"! hindeutet. Kinetische Untersuchungen mit
komplementdrer DNA zeigten eine schnelle und vollstandige Hybridisierung bei

Raumtemperatur in wenigen Minuten an.

Des Weiteren wurde Versuche unternommen, alternative kupferkatalysierte
Reaktionen fiir eine effiziente Signalamplifikation einzusetzen.

Eine fluorogene Click-Reaktion fiihrte erwies sich als ungeeignet, da der fiir die
Katalyse notige Ligand Tris((1-hydroxypropyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)amin
(THPTA) nicht in der Lage war, Cu" aus dem nach Hybridisierung vorliegenden
[(TPY):DNA]Cu-Komplex zu extrahieren.

Dagegen konnte eine 3-stufige Signalkaskade mit aufeinander folgender chemischer
und enzymatischer Katalyse entwickelt werden. Nach Hybridisierung wird ein
BPYCu!-Komplex gebildet, der in Gegenwart von Ascorbat katalytisch ein als
Hydrazid maskierten Hamin-Cofaktor entschiitzt. Es kommt dabei zur
Rekonstitution ~des Enzyms Meerrettichperoxidase (HRP). Uber eine
colorimetrischen TMB-Assay konnten so etwa 1 uM Target-DNA nachgewiesen

werden.
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Ein zweiter Aspekt der Arbeit war der Aufbau von DNA-gekoppelten
Cu-Redoxkatalysatoren. Von Interesse sind solche Verbindungen u.a. fiir
einzelmolekiilspektroskopische Experimente zur Beobachtung redoxkatalytischer
Reaktionen. Dabei wird ein Katalysator-DNA-Konjugat durch Hybridisierung mit
einem komplementdren Farbstoff-modifizierten Einzelstrang an einer Oberfldache

immobilisiert und dann Fluktuationen der Fluoreszenzintensitit einzelner

Farbstoffmolekiile detektiert (s. Abb. 57).

‘s h =
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(%q : Substratg.y Substraty,
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Reduktion
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Reoxidation
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Abb.57:  Prinzip der Fluoreszenzfluktuation einer CPCu-TMR-modifizierten dsDNA durch
Redoxprozesse. TMR = Tetramethylrhodamin.

Der Ligand 3-Clip-phen (CP) konnte synthetisiert, charakterisiert und die
katalytische Aktivitit seiner Cu-Komplexe in Ensembleexperimenten untersucht
werden. CPCul-Komplexe sind mit einer Bildungsskonstante von log K =13,5 sehr
stabil, was in der Durchfithrung von Einzelmolekiilexperimenten grofie Vorteile mit
sich bringt.

Weiterhin konnte eine katalytische Aktivitdt bei der Oxidation von Hydrochinon zu
Benzochinon mit TONs von 24 und TOFs von 8,6 min! beobachtet werden. Die
Geschwindigkeit der Reaktion liegt in einem Bereich, der eine Verfolgung in
Einzelmolekiilexperimenten ermdglichen sollte.

Mit dem Carboxylderivat von CP gelang die Synthese eines CP-modifizierten DNA-
Einzelstrangs. Ensembleexperimente mit CP-TMR-dsDNA zeigten eine ca. 90 %ige

Loschung der Fluoreszenz durch Cu'-Komplexierung, wahrend es durch Zugabe
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von Reduktionsmitteln wieder zu einer Regeneration kommt. Kontrollexperimente
lassen vermuten, dass dieser Effekt auf die Reduktion von Cu'! zu Cu' am
Reaktionszentrum zuriickzufiihren ist. Dithionit und 4-Mercaptobenzoesaure stellen

geeignete Reduktionsmittel dar.

In ersten Einzelmolekiilexperimenten, die von der Arbeitsgruppe Herten (Bioquant)
durchgefiihrt wurden, konnten Hybride von CP-DNA mit fluoreszenzmarkierter
DNA immobilisiert und einzeln beobachtet werden. Eine starke Fluoreszenzldschung

bei Bildung des Cu'-Komplexes wurde auf Einzelmolekiilebene bestétigt.
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6 Anhang

6.1 Ubersicht der modifizierten Oliginucleotide

O @]
H>N
O 3"-DNA-5"~ 0O
O @]

DNA1: 3-ATCGTTACCAAAGCATCGTA-5’

DNA2: 3"-TACCAAAGCATCGTA-5"

DNA3: 3'-CCTCCATCGTTACCAAAGCATCGTA-5
DNA4: 3'-GCGCATCGTTACCAAAGCATCGTAGCGC-5"
DNAS5: 3"-TACTGCCAGGCGCTTCTGCA-5’

3'-GGGCGCGAACGAAACGCAAAAA-5'J‘NO\/\/\/\N
H

Sonstige eingesetzte DNAs:

kDNA 5-TACGATGCTTTGGTAACGAT-3
mmDNA 5-TACGATGCTTTGGTAATGAT-3’
TMR-DNA 5-CCCGCGCTTGCTTTGCGTTTTT-TMR-3
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6.2 UV/VIS-Spektren zur Stabilititsbestimmung von CP

und CPCOOH
CP CPCOOCH
1.8 1 0.4
1.6 0.35
141 03 1
c 1.2 c
° o 0.25 -
1 £
S 08 | : s 021
g 06 | g 0.15
04 1 011
0.2 4 0.05 +
0 : : ) 0 : . )
240 260 280 300 240 260 280 300
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]
— CPCOOH/CP
— CPCOOH/CP + Cu"
— CPCOOH/CP + Cu" + NTA

Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen:
10 uM CPCOOH / 20 uM CP, 10 uM / 20 pM Cu", 10 uM / 20 pM NTA, 250 mM
NaCl bei pH 7 (10 mM MOPS-Puffer) und 25 °C.
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6.3 CP-katalysierte Oxidation von Hydrochinon zu

.
Benzochinon
20 mol% Cu", pH7 20 mol% Cu", pH 8
0.6 § T
0.5+
c 044 c
2 o
2 031 e
[} [}
(7] (7]
2 2
< 0.2 4 <
01 i
e
0 . . . ; J
220 240 260 280 300 320
Wellenldnge [nm] Wellenldnge [nm]
20 mol% (PHEN),Cu", pH7 20 mol% (PHEN),Cu", pH 8

T

0.6 q
0.54
s s 041
= =
E E 0.3 | \
< A 021 \\
0.1 \\§
0 . . . . )
220 240 260 280 300 320
Wellenldnge [nm] Wellenldnge [nm]
20 mol% CPCu", pH7 20 mol% CPCu", pH8
0.6 T 0.7 4 T
0.5+ 0.6 q
0.54
c 047 c
2 2 041
X 3
7 o 0.3
2 2
< 0.2 <
0.2 4
0.1 0.1
0.0 T T T T ] 0 T T T T |
220 240 260 280 300 320 220 240 260 280 300 320

Wellenldnge [nm] Wellenldnge [nm]

Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen 25 uM Hydrochinon, 50 uM H20: und
5 uM Katalysator bei pH 7 (500 uM MOPS-Puffer) bzw. pH 8 (500 uM DHP-Puffer)

bei 25 °C.
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Anhang
0,1 mol%Cu", pH7 0,1 mol% Cu'", pH 8
1.2 1.2
1.0 4
c = 0.8 4
2 o
a a
5 5 06
3 3
< < 04
0.2 4
. . . . : 0.0 . . . : :
210 230 250 270 290 310 210 230 250 270 290 310
Wellenldnge [nm] Wellenlédnge [nm]
0,1 mol% (PHEN),Cu", pH7 0,1 mol% (PHEN),Cu", pH 8
E E
I3 g
< <
210 230 250 270 290 310
Wellenlédnge [nm]
Wellenldnge [nm]
0,1 mol% CPCu", pH7 0,1 mol% CPCu", pH 8
1.2 1.2 4
1.0 1.0
c
S 08 2 081
- [=X
[=X f=
S 06 g 061
: i 2o i
< 04 :
0.2 4
02 N——
0.0 : : : : :
0.0+ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 210 230 250 270 290 310

210 230 250 270 290 310

Wellenldnge [nm]

Wellenldnge [nm]

Die Konzentrationen in der Kiivette betrugen 200 uM Hydrochinon, 400 uM H:0:
und 0,2 uM Katalysator bei pH 7 (400 uM MOPS-Puffer) bzw. pH 8 (400 uM DHP-

Puffer) bei 25 °C.
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