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gebracht und getrocknet; es wurde keine weitere Kontrastierung vorgen-
ommen. DSC-Messungen wurden mit einem Netzsch-DSC-200-Gerit bei
10 Kmin~! unter Anwendung zweier Heizldufe und eines Kiihlungslaufs
durchgefiihrt. Rasterkraftmikroskopie (AFM) wurde mit einem Nano-
Scope-I1Ia-Gerit (Digital Instruments, Santa Barbara, USA) im Klopfmo-
dus durchgefiihrt. Das Gerdt war mit einem 10 x 10-um-E-Scanner und
kéduflichen Silicium-Spitzen (Typ TESP, Kraftkonstante 50 Nm~!, Re-
sonanzfrequenz 300 kHz, Spitzenradius < 20 nm) ausgestattet. Die Proben
wurde prépariert, indem man ein Trépfchen einer THF-Losung (0.01 %
w/w) auf einer frisch préiparierten Goldoberfliche trocknen lief.
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Ein Modellnucleosid fiir die
Elektroneninjektion in die DNA: 5-Pyrenyl-2'-
desoxyribose**

Nicole Amann, Evgeni Pandurski, Torsten Fiebig*
und Hans-Achim Wagenknecht*

Ladungstransferreaktionen durch die DNA wurden in den
vergangenen 15 Jahren intensiv untersucht.!l Es ist wichtig
hervorzuheben, dass in den meisten dieser Experimente der
oxidative Lochtransfer beobachtet wurde. Der reduktive
Elektronentransfer (ET) wiederum findet gegenwirtig eine
breite Anwendung in der DNA-Chip-? und Nanotechno-
logie,’l ohne dass der zugrundeliegende Mechanismus dieser
Art des Ladungstransfers verstanden wird. Kiirzlich beschrie-
ben Carell et al. die Reparatur von Thymin-Thymin-Dimeren
durch ein raumlich entferntes Flavinderivat, das als artifizielle
Base in die DNA eingebaut war.! Spektroskopische Mes-
sungen mit diesem System wurden nicht publiziert. Trotzdem
wurde die Spaltung des Thymin-Thymin-Dimers als chemi-
sche Folgereaktion eines reduktiven ET durch den DNA-
Basenstapel interpretiert. Bis heute gibt es keine brauchbaren
DNA-Systeme fiir die zeitaufgeldste spektroskopische Unter-
suchung des reduktiven ET durch die DNA.

In dieser Zuschrift wollen wir die Synthese und die pH-
abhéngige spektroskopische Untersuchung des ET in dem
Nucleosid 5-Pyrenyl-2'-desoxyuridin (PydU, 1) als Modell-
system vorstellen. Pyrenderivate wurden bereits zuvor von
Kool etal. als artifizielle DNA-Basen verwendet.’] Wir
wihlten einen anderen strukturellen Ansatz, bei dem der
Pyrenylsubstituent mit der Nucleobase Uracil (bzw. Thymin)
kovalent verkniipft ist. Die Anregung der Pyreneinheit bei
340 nm fiihrt zu einem intramolekularen ET, bei dem das
entsprechende Uracil-Radikalanion und das Pyrenyl-Radi-
kalkation entstehen (Py*-dU~). Dieser Ladungstransfer
wurde bereits zuvor von Netzel et al. nachgewiesen.[! Unter
Beriicksichtigung des Reduktionspotentials von 1.52V (vs.
Normalwasserstoffelektrode) fiir das Py*/Py-Redoxpaarl’]
und E,,=3.25 eV ist die Triebkraft AG dieses ET-Prozesses
maximal —0.5 eV, wenn man ein Potential von —1.2 V fiir das
dU/dU"~-Redoxpaar® zugrunde legt. Der Betrag |AG|
erscheint jedoch zu hoch, wenn man neuere Femtosekun-
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den-zeitaufgeloste Studien der Reduktion von Thyminen
beriicksichtigt, die ein Potential von —1.8 V fiir das dT/dT"-
Redoxpaar ergeben.”) Auf der Grundlage von Steady-State-
Fluoreszenzspektroskopie und Messungen der Fluoreszenz-
Lebensdauern wurde vorgeschlagen, dass der ET von der
photoangeregten Pyrenylgruppe zur Uracileinheit in MeOH
mehr begiinstigt ist als in MeCN, weil dieser Prozess an eine
Protonierung gekoppelt ist.l! Diese Hypothese steht in
Widerspruch zum pK,-Wert von 6.9, der von Steenken et al.
fiir das Radikalanion dU(H)" beschrieben wurde.'”) Damit
stellt dU(H)" eine stirkere Sdure dar als MeOH und kann
somit nicht durch dieses Losungsmittel protoniert werden.
Wir entschieden daher, Wasser bei unterschiedlichen pH-
Werten fiir die Messungen zu verwenden, um das Auftreten
eines Protonen-gekoppelten ET mit Steady-State-Fluores-
zenzmessungen und zeitaufgeloster transienter Absorptions-
spektroskopie zu untersuchen. Das Verstédndnis der Dynamik
der Protonierung der Radikalanionen von Nucleobasen ist
grundlegend und wichtig fiir das Verstindnis des ET und des
Lochtransfers durch die DNA. Besonders wichtig ist die
Frage, ob 1 als Elektroneninjektor in DNA geeignet ist.
Damit kann die Konkurrenz zwischen dem ET zu benach-
barten DNA-Basen und der Protonierung durch die umge-
benden Wassermolekiile und/oder Basen, die tiber Wasser-
stoffbriicken gebunden sind, untersucht werden.

Das Nucleosid 1 wurde durch die Palladium-katalysierte
Suzuki-Miyaura-Kreuzkupplung!"'! von Pyren-1-ylboronsiure
2 und 5-Tod-2'-desoxyuridin 3 mit einer Ausbeute von 79 %
hergestellt (Schema 1). Suzuki-Miyaura-Kupplungen wurden
bereits zuvor fiir die Herstellung arylierter und alkenylierter

| [0}
[: R=Br: 4
a
OH / NH R =B(OH)z: 2 OH /
o N ! . o M
e} b (o}
HO 3 HO 1

Schema 1. Synthese von 1: a) 1. nBuLi (1.1 Aquiv.), Et,0, 0°C, 30 min;
2. B(OCH,); (5.0 Aquiv.), —78°C, 6 h, dann RT, 20 h. 3. H;O*, RT, 3 h;
73%, b) 2 (1.0 Aquiv.), [Pd(PPh;),] (0.1 Aquiv.), NaOH (20 Aquiv.), THF/
MeOH/H,0 =2:1:2, Riickfluss, 20 h; 79 %.

Purine herangezogen,/'?l aber bisher nicht fiir die direkte
Synthese von Aryl-modifizierten Nucleosiden verwendet. Im
Vergleich zur publizierten Herstellungsmethode {iiber eine
Stille-Kupplung des Pyren-1-ylstannans mit einem vollstédndig
geschiitzten 5-lod-2'-desoxyuridin-Derivat in einer Hand-
schuhbox,® hat unsere Synthesemethode den Vorteil, dass
das Ausgangsmaterial nicht geschiitzt werden muss. Dariiber
hinaus lassen sich Suzuki-Miyaura-Kupplungen in wissrigen
Losungsmitteln durchfithren, was die Synthese zusitzlich
vereinfacht. Die Pyren-1-ylboronsdure 2 wurde durch Lithiie-
rung von 1-Brompyren 4, anschlieBender Umsetzung mit
Borsduretrimethylester und abschlieBender saurer wéssriger
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Aufarbeitung hergestellt.'¥ Die Struktur des Nucleosids 1
wurde durch Massenspektrometrie und durch 2D-NMR-
Experimente wie DQF-COSY und HMQC bestitigt.

Im Nucleosid 1 sind die zwei Chromophore iiber eine C-C-
Einfachbindung kovalent miteinander verkniipft, was eine
starke elektronische Wechselwirkung zur Folge hat. Solche
Systeme weisen im allgemeinen intensive, strukturlose Fluo-
reszenzbanden auf, deren Maxima Losungsmittel-abhéngig
sind. Das Auftreten einer solchen Emission weist auf einen
effizienten Ladungstransfer (CT) hin.') Als Folge dieser
speziellen Art der Wechselwirkung zwischen Pyren und dem
angefiigten Chromophor wird die Bildung intramolekularer
CT-Zustinde erwartet, die eine starke Fluoreszenz aufweisen
und daher als intramolekulare Exciplexe betrachtet werden.
Diese Exciplexe enthalten sowohl Beitrdge des lokal ange-
regten (LE, Py*-dU) als auch des ladungsgetrennten (Py'*-
dU*") Zustandes. Tatsédchlich wurden solche Exciplexe von 1
in organischen Losungsmitteln wie THF, MeCN und MeOH
beobachtet.['”)

Es ist interessant, dass das Steady-State-Fluoreszenzspek-
trum von 1 in Wasser bei einem pH-Wert von ca. 8 haupt-
sichlich LE-Charakter aufweist (4..=340nm, Abbil-
dung 1 A). Diese Emission wird bei einem pH-Wert von
ca. 4 vollstidndig geloscht. Um die gesamte pH-Abhéngigkeit
zu untersuchen, wurde die Intensitit der Emission von 1 bei
verschiedenen pH-Werten zwischen 2 und 12 gemessen
(Abbildung 1B). Die Auswertung der charakteristischen
sigmoidalen Kurve ergibt einen pK,-Wert von ca. 5.5 fiir das
protonierte Biradikal Py""-dU(H)". Dieser Wert ist kleiner als
der pK,-Wert von 6.9, der von Steenken et al. bestimmt
wurde.l' Dieser Unterschied ist moglicherweise durch den
Einfluss der direkt angekniipften Pyreneinheit in 1 bedingt.
Der geringe Verlust an Emission bei pH-Werten oberhalb von
10 ist wahrscheinlich eine Folge der Deprotonierung der
Uracilgruppe. Dadurch werden die Redoxeigenschaften des
Modellnucleosids 1 bereits im Grundzustand veréndert.

Um die Produkte, die sich nach Anregung von 1 bilden, zu
charakterisieren, nahmen wir die transienten Absorptions-
spektren von 1 in Wasser bei zwei verschiedenen pH-Werten,
8 und 4, jeweils 13 ps nach der Anregung auf (Abbildung 2).
Die Spektren bei beiden pH-Werten zeigen einen deutlichen
Absorptionspeak bei ungefihr 475 nm, welcher charakteri-
stisch fiir Pyt ist.l'] Zusiitzlich weist das Spektrum bei pH 8
eine Schulter bei ungefihr 505 nm auf, welche auf die
Gegenwart von Py* hinweist.'”l Es ist zu beachten, dass diese
Schulter in dem Spektrum, welches bei pH 4 aufgenommen
wurde, fehlt. Die zusétzlichen Absorptionsbanden bei grof3e-
ren Wellenldngen werden mit radikalischen Produktzustin-
den in Bezug gesetzt, die die Uracileinheit miteinbeziehen. In
Abhingigkeit vom pH-Wert sind deutliche Unterschiede in
der Intensitdt und spektralen Position dieser Absorptions-
banden festzustellen, was darauf hinweist, dass verschiedene
radikalische Uracilspecies als Endprodukte des Ladungs-
transferprozesses auftreten.

Basierend auf den Steady-State-Fluoreszenzspektren und
den zeitaufgelosten Pump-Probe-Daten ldsst sich somit fest-
stellen, dass, unabhidngig vom pH-Wert, nach der Photoanre-
gung von 1 ein intramolekularer ET auftritt. Der ladungsge-
trennte Zustand (Py"™-dU™"), der sich anfinglich bildet, ist
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Abbildung 1. Steady-State-Fluoreszenzspektren von 1 in Wasser (40 um;
Aexe =340 nm) bei pH 8 und pH 4 (A) und pH-Abhéngigkeit der Fluores-
zenzintensitit (B). Die Emission wird bei pH <5 durch Protonierung des
Uracil-Radikalanions vollstindig geloscht (C).

nicht fluoreszent und steht im Gleichgewicht mit der fluores-
zenten LE-Form Py*-dU (Schema 2). Nur in der Gegenwart
eines Uberschusses an Protonen kann das dU-—-Radikal
protoniert werden. Diese wichtige Beobachtung schlief3t
einen Protonen-gekoppelten ET-Mechanismus aus, d.h. ein
Prozess bei dem der Protonierungsschritt die eigentliche
Voraussetzung fiir das Auftreten eines ET darstellt. Die
transienten Absorptionsspektren zeigen jedoch deutliche
Unterschiede im spektralen Bereich zwischen 500 und
700 nm bei pH 4 und pH 8, was darauf hinweist, dass sich

3086 © 2002 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

0.2 4 ——pH4

0.0

L] v T v T v | v )
450 500 550 600 650
Alnm

Abbildung 2. Transiente Absorptionsspektren von 1 in Wasser (400 um)
bei pH 8 und pH 4, jeweils 13 ps nach der Anregung.
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Schema 2. Zusammenfassung der Prozesse, die in 1 auftreten: Nach der
Anregung von 1 (Py-dU) bei 340 nm erfolgt ein intramolekularer ET. Der
ladungsgetrennte Zustand (Pyt-dU") fluoresziert selbst nicht, steht aber
im Gleichgewicht mit dem fluoreszenten Py*-dU-Zustand. Bei pH < 5 wird
die Emission durch Protonierung des Uracil-Radikalanion geldscht; es
entsteht Py*-dU(H)".

dem ET ein Protonierungsschritt anschlieBt. Aus den zeitauf-
gelosten Spektren (Daten sind nicht dargestellt) lieB sich die
Rate der Protonierung abschétzen. Sie gleicht in etwa der
Rate des Ladungstransfers, d.h. in der Gré3enordnung von
100 fs.

Dartiiber hinaus beobachteten wir durch transiente Ab-
sorption deutliche Unterschiede der Lebenszeiten von Py -
dU"~ in Abhéngigkeit des pH-Wertes. Bei pH 8 zeigen die ET-
Zwischenprodukte eine Lebenszeit von mehreren Nanose-
kunden, wohingegen bei pH 4 nach 100 ps so gut wie keine
transiente Absorption mehr nachweisbar ist.

Zusammenfassend lédsst sich die Dynamik und die pH-
Abhingigkeit des ET im Modellnucleosid 1, die von uns
charakterisiert wurde, wie folgt darstellen. Der intramoleku-
lare ET ist ein ultraschneller Prozess, Py**-dU"~ ldsst sich nach
Anregung in Wasser bereits nach einigen Picosekunden
beobachten. Der pK,-Wert des protonierten Py "-dU(H)*-
Biradikals wurde durch Steady-State-Fluoreszenzspektrosko-
pie bestimmt, er liegt bei ca. 5.5. Dieser Wert zeigt deutlich,
dass weder Wasser in der Umgebung des Nucleosids noch
Wasserstoffbriicken-Donoren wie die komplementéiren
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DNA-Basen in der Lage sind, das Uracil-Radikalanion dU"~
zu protonieren. Dariiber hinaus weisen diese Resultate darauf
hin, dass der reduktive ET in DNA nicht an eine Protonierung
gekoppelt ist. Die Lebenszeit von Py *-dU*~ liegt in der
GroBenordnung von Nanosekunden, allerdings nur bei einem
pH-Wert grofler als 7. Unter der Annahme, dass sich die freie
Energie dieses ET-Prozesses innerhalb von DNA nur wenig
dndert, sollte 1 einen geeigneten Elektroneninjektor dar-
stellen, weil der ET zu benachbarten DNA-Basen wahr-
scheinlich auf einer Zeitskala kiirzer als Nanosekunden
auftritt.

Experimentelles

Die Synthese von 5-(1-Pyrenyl)-2'-desoxyuridin 1 und eine kurze Beschrei-
bung des Laseraufbaus sind in den Hintergrundinformationen beschrieben.
Die Steady-State-Fluoreszenzspektren wurden mit einem Fluoromax-3
Fluorimeter (Jobin-Yvon) aufgenommen und wurden in ihrer Intensitit
korrigiert.
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ULTRA-hochbeladene Harze durch
Quervernetzung von linearem Polyethylenimin
— Steigerung der Atomokonomie in der
Polymer-unterstiitzten Chemie**

Jorg Rademann* und Michael Barth

Die Verwendung unldslicher Polymertréager fiir chemische
Transformationen gehort zu den wichtigsten und weitrei-
chendsten Innovationen in der Organischen Chemie der
letzten Jahrzehnte.['l Die Methode hatte groBen Einfluss, da
sie nicht nur die Synthese von Peptiden, Oligonucleotiden,
Heterocyclen und anderen Molekiilklassen grundlegend ver-
anderte, sondern auch die Entwicklung kombinatorischer
Methoden fiir die Chemie und Biochemie anregte.’) In den
letzten Jahren fanden Polymertrager auch breite Anwendung
in der Festphasen-unterstiitzten Synthese in Losung.®!

Bislang wird der iiberwiegende Teil der Festphasen-unter-
stiitzten Chemie auf quervernetzten, quellbaren Polymerge-
len durchgefiihrt. Meistens werden Polystyrolgele verwen-
det.! Ist ein Harz hoherer Polaritit erforderlich, wird mit
Polyethylenglykolen (PEG) gepfropftes Polystyrol bevor-
zugt.’! Durch die Quervernetzung von PEG-Ketten werden
biokompatible Trager erhalten, die von kleinen und mittel-
grof3en biologischen Makromolekiilen durchdrungen werden
konnen und fiir biochemische Assays von grolem Interesse
sind.®!

Ein wesentlicher Nachteil der aktuellen Polymer-unter-
stiitzten Synthesemethoden ist ihre geringe Atomdkonomiel”!
im Vergleich zur konkurrierenden Synthese in Losung. Fest-
phasen-unterstiitzte Chemie an konventionellen Harzen!®
wird dadurch von ressourcen- und kostenintensiven Anwen-
dungen ausgeschlossen wie Synthesen im gro3eren oder sogar
technischen Maf3stab. Die Verwendung von Polystyrolharzen
ist auerdem in Bezug auf die Losungsmittelauswahl, die
thermische und chemische Stabilitdt sowie durch die starke
Adsorption mancher Reagentien eingeschrinkt.l’)

Wenn es gelinge, eine neue Klasse von Tragerharzen
ausgehend von effizient funktionalisierbaren Monomeren
mit geringem Molekulargewicht zu synthetisieren, konnte
die Tragerkapazitdt erheblich gesteigert werden. Polyethy-
leniminel'” haben eine Beladung mit Aminen von

[*] Dr. J. Rademann, Dipl.-Chem. M. Barth
Institut fiir Organische Chemie
Universitat Tiibingen
Auf der Morgenstelle 18, 72076 Tiibingen (Deutschland)
Fax: (+49)7071-295-560
E-mail: joerg.rademann@uni-tuebingen.de

[**] Wir danken der Firma Personal Chemistry GmbH, Konstanz, fiir die
zeitweilige Uberlassung eines Mikrowellen-Syntheseautomaten. J.R.
bedankt sich fiir Unterstiitzung bei Prof. G. Jung und Prof. M. E.
Maier, Universitdt Tiibingen, dem Strukturfonds der Universitit
Tiibingen, der DFG (Projekt ,,Reaktive Intermediate in polymeren
Gelen“ (Ra 895/2) und dem DFG-Graduiertenkolleg ,,Chemie in
Interphasen® (Projekt 6, Rademann) von dem M.B. ein Stipendium
erhilt. Ferner danken wir Rainer Fischer, Elke Gesele, Dr. Klaus
Eichele und Nicole Sessler fiir analytische und apparative Unter-
stiitzung.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor ange-
fordert werden.
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