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In den letzten Jahren hat die durch Oligodesoxyribonucleo-
tide (ODNs) vermittelte Selbstorganisation von nanoskaligen
Objekten wie Goldpartikeln,! Kohlenstoffnanoréhren oder
auf DNA basierenden Strukturen® ein groBes Interesse
gefunden. Die Synthese von ODN-modifizierten organischen
Molekiilen wie ODN-Cyclobutadien und Trisoligonucleoti-
dylen®! wurde bereits beschrieben, und ihre Selbstorganisa-
tion wurde untersucht. Im Zusammenhang mit neueren
Untersuchungen in der Einzelmolekiilspektroskopie (SMS)
ist besonders die Kupplung von ODN mit Farbstoffmolekiilen
interessant.”) Es wurden SMS-Studien des Fluoreszenzre-
sonanzenergietransfers zwischen Donor- und Acceptorfarb-
stoffen durchgefiihrt,”) wobei diese Farbstoffe durch kurze
DNA-Molekiile verkniipft waren. Fiir solche Studien ist es
wichtig, organische Farbstoffe zu supramolekularen Struktu-
ren anordnen zu konnen und an spezifischen Stellen eines
Festkorper-Bauelements gezielt zu immobilisieren.®

Hier beschreiben wir die Fliissigphasensynthese und die
Charakterisierung von Perylendiimid-Bis(oligonucleotid)-
Konjugaten (PONs), bestehend aus einer Farbstoffeinheit
(Schema 1) und zwei an der Imid-Seite des Perylendiimids
kovalent verkniipften einzelstriangigen (ss) ODNs von je 16
Basen Linge (Abbildung 1). Perylendiimide wurden wegen
ihrer hohen Photostabilitit, chemischen Inertheit und hohen
Fluoreszenzquantenausbeute ausgewihlt.’! Die Konjugate
sind wasserloslich und konnen mit einem komplementédren
16mer-ss-ODN hybridisieren.
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Schema 1. Synthese des Perylendiimids 6: a) 4-Brom-2,6-diisopropylphenyl-
amin, Propionsiure, Riickfluss, 20 h; b) 4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl) phenol,

K,CO;, N-Methyl-2-pyrrolidinon (NMP), 90°C, 12 h, Ausbeute 66 %,; c) 4-Meth-
oxycarbonylphenylboronsiure, Pd-Kat., K,CO;, Toluol, Methanol, 75°C, 15 h,
Ausbeute 93 %; d) KOH, THF, 80°C, 24 h, Ausbeute 96 %; e) N-Hydroxysuccin-

imid, Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), DMF, RT, 48 h, Ausbeute 100%.

Wir weisen hier zum ersten Mal die reversible DNA-
vermittelte Konjugation von komplementdren PONs zu
linearen Farbstoffketten nach. Die physikochemischen Eigen-
schaften der linearen Farbstoff-DNA-Polymere wurden durch
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS), UV/Vis-Spek-
troskopie und Gelelektrophorese untersucht. Die ODNs
wurden mithilfe von Standard-Festphasenchemie unter Ver-
wendung der Phosphoramidit-Methode auf einer Polystyrol/
Divinylbenzol-Oberflidche synthetisiert und anschlieBend mit
Ionenaustausch-HPLC gereinigt. Zwei ODNs wurden herge-
stellt: ODN1 (5'-H,N-(CH,),-p-TAGTTGTGATGTACAT-
3’) und das komplementire ODN2 (5'-H,N-(CH,)s-p-ATG -
TACATCACA ACTA-3'). Im jeweiligen MALDI-TOF-Mas-
senspektrum tritt lediglich ein Maximum auf, das dem
Molekulargewicht von ODN1 (5106 gmol™!) und ODN2
(5013 gmol ™) entspricht. Das Disdurederivat des Perylendi-
imids, 6, wurde gemiB3 Schema 1 synthetisiert (Details siehe
Hintergrundinformationen).

ODN1 und ODN?2 wurden in Natriumtetraborat (pH 8.5)
an 6 gekuppelt. Die erhaltenen Konjugate, PON1 (Abbil-
dung 1) und PON2, wurden durch priparative Polyacrylamid-
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Abbildung 1. Perylen-Bis(oligonucleotid)-Konjugat PONT1, bestehend aus zwei unterschiedlichen
Komponenten: einem Farbstoffkern und zwei an beiden Seiten kovalent angekniipften Oligo-
nucleotiden. Dieser Aufbau lasst einen amphiphilen Charakter des Molekiils vermuten.

Gelelektrophorese (PAGE) im TBE-Puffer (Tris-HCI, Borat,
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), pH 8.3) gereinigt, aus
dem Gel ausgeschnitten und in Wasser extrahiert.

Ein Vergleich der Fluoreszenzabsorptions- und Fluores-
zenzemissionsspektren von PON1 und PON2 in Wasser mit
den Spektren von 6 in Tetrahydrofuran (THF) belegt, dass die
Perylenkomponente ihre optischen Eigenschaften beibehal-
ten hat. Das Absorptionsmaximum von PONI1 ist gegeniiber
dem von Perylen 6 bathochrom verschoben (4,,,, =595 nm)
(Abbildung 2).
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Abbildung 2. UV /Vis-Absorptions- und Fluoreszenzemissionsspektren
(Aex="590 nm) von PON1 und 6. PONT1 (in Phosphatpuffer, pH 7): UV/
Vis —, Fluoreszenz ««««. ; 6 (in THF): UV/Vis —-—-, Fluoreszenz —«—-.

Das Loslichkeits- und das Aggregationsverhalten der
PONs in wéssriger Losung wurde mit FCS untersucht.
Diese Technik analysiert Fluktuationen der Fluoreszenzin-
tensitdt, die durch Diffusion der Farbstoffe entstehen, in
einem kleinen konfokalen Volumen (<1 fL) eines Lasers
(Details zur FCS-Methode siehe Hin-
tergrundinformationen).”) Die Auto-
korrelationsfunktionen von PONI1
(~1 um) beziiglich der Zeit wurden in
Reinstwasser (ddH,0) gemessen. Die
experimentelle Kurve kann sehr gut fg
durch eine theoretische Autokorrela-
tionsfunktion fiir frei diffundierende
monodisperse Teilchen beschrieben
werden (Abbildung siehe Hintergrund-
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informationen). Hierbei bestimmten
wir eine mittlere Diffusionszeit 7
von 41.4+£5.0 ps, die einem Diffusi-
onskoeffizienten D, von 257+
35um?s™! entspricht. Unter der
Annahme, dass sich PON1 als kugel-
formiges Teilchen beschreiben lésst,
ergibt sich ein hydrodynamischer
Radius von 0.85+0.12 nm, der sehr
gut dem erwarteten Wert entspricht.
Unsere Messdaten zeigen keinerlei
Hinweise auf groBere Aggregate.

PON1 wurde mithilfe von Lipid-
mischungen aus kationischem 1,2-Di-
oleoyl-3-trimethylammoniumpropan (DOTAP) und neutra-
lem  1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin ~ (DOPC)
(m(DOPC)/[m(DOPC) + m(DOTAP)] = 0.86) in das
Losungsmittel n-Decan iiberfithrt. Hierbei wurde das
Ladungsverhéltnis zwischen den Phosphatgruppen von
PONI1 und den kationischen Lipiden auf 1:1 eingestellt. Die
Lipide wurden zusammen mit PON1 in Wasser vermischt,
anschliefend wurde n-Decan zugegeben und iiber Nacht
vorsichtig geschiittelt. Der Transfer der PON1-Lipid-Kom-
plexe konnte mit bloBem Auge wahrgenommen werden, da
sich die wissrige Phase nach dem Schiitteln aufklidrte. Die
gemessenen FCS-Autokorrelationskurven entsprechen sehr
gut einem Einkomponentenangleich mit einer Diffusionszeit
von 270429 us (Abbildung sieche Hintergrundinformatio-
nen). Berechnungen des Diffusionskoeffizienten fiir stdb-
chenformige Partikel,"”! die den PONI1-Lipid-Komplex als
einen Zylinder mit der Ldnge von 18 nm und einem Durch-
messer von 6 nm annehmen (Abbildung 3), ergeben einen
Wert von 41.9 um?s™!. Dieser stimmt sehr gut mit dem
experimentellen mittleren Diffusionskoeffizienten von 39.0 +
5.1 um?*s™! iiberein.

Es wurde eine zweite Methode angewendet, um PONI1
aus der wissrigen Losung in n-Decan zu iiberfiihren. Hierbei
wurde das Detergens zuerst in n-Decan gelost und dann zu
einer wissrigen PON1-Losung gegeben. Laut FCS-Messun-
gen stimmen die Teilchenzahlen in der unpolaren Phase in
den unterschiedlich préparierten Proben weitgehend iiberein.
Mithilfe eines CyS5-markierten 30mer-ss-ODN  (Cy5-
GCCGTCTCTGACTGCTGACTACTATCG) konnte ein
Transfergrad fiir den Ubergang aus der wissrigen Losung in
n-Decan von ca. 80 % ermittelt werden.

Die Hybridisierungsexperimente wurden in unterschied-
lichen wissrigen Losungen durchgefiihrt: ddH,O, TE-Puffer
(10 mm Tris-HCl, 1 mm EDTA, pH?7.5), TE+0.1m NadCl,
TE + 0.8Mm NaCl und 0.1M NaCl. PON1 und das komplemen-
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Abbildung 3. Schematische Darstellung des PON1-Lipid-Komplexes in n-Decan; die Kopfgruppen
der Lipide sind in Richtung der hydrophilen ODN1-Ketten ausgerichtet, wihrend die unpolaren
Schwanzgruppen in das Lésungsmittel n-Decan ragen.
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tire ODN2 wurden im stochiometrischen Verhiltnis von 1:2
gemischt, wobei die Konzentration von PON1 auf ca. 1 um
eingestellt wurde. UV-Absorptionsexperimente bei 260 nm
belegen, dass die Hybridisierung in allen Losungsmitteln
auBer in ddH,O stattfindet (unverdffentlichte Daten).
Genaueren Aufschluss iiber die Hybridisierungseigenschaf-
ten der PONSs lieferten temperaturabhédngige Absorptions-
messungen in TE + 60 mm NaCl. Absorptionsspektren unmit-
telbar nach dem Vermischen von PON1 und ODN2 wurden
sowohl bei 90°C als auch bei 0°C aufgenommen. Demnach
tritt bei hoheren Temperaturen eine stirkere Absorption auf,
und es kommt zu einer leichten Blauverschiebung des
Absorptionsmaximums. Schmelzkurven bei 260 nm bestéti-
gen die Ergebnisse und weisen einen einzigen scharfen
Ubergang bei einer Schmelztemperatur von 45°C auf.

Da PON1 und PON2 an beiden Bindungsstellen symme-
trisch mit komplementdren ODNs funktionalisiert sind,
sollten Mischungen der beiden PONs zu kettenfoérmigen
supramolekularen Strukturen hybridisieren. Zur Bestitigung
dieser Annahme wurden analoge Schmelzexperimente mit
Mischungen aus PON1 und PON2 durchgefiihrt, wobei in
diesem Fall das stochiometrische Verhiltnis
von PON1 zu PON2 auf 1:1 eingestellt
wurde. Die Schmelzkurven der PON-
Mischungen und der PON/ODN-Proben
zeigen ibereinstimmende Merkmale, ledig-
lich die Schmelztemperatur der PON-
Mischungen ist leicht erhoht (47 °C) (Abbil-
dung 4). Dies weist stark darauf hin, dass der
Perylendiimidkern die Hybridisierungsei-
genschaften der angebundenen ODNs
nicht wesentlich beeinflusst.

PAGE-Experimente wurden zur Unter-
scheidung der einfachen Hybridisierung
zwischen einem PON und dem komplemen-
tiren ODN (Abbildung 5a) und der Poly-

a)

20b

merkettenbildung zwischen PONI1 und LM-
PON2 herangezogen (Abbildung 5b). Die 55
Proben wurden jeweils in TE 4+ 60 mm NaCl b)

gelost und gut durchmischt, auf 70°C erhitzt
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Abbildung 4. Schmelzkurve einer dquimolaren Mischung aus PON1
und PON2. Die Schmelztemperatur betrigt 47°C.
von PON zu ODN von 1:2 (Ila, IIIa) auf 1:1 (VIa, VIIIa)
andert. In diesen Fillen wird die Bande des dihybridisierten
zugunsten des monohybridisierten Produkts abgeschwécht.
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und langsam iiber Nacht auf eine Endtem- gég Eg

peratur von 4°C abgekiihlt. Die Produkte - - 0 bp

wurden durch Gelelektrophorese analysiert, — R — 13? Eg

wobei SYBR-Gold zur direkten Firbung - : = = — E —a Eg

der PONI1-PON2-Hybride verwendet i

wurde. = “ B —— 30bp
41b A

Gegeniiber Proben aus einem PON und
dem nichtkomplementidren ODN (Ia, IVa)
weisen Mischungen aus einem PON und
dem komplementdren ODN im Verhéltnis
1:2 (ITa, IIIa) zwei zusitzliche Banden bei
hoherem Molekulargewicht auf, wéhrend

12b _.-

-

die ODN-Bande (IIa, IITa) und die PON-
Bande (I1a) verschwinden. Die zusitzlichen
Banden entsprechen mono- und dihybridi-
sierten PONs. Deren Bildung wird durch das
stochiometrische Verhéltnis von PON zum
komplementidren ODN beeinflusst, was sich
erkennen lidsst, wenn man das Verhiltnis
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Abbildung 5. a) PAGE (TBE-Puffer, pH 8.3): la PONT/ODNT, Ila PONT/ODN2 (1:2), llla PON2/
ODN1 (1:2), IVa PON2/ODN2, Va ODNT, Vla PONT/ODN2 (1:1), Vila ODN1/ODN2 (1:1), Vllla
PON2/ODN1 (1:1); b) Polyacrylamidgel der PON1/PON2-Hybride: Ib PON1, Ilb PON2, Illb PON1/
PON2 (1:1), IVb PON1/PON2 (1:2), Vb PONT/PON2 (1:3), VIb PON1/PON2 (2:1), VIIb PON1/
PON2 (3:1), VIlIb PON1/PON2/ODN1/ODN2 (1:1:1:1).

www.angewandte.de © 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

4059


http://www.angewandte.de

4060  © 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Bei Mischungen aus PON1 und PON2 treten leiterfor-
mige Bandenstrukturen bei h6heren Molekulargewichten auf.
Diese Banden koénnen kettenféormigen Polymerstrukturen
unterschiedlicher Linge zugeordnet werden (IIIb-VIIb);
nachgewiesen wurden PON-Dimere, -Trimere, -Tetramere
und -Pentamere. Die Bande bei ca. 800 bp konnte einer
ringformigen Struktur entsprechen. Eine solche Kettenbil-
dung tritt bei Proben aus PON und komplementirem ODN
nicht auf. Das PON1/PON2-Verhiltnis hat kaum einen
Einfluss auf die Entstehung von Poly-PONs bestimmter
Lénge, was im symmetrischen Charakter der PONs begriindet
liegt. Des Weiteren weist eine Mischung aus beiden PONs
und beiden ODNs Banden auf, die ODN1-ODN2-Hybriden,
PON, PON-ODN-Hybriden und PON-Ketten unterschiedli-
cher Linge entsprechen (VIIIb). Dies deutet darauf hin, dass
der Perylendiimidkern die Hybridisierung der angebundenen
ODNs nicht beeintrichtigt. Weiterfilhrende Experimente
zeigen, dass die Ionenstidrke die Kettenbildung nicht signifi-
kant beeinflusst.

Zusammengefasst haben wir die Synthese von Perylen-
diimid-Bis(oligonucleotiden) (PONs) und ihre DNA-vermit-
telte Aggregation zu Polyperylendiimiden beschrieben. Die
verwendeten Bausteine waren jeweils mit zwei identischen
Sequenzen funktionalisiert und bildeten Strukturen vom Typ
ABAB... Prinzipiell konnte eine beliebige Basensequenz als
Verkettungselement fiir den Aufbau polymerer Strukturen
verwendet werden, wodurch eine seitenspezifische Positio-
nierung auf festen Oberflichen moglich sein konnte. Mit
diesen Merkmalen, und wegen der einstellbaren chromopho-
ren Eigenschaften von Perylenen, konnten diese Perylen-
DNA-Hybride Anwendung als molekulare elektronische
Bauelemente finden. Der Aufbau von supramolekularen
Energietransfersystemen aus elementaren Bausteinen ist in
greifbare Nihe geriickt. In diesem Zusammenhang kann
Terylendiimid, ein hoheres lineares Homologe von Perylen-
diimid, als Energieacceptor fiir Perylendiimid fungieren.!'"!

Dariiber hinaus konnten wir zeigen, wie durch Verwen-
dung von Detergentien, speziell von kationischen Lipiden,
Oligonucleotid-funktionalisierte Farbstoffe in eine in organi-
schen Losungsmitteln l6sliche Form {iiberfiihrt werden
konnen. Die Hybridisierung der PONs wurde in wissriger
Losung vorgenommen und das Produkt in ein organisches
Losungsmittel tiberfiihrt, was die Moglichkeit eroffnet, DNA-
basierte Strukturen mit nicht wasserloslichen organischen
Makromolekiilen zu kombinieren.

Eingegangen am 29. Dezember 2003,
verdnderte Fassung am 21. April 2004 [Z53621]
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