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Beim Aufbau funktioneller m-Systeme ist ein Geriist mit

definierter Struktur notwendig, wenn die optischen Eigen-

schaften des Systems von der relativen Orientierung der

einzelnen molekularen Komponenten zueinander abhéngen.

Die folgenden, einzigartigen Eigenschaften der Nucleinsdu-

ren werden diesen Anforderungen gerecht:

a) Selbstorganisation zweier Oligonucleotide entsprechend
ihrer komplementédren Sequenzen.

b) Helicale Duplexstruktur als Topologie mit einem Basen-
paarabstand von 3.4 A entlang der Helix.

¢) Moglichkeit zur Modifizierung durch automatisierte Ver-
fahren mit Bausteinen.

d) Molekulare Erkennung durch Nucleinsdure bindende
Verbindungen und Proteine.

e) Bildung komplexer zwei- und dreidimensionaler Nano-
strukturen.

Deswegen iiberrascht es nicht, dass der Aufbau funktio-
nalisierter Nucleinsduren immer groferes Interesse findet.
Die zugrunde liegende Idee dabei ist, die selbstorganisierte
Struktur der doppelstrangigen DNA oder RNA als supra-
molekulares Geriist zu verwenden, um mehrere Chromo-
phore so anzuordnen, dass sie in einer kontrollierbaren Weise
miteinander wechselwirken. Es ist zu erwarten, dass solche
Chromophorcluster Eigenschaften aufweisen, die von denen
der Monomere deutlich abweichen und von groSem Interesse
fiir die Nano- und Biotechnologie sind. Grundsétzlich konnen
solche Multichromophorstapel in Oligonucleotiden durch
1) Basenersatz, 2) Zuckermodifikationen oder 3) Basen-
modifikationen verwirklicht werden. Fiir jeden Typus werden
im ersten Teil dieses Highlights kurz einige représentative
Multichromophorstrukturen vorgestellt, um dem Leser das
notige Hintergrundwissen zu vermitteln. Im Anschluss wird
das Hauptthema diskutiert — die helicale Anordnung eines
Multiporphyrinstapels auf Basis der DNA-Architektur.
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Die Gruppe um Kool hat DNA entwickelt, in der die
natiirlichen Basen durch Fluorophore in Form von C-Nuc-
leosiden, so genannte Fluoroside, ersetzt sind (A).'! Bemer-
kenswerterweise unterscheiden sich die optischen Eigen-
schaften der gestapelten Fluoroside im Inneren der DNA
deutlich von denen der Monomere; sie zeigen vor allem
groBere molekulare Extinktionskoeffizienten und groBere
Stokes-Verschiebungen von bis zu 220 nm. Eine kombinato-
rische Bibliothek von Fluorosiden ergab interessanterweise
eine groBe Bandbreite verschiedener Emissionsfarben.”! In
einer anderen Experimentreihe haben Leumann und Mitar-
beiter eine rei3verschlussidhnliche Anordnung von Bipheny-
len und Bipyridinen in Form von C-Nucleosiden als Basen-
ersatz prasentiert, die starke Wechselwirkungen zwischen den
Striangen aufwies (B).”! Diese konnten als kiinstliche Basen-
paare bei Elektronentransferexperimenten eingesetzt wer-
den

Fiir den Einbau von Chromophoren in Oligonucleotide
konnen anstatt der natiirlichen 2’-Desoxyribofuranoside auch
acyclische Briickeneinheiten verwendet werden. Die Gruppe
um Asanuma und Komiyama berichtete iiber Aggregate von
Farbstoffen, die sich vom Azobenzol ableiten, die mithilfe
von D- oder L-Threolinol als acyclische Briicken im Inneren
der DNA eingebaut wurden (C).”! Die DNA-Hybridisierung
konnte moduliert werden, indem mit Licht zwischen der cis-
und der ftrans-Form der Azobriicke geschaltet wurde. Wir
studierten kiirzlich die Selbstorganisation von Perylenbis-
imiden in DNA, indem wir die Farbstoffe mithilfe von (S)-
Aminopropandiol als acyclische Briickeneinheiten einbauten
(D).’ Die hydrophobe Stapelung von bis zu sechs Perylen-
bisimiden im Inneren doppelstringiger DNA ergab eine
starke, rotverschobene und excimeridhnliche Emission. Hianer
und Langenegger gelang es, mehrere Phenanthrene und
Phenanthroline in die DNA einzubauen, wofiir sie eine
achirale, nichtnucleosidische Briicke verwendeten.”) Bemer-
kenswerterweise nimmt der eigentlich achirale Oligopyren-
bereich als Chromophorstapel in der DNA die Anordnung
einer rechtsgingigen Helix an, wie sie durch den helicalen
DNA-Rahmen vorgegeben wird (E).®!

Alternativ zu den oben erwédhnten Strategien hat die
Gruppe um Nakamura und Yamana demonstriert, dass die
Selbstorganisation mehrerer Pyrene, die an die 2'-Position
von Uridin angekniipft sind, die Stabilitdt des RNA-Duplexes
nicht signifikant beeinflusst (F).”) Wegen der helicalen An-
ordnung dieser Chromophore wurde aber eine sehr starke
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Excimerfluoreszenz erhalten. Ein Pyrenreifiverschluss ent-
lang der RNA konnte durch Hybridisierung zweier komple-
mentédrer Oligonucleotide realisiert werden, die Pyrene so-
wohl an der 2'-Position von Uridin als auch an der 2’-Position
des gegeniiber angeordneten, komplementidren Adenins
enthielten.'”) LNA (Locked Nucleic Acid) ist eine modifi-
zierte RNA-Struktur, bei der die Riboseeinheiten in der
RNA-spezifischen 3'-endo-Konformation fixiert sind. Die
Gruppe um Wengel studierte die Eignung des LNA-Riick-
grates zur Steuerung der Organisation mehrerer Pyrene, in-
dem sie die Pyrene mit der 2’-Funktion der LNA-Monomere
verkniipfte (G).'!

Wir haben gezeigt, dass die Modifizierung mehrerer be-
nachbarter 2'-Desoxyuridine mit Ethinylpyren nur dann die
Stabilitdt doppelstrdangiger DNA wegen der excitonischen
Wechselwirkungen erhoht, wenn mehr als drei Chromophore
in einer Reihe angeordnet sind (H).'” AuBerdem erzeugte
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die Wechselwirkung von fiinf Pyrenen entlang der DNA-
Helix eine drastische Verstirkung der Fluoreszenzintensitét
(ca. 22fach) nach der DNA-Hybridisierung.'¥! Bemerkens-
werterweise verhinderte der Einbau von Basenfehlpaarungen
gegeniiber von den Pyrenen die beobachtete Fluoreszenz-
verstarkung, weil die Fehlpaarungen die Struktur des Chro-
mophorstapels storten. Das Emissionsmaximum kann mo-
duliert werden, wenn Pyrene und Phenothiazine in einem
Multichromophor gemischt angeordnet werden.['*!

Die genannten Beispiele machen deutlich, dass es wichtig
ist, die Chromophore entlang der Helix so anzuordnen, dass
die kanonische Basenpaarung nicht gestort wird. Eine Er-
haltung der sequenzspezifischen Selbstorganisation der Oli-
gonucleotide trotz des Einbaus von Multichromophoren ist
von entscheidender Bedeutung sowohl fiir nanotechnologi-
sche Anwendungen als auch fiir Anwendungen in der mole-
kularen Diagnostik, z. B. fiir den Nachweis von Einzelbasen-
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variationen. Dieses Ziel kann erreicht werden, wenn die
Chromophore kovalent direkt mit den DNA-Basen verkniipft
werden. Dabei miissen die Chromophore entweder an die 5-
Position von Pyrimidinen oder an die 7-Position von 7-Des-
azapurinen angehidngt werden, andernfalls wiirde die Modi-
fikation die anti-Konformation der modifizierten Nucleoside
in die syn-Konformation umwandeln, die die Watson-Crick-
Basenpaarung stort. Dariiber hinaus scheint die Verkniipfung
der Chromophore iiber kurze Phenylen- oder Acetylenbrii-
cken — oder sogar iiber eine direkte C-C-Bindung — wichtig zu
sein, um die geforderten elektronischen Wechselwirkungen
im Stapel zu erhalten.

Seit einigen Jahren studieren Stulz und Mitarbeiter die
Selbstorganisation von Porphyrinen, die iiber die Acetylen-
briicke mit der 5-Position von 2’-Desoxyuridin verkniipft
sind.>8 Die gewihlte Ankniipfung erfiillt alle oben be-
schriebenen Kriterien fiir die Beibehaltung der Basenpaarung
wie auch fiir die Erzeugung starker Wechselwirkungen. Da-
riilber hinaus haben Porphyrine gegeniiber den oben disku-
tierten, rein organischen Chromophoren den Vorteil, dass
Metallionen in den Chromophorstapel eingebaut werden
konnen. Mithilfe dieses Ansatzes wurden bis zu elf tetra-
phenylsubstituierte Porphyrine in ein Oligonucleotid einge-
baut."! Die Schmelztemperaturen zeigten jedoch einen
deutlichen Verlust der Duplexstabilitidt pro einzelnen Por-
phyrineinbau an (AT=5-7 K). Dabei verhielt sich der Bei-
trag jeder einzelnen Porphyrinmodifikation additiv beziiglich
der destabilisierenden Wirkung auf den Duplex — das heif3t,
dass keinerlei Stabilisierung durch Wechselwirkung benach-
barter Porphyrine zuriickgewonnen wurde, so wie dies mit
den Pyrenen und anderen organischen Chromophoren be-
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obachtet worden war (siehe oben). Dieser Befund ist etwas
iiberraschend, vor allem vor dem Hintergrund, dass sowohl
Circulardichroismus(CD)-Studien als auch energieminimier-
te Strukturen aus Kraftfeldrechnungen nahe legten, dass die
Porphyrine in der groBen Furche der DNA-Doppelhelix an-
geordnet sind und so die Duplexstruktur nur geringfiigig
storen. Die Situation wurde etwas besser, wenn diphenyl-
substituierte Porphyrine an 2'-Desoxyuridine (dU) ange-
kniipft und anschliefend in Oligonucleotide eingebaut wur-
den." Eine einzelne derartige Modifikation destabilisierte
den Doppelstrang zwar immer noch drastisch (AT = -21 K),
die destabilisierende Wirkung mehrerer Diphenylporphyrine
verhielt sich jedoch im Unterschied zu jener der Tetraphe-
nylporphyrine nicht additiv. Dies bedeutet, dass in einer
sechsfach markierten DNA die Destabilisierung pro Modifi-
kation reduziert war (AT=6-7 K), besonders dann, wenn
eine alternierende Porphyrin-dU/A-Sequenz in ein Oligonu-
cleotid eingefiihrt wurde.

Letztlich bestand der entscheidende Trick fiir die Riick-
gewinnung der Duplexstabilitit durch die Wechselwirkung
von Porphyrinen darin, eine alternierende Sequenz aus Por-
phyrin-dU und A in beide komplementire Stringe des DNA-
Duplexes einzufiihren. Das heif3t, dass die Porphyrine wei-
terhin nebeneinander angeordnet sind, aber in einer zwischen
den beiden komplementidren Oligonucleotiden alternieren-
den Weise platziert sind. Mithilfe dieses Ansatzes konnte die
Destabilisierung deutlich reduziert werden und letztlich in
einen stabilisierenden Effekt von + 0.5 K pro Modifikation
verwandelt werden, wenn elf Tetraphenylporphyrine in einen
Duplex eingebaut wurden (Abbildung 1). Sogar in einer ge-
mischten, alternierenden Sequenz von fiinf Tetraphenyl- und

Po'

Abbildung 1. Helicaler Multiporphyrinstapel entlang doppelstringiger DNA: Die alternierende Sequenz von Porphyrin-dU-Konjugaten und A in
beiden komplementaren Oligonucleotiden platziert die Porphyrine direkt nebeneinander im Hybrid.
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vier Diphenylporphyrinen erwies sich die Destabilisierung als
gering (AT=—-0.1 K pro Modifikation) and damit vernach-
lassigbar. Entsprechend diesen Beobachtungen zeigen die
UV/Vis-Absorptions- und CD-Spektren dieser Doppelstrian-
ge starke Grundzustandswechselwirkungen zwischen den
Porphyrinen entlang der DNA. Modellierungen ergaben, dass
sich die Porphyrine anscheinend zickzack-artig anordnen und
dabei in Paaren stapeln, die aus jeweils einem Porphyrin
beider Strénge bestehen. Diese Anordnung konnte die Sta-
bilisierungseffekte erkldren und unterscheidet sich grund-
sdtzlich von denjenigen Stapeln, in denen alle Porphyrine an
denselben Strang angekniipft wurden.

Hervorzuheben ist, dass die alternierende Anordnung der
Chromophore entlang der DNA-Helix den zusitzlichen
Vorteil bietet, dass Zink(IT)-Ionen in ein Multiporphyrin-
Oligonucleotid eingefiihrt werden konnen, das anschlieBend
mit einem komplementiren, aber zinkfreien Oligonucleotid
hybridisiert wird. In einem solchen Duplex wird die Fluo-
reszenz der Zinkporphyrine durch die metallfreien Porphy-
rine iiber einen resonanten Fluoreszenzenergietransfer, der
innerhalb der gemischten Sequenz auftritt, signifikant ge-
16scht.

Diese Resultate sind von groler Bedeutung, weil sie zei-
gen, dass es moglich ist, Metallionen als Zentralatome von
Porphyrinen in einer definierten Weise entlang der DNA-
Helix anzuordnen, ohne die Basenpaarung und/oder die
thermische Duplexstabilitidt zu beeintrichtigen. Das Poten-
zial der DNA als Geriist fiir die helicale Anordnung von
Porphyrinen mit Metallionen tiber mehrere Nanometer wird
deutlich. Solche DNA-Multichromophorarchitekturen konn-
ten zukiinftig Anwendung als funktionelle Molekiile fiir
photoaktive Nanomaterialien und photonische Nanostruktu-
ren finden.
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