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durch Einlagerung in DNA **
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Abstract: Phenothiazinfarbstoffe werden als Photosensibili-
satoren in der photodynamischen Therapie eingesetzt. Ihr
Wirkmodus ist eng an die Erzeugung von angeregten Tri-
plettzustinden durch Interkombination gekniipft. Das Ver-
stindnis der Faktoren, welche die Interkombination beein-
flussen, ist daher essenziell zur Verbesserung der Wirksamkeit
der photodynamischen Therapie. Wir setzen eine Kombination
aus quantenmechanischen und molekiilmechanischen Re-
chenverfahren ein, um die Effekte einer wissrigen und einer
DNA-Umgebung auf den Mechanismus der Interkombination
in Methylenblau zu untersuchen. Dabei stellt sich heraus, dass
die Erzeugung von Triplettzustinden stark von der Umgebung
beeinflusst wird. Wihrend die Interkombination in Wasser
ausschliefilich  durch vibronische Spin-Bahn-Kopplungen
ausgelost wird, findet sich in DNA-Umgebung ein weiterer,
durch elektronische Spin-Bahn-Kopplung vermittelter Weg.
Konkurrierende, in DNA-Umgebungen ebenfalls mogliche
Ladungstransferprozesse konnen daher unterdriickt werden,
um die Wirksamkeit der photodynamischen Therapie zu er-
hohen.

P hotodynamische Therapie (PDT) ist ein Ansatz zur Be-
handlung von Krebs und Infektionen, der durch seinen
nichtinvasiven Charakter™ eine mogliche Alternative zu
herkommlichen Antitumortherapien darstellt. Die Erzeu-
gung von Triplettzustinden durch Interkombination (,inter-
system crossing*, ISC) ist dabei der Schliisselprozess, der die,
letztendlich zum Zelltod fithrenden, oxidativen Schédigungen
auslost. Dabei kann sowohl ein Elektronentransfer auf be-
nachbarte Biomolekiile (Typ I) als auch ein Energietransfer
auf Sauerstoffmolekiile der Umgebung (Typ IT) Ausloser des
Prozesses sein (Abbildung 1). Daher lasst sich der therapeu-
tische Effekt des Photosensibilisators mit der Quantenaus-
beute der ISC korrelieren, und letztere hidngt stark von den
Wechselwirkungen zwischen dem Sensibilisator und den
Zielmolekiilen ab.
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Abbildung 1. Mechanismen der Photosensibilisierung: Ein Photosensi-
bilisator (PS) wird nach Absorption von Strahlung (A) in den hellen
Zustand S, angeregt. Schwingungsrelaxation (VR) desaktiviert den PS
in den Schwingungsgrundzustand. Nun kénnen verschiedene Prozesse
stattfinden: Interkombination (ISC) zu Triplettzustinden T,, (Typ | und
I1) oder eine chemische Reaktion mit Biomolekiilen der Umgebung
(Typ H). Im ersten Fall kann der PS im Triplettzustand einen Elektro-
nentransfer (ET, Typ ) oder einen Transfer der Anregungsenergie (EET,
Typ I1) in die Umgebung auslésen, was letztendlich zum Zelltod fiihrt.

Unter anderem werden auf Phenothiazinfarbstoffen ba-
sierende Photosensibilisatoren (Abbildung 2a) in der PDT
gegen Tumorzellen® ! und Mikroorganismen!®® eingesetzt.
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Abbildung 2. Struktur, Energien und Orbitale von Methylenblau (MB).
a) Allgemeine Strukturformel von Phenothiazinen und Substituenten
von MB. b) MB eingelagert in Poly(dG-dC), mit paralleler Ausrichtung
der aromatischen Ringe des Farbstoffs und der Nukleobasen. Farbco-
dierung der Atome: cyan: C, blau: N, gelb: S, weif3: H. Farbcodierung
der Molekiilteile: Guanin und Cytosin: rot, Zucker: gelb. c) Vertikale
Anregungsenergien und Charaktere der drei niedrigsten Singulett- und
Triplettzustinde von MB in der Gasphase, in wissriger Lésung, in Poly-
(dG-dC) und in Poly(dA-dT); siehe auch Tabelle S1. d) Nichtbindendes
Orbital, welches zu den S;(nm*)- und T;(nmw*)-Zustinden beitragt.
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Ihre planare Struktur ermoglicht eine Bindung an DNA
durch eine parallele Einlagerung zwischen den Nukleinbasen
(Abbildung 2b). Zahlreiche spektroskopische Studien'!
bestdtigen dabei die Einlagerung als den bevorzugten Bin-
dungsmodus von Phenothiazinderivaten. Unter den vielen
Phenothiazinen ist Methylenblau (MB) das bei Weitem am
hdufigsten untersuchte Derivat im Zusammenhang mit
PDT.”! MB lost Typ-II-Prozesse aus, indem es Singulett-
Sauerstoff O,('A,) (mit einer Quantenausbeute von 0.52 in
Wasser) erzeugt. Innerhalb der Zelle hat Singulett-O,('A,)
eine kurze Lebensdauer (0.01-0.02 ps),"! weshalb der Kon-
takt zwischen dem Photosensibilisator und den Biomolekiilen
sehr wichtig fiir die Wirksamkeit der PDT-Behandlung ist.

Da MB, und Phenothiazine im Allgemeinen, bevorzugt
nichtkovalent an DNA binden, wurden Elektronenstruktur-
rechnungen an in DNA eingelagertes MB durchgefiihrt. Es
wurde die Interkalation fiir zwei verschiedene DNA-Strénge
(solvatisierte Dodecamere, bestehend aus alternierenden
Guanin-Cytosin- oder Adenin-Thymin-Sequenzen) simuliert.
Diese Ergebnisse wurden mit denen fiir MB im Vakuum und
in wissriger Losung verglichen. Wie unsere Analyse zeigt,
hingt die Photophysik von MB wesentlich von seiner Um-
gebung ab, mit drastischen Konsequenzen fiir die PDT. Auf
der Grundlage dieser Ergebnisse sehen wir Moglichkeiten, in
DNA eingebettetes MB so zu modifizieren, dass sich die ISC
und damit die Wirksamkeit der PDT stark erhohen.

Bei den Rechnungen kam ein kombiniertes quanten- und
molekiilmechanisches (QM/MM) Verfahren zum Einsatz.
Der Farbstoff wurde dabei quantenmechanisch mit der MS-
CASPT2-Methode (,,multistate complete active space
second-order perturbation“!"™!) berechnet und die Umgebung
mithilfe eines Amber-Kraftfelds beschrieben.'"! Die vertika-
len Anregungsenergien wurden durch Mittelung iiber 50
Konfigurationen einer 40-ns-Trajektorie des elektronischen
Grundzustandes berechnet!'”! (siehe Abschnitt S1 der Hin-
tergrundinformationen). Abbildung 2¢ zeigt die vertikalen
Anregungsenergien und die Charaktere der drei niedrigsten
Singulett- und Triplettzustinde (siche auch Tabelle S1). Die
Anregungsenergien variieren stark mit der Umgebung. Fiir
den Farbstoff gelost in Wasser beobachtet man eine Rotver-
schiebung der mm*-Zustinde um 0.1 bis 0.4 eV und eine
Blauverschiebung der nit*-Zustédnde um 0.6 bis 0.7 eV, jeweils
relativ zur Vakuumenergie. Der gleiche Trend, wenn auch
weniger stark ausgeprigt, ldsst sich nach Einbettung des
Farbstoffs in DNA beobachten. Das in den Doppelstrang
eingebettete MB ist daher partiell von den Umgebungs-
effekten abgeschirmt. Die gute Ubereinstimmung der Anre-
gungsenergie des spektroskopisch hellen S, (rtt*)-Zustands in
wissriger Losung, 2.09 eV, mit dem experimentellen Wert von
1.9 eV bestitigt die Ergebnisse.['¥!

Normalerweise erwartet man eine effiziente Interkombi-
nation wenn die beteiligten Singulett- und Triplettzustéinde an
einem Punkt im Phasenraum energetisch entartet oder zu-
mindest fast entartet sind, und die entsprechende Spin-Bahn-
Kopplung (,,spin—orbit coupling®, SOC) nicht vernachléssig-
bar ist. Gemif der Regel von El-Sayed!™ treten starke SOCs
zwischen Zustdnden mit unterschiedlichem Charakter auf.
Aufgrund dieser Annahmen und unter Beriicksichtigung von
S,(mtm*) als spektroskopisch heller Zustand ldsst sich eine ISC
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zwischen S;(mtt*) und Ti(nm*) erwarten. Wie aus Abbil-
dung 2 c ersichtlich, erhoht sich die Energiedifferenz zwischen
diesen beiden Zustidnden von 0.51 eV im Vakuum auf 1.34 eV
in wissriger Losung. Eingebettet in DNA liegen die Werte
dazwischen — 1.00 eV fiir Poly(dG-dC) und 1.09 eV fiir Poly-
(dA-dT). Die VergroBerung der Energiedifferenz in wéssriger
Losung (und zu einem geringeren Anteil in DNA) ist eine
direkte Folge der Rotverschiebung des S,(mtm*)-Zustandes
und der Blauverschiebung des Ts(nm*)-Zustandes. Erkldren
lasst sich die Stabilisierung des mm*-Zustandes in Wasser
durch einen Blick auf die Dipolmomente der verschiedenen
Zustidnde. Wie in Tabelle S2 zu sehen, nehmen die Dipol-
momente der S;(strt*)-, S,(st*)-, T,(mtm*)- und Ty(mm*)-Zu-
stinde im Vergleich zum S;-Wert zu. Dies hat eine Verrin-
gerung der Anregungsenergie und damit eine Stabilisierung
dieser Zustdnde zur Folge. Andererseits findet man kleinere
Dipolmomente fiir die T5(nm*)- und S;(nm*)-Zustande, wo-
durch deren Energie erhoht wird. Die starke Erhohung der
nn*-Energie deutet auf einen zusdtzlichen Effekt hin, ndm-
lich die Bildung von Wasserstoffbriicken zwischen dem N-
Atom des zentralen Rings von MB (Abbildung2a) und
einem benachbarten Wassermolekiil. Diese Wechselwirkung
stabilisiert das nichtbindende Orbital (Abbildung 2d), das fiir
den Ubergang vom Grundzustand in den ng*-Zustand eine
wichtige Rolle spielt. Dies fiihrt letztendlich zu einer zusitz-
lichen Blauverschiebung. Die Bildung der Wasserstoffbrii-
cken wird nach Einbettung von MB in die Nukleinsdurekette
erschwert, da nun der Farbstoff von den umgebenden Lo-
sungsmittelmolekiilen abgeschirmt wird (siche weitere De-
tails in Abschnitt S1). Die verringerte Wasserstoffbriicken-
bildung nach Einbettung in DNA, im Vergleich zur wéssrigen
Losung, bewirkt eine kleinere Blauverschiebung der ns*-
Zusténde.

Die im Vergleich zur wissrigen Losung kleinere S (stm*)-
T;(nmt*)-Energiedifferenz des in DNA eingebetteten MBs
lasst eine effizientere ISC zwischen dem S;(mz*)- und dem
T;(nm*)-Zustand vermuten. Zur Uberpriifung dieser Hypo-
these werden Strukturen jenseits der Franck-Condon-Region
untersucht. Dazu wurden die Energien und die elektroni-
schen SOCs entlang eines linear interpolierten Pfades zwi-
schen den optimierten S;(7z*)- und Ts(nsw*)-Strukturen be-
rechnet. Wie Abbildung 3 zeigt, sind die Energieprofile des
Farbstoffs im Vakuum und eingebettet in DNA sehr dhnlich,
wihrend sie sich stark von den Kurven fiir die wéssrige
Losung unterscheiden. Sowohl im Vakuum als auch in DNA
eingebettet findet sich eine Kreuzung zwischen den S;(wm*)-
und T;(nmt*)-Zustanden, welche die ISC verstarkt. Im Wasser
verschwindet, aufgrund der Erhohung der Energie des Ts-
(nm*)-Zustandes durch die sich bildenden Wasserstoffbrii-
cken, diese Kreuzung. Der DNA-Hohlraum bildet also eine
Mikroumgebung, welche, dhnlich dem Vakuum, den Farbstoff
vom externen Losungsmittel abschirmt — ein Effekt, der vor
kurzem auch in einer theoretischen Arbeit an 4',6-Diamidino-
2-phenylindol beschrieben wurde.””) Obwohl die elektroni-
schen SOCs entlang der linear interpolierten Pfade (Abbil-
dung 3) nicht sehr ausgeprigt sind (1-8cm™!), sollten sie
trotzdem ISC sowohl im Vakuum als auch in DNA-Umge-
bung auslosen, solange S,(7z*) und Ts(nn*) energetisch be-
nachbart sind. Tatsichlich gentigen SOC-Werte zwischen 0.1
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Abbildung 3. Linear interpolierte Pfade (LI) zwischen der minimierten
S, (wm*)-Geometrie, (S),, und der minimierten T;(nm*)-Geometrie,
(T;)m- Die vertikalen Linien entsprechen den Geometrien am Franck-
Condon-Punkt (FC), am Minimum des S, Zustandes ((S;),,) bezie-
hungsweise am Minimum des T;-Zustandes ((Ts),,. Die Energien der
S, (;trr*)- und T5(nmt*)-Zustande sind durch rote bzw. blaue Linien dar-
gestellt. Die schwarze Linie zeigt die elektronische Spin-Bahn-Kopp-
lung entlang der LI-Pfade. Die Zahlen im Inneren der Diagramme
zeigen die Energiebarrieren (in eV) zum S, (mm*)-Zustand von der
Franck-Condon-Region und vom Minimum des Potentialtopfs. Die
Ergebnisse sind dargestellt fir Methylenblau im Vakuum (a), in wiss-
riger Lésung (b), in Poly(dG-dC) (c) und in Poly(dA-dT) (d).

! um ISC auf einer Nanosekundenzeitskala zu

und 5.0 cm™
initiieren.”?!

Nach Anregung in den optisch aktiven Zustand S;(swtst*)
desaktivieren einige Farbstoffmolekiile zum Schwingungs-
grundzustand durch Dissipation der Schwingungsenergie an
die Umgebung, wihrend andere Molekiile genitigend
Schwingungsenergie besitzen, um die Barriere der S;(mm*)-
T;(nm*)-Kreuzung zu iiberwinden und somit ISC eingehen.
Die Barrierenhdhen, beziiglich des Minimums des S;(mtm*)-
Potentialtopfs sowie des Franck-Condon-Punkts, sind in Ab-
bildung 3 gezeigt. In wissriger Losung findet man relativ
grof3e Barrieren von 0.77 ¢V (zum Minimum) bzw. 0.51 eV
(zum Franck-Condon-Punkt). Im Vakuum und eingebettet in
DNA sind diese Barrieren deutlich niedriger, ndmlich zwi-
schen 0.15eV (relativ zum Franck-Condon-Punkt) bzw.
0.30 eV (relativ zum Minimum). Dies ldsst ISC zwischen S;-
(nee*) und Ts(nm*) im Vakuum und in DNA Umgebung
energetisch bevorzugt erscheinen, wihrend es in wissriger
Losung kaum vorhanden sein sollte. Dennoch findet man eine
relativ groBe Quantenausbeute der O,('A,)-Erzeugung in
Wasser (0.52). Dieser scheinbare Widerspruch 16st sich al-
lerdings auf, wenn man bedenkt, dass die Kopplung zwischen
elektronischen und vibronischen Freiheitsgraden (vibroni-
sche SOC) bei Zustidnden gleichen Charakters ebenfalls zur
ISC beitragen kann.

Kiirzlich wurde in einer theoretischen Arbeit™ die Fol-
gerung gezogen, dass bei den eng verwandten Thioninfarb-
stoffen die Tripletterzeugung in wéssriger Losung aus-
schlieBlich auf vibronische Kopplungen, insbesondere De-
formationsschwingungen, zwischen den S,(tzt*)- und T,-
(mm*)-Zustinden zuriickzufiihren ist. Aufgrund der Ahn-
lichkeit zwischen MB und Thioninen ist es sehr
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Abbildung 4. Mechanismus der Bildung von Triplett-Methylenblau
(MB) im Vakuum, in Wasser und in DNA. Im Vakuum und in Nuklein-
sdureumgebung wird die Interkombination vom hellen S, (nt*) in die
Triplett-Zustande T,(rtw*) und T;(nw*) durch vibronische beziehungs-
weise durch elektronische Spin-Bahn-Kopplungen (v-SOC und e-SOC)
ausgel6st. Dagegen wird in wissriger Lésung der T;(na*)-Zustand
durch die Bildung von Wasserstoffbriicken destabilisiert, weshalb nur
der Ubergang mittels vibronischer Kopplung méglich ist.

wahrscheinlich, dass die im Wasser experimentell beobach-
tete starke ISC™® von MB ebenso durch vibronische Kopp-
lungen zwischen S;(nmr*) und T,(mtm*) vermittelt wird, wie in
Abbildung 4 illustriert. Diese Hypothese wird auch durch die
dhnlichen Anregungsenergien des S,(t7*)- und des T,(mwm*)-
Zustandes (2.09 eV bzw. 2.02 eV) in wissriger Losung ge-
stiitzt (Abbildung 2c). In DNA eingebettetes MB sollte
diesen Effekt auch zeigen, da auch unsere Molekiildynamik-
simulationen"”! Deformationsschwingungen zeigen und die
S, (mer*)- und T,(;tm*)-Zustdnde ebenfalls nahe beieinander-
liegen (Abbildung 2¢).

Diese Ergebnisse sagen eine Verstdarkung der ISC fiir
einen in DNA eingebetteten Farbstoff voraus, da sowohl die
rein elektronische SOC zwischen S;(mtm*) und Ti(nz*) als
auch die vibronische SOC zwischen S;(nmt*) und Ts(nm*) zur
Tripletterzeugung beitragen konnen (Abbildung 4). Leider
steht diese Schlussfolgerung im Widerspruch zu Laserblitz-
lichtexperimenten, die zeigen, dass die Tripletterzeugung bei
Zugabe von Poly(dG-dC) abnimmt.”®) Diese Ergebnisse
lassen sich allerdings durch das Ausloschen des S,(mtm*)-Zu-
stands des Farbstoffs durch einen Elektronentransfer von den
Guanineinheiten erklidren.”! Da das Reduktionspotential
von MB im S,(murt*)-Zustand (1.89 V) gréBer als das von
Guanin (1.53V) ist, wird die Reduktion des Singulett-
zustandes des Farbstoffs begiinstigt.

Um die Quantenausbeute der Tripletterzeugung (und
damit die Effizienz der PDT) nach Einbettung in DNA zu
erhohen, schlagen wir deshalb vor, MB so zu funktionalisie-
ren, dass das Reduktionspotential gesenkt und damit der
Elektronentransfer von den Nukleinbasen blockiert wird.
Dies sollte zum Beispiel durch das Einfithren von elektro-
nenliefernden Substituenten moglich sein. Dabei sind zwei
Faktoren zu beriicksichtigen: Erstens sollte die eingesetzte
funktionelle Gruppe die Energieliicke zwischen S;(str*) und
den Triplett-Zustinden T,(mst*) und Ts(nst*) nicht vergro-
Bern. Zweitens sollten die Substituenten nicht voluminds sein,
da die Interkalation nur fiir kleine planare Molekiile der
bevorzugte Bindungsmodus ist. GroBere Molekiile tendieren
zur Einlagerung in die kleine oder gro3e Grube der DNA,
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wodurch es zur Bildung von Wasserstoffbriicken zwischen
den Nukleinbasen und dem funktionalisierten MB kommt.
Dies fiihrt, genau wie in wéssriger Losung, zu einer Vergro-
Berung der Energieliicke zwischen S,(mzt*) und T;(nzw*).

Zusammengefasst zeigen unsere QM/MM-Untersuchun-
gen unterschiedliche ISC-Mechanismen in Wasser und in
DNA. In wissriger Losung wird die elektronische SOC durch
Bildung von Wasserstoffbriicken mit dem umgebenden Lo-
sungsmittel unterdriickt. Dies ldsst nur noch die vibronische
SOC als Ausloser der ISC iibrig. Dagegen wird der Farbstoff
durch Einlagerung in DNA von den Losungsmittelmolekiilen
abgeschirmt, wodurch neben der vibronischen auch die
elektronische SOC aktiviert wird, was zu einer Verstarkung
der ISC fiihrt. Experimentell™ lasst sich dieser Effekt nicht
beobachten, da der S,(wmt*)-Zustand durch Elektronentrans-
fer zu den Nukleinbasen desaktiviert wird. Daher sollte sich
die Wirksamkeit von MB als PDT-Reagens deutlich steigern
lassen, wenn der Elektronentransfer durch eine strukturelle
Funktionalisierung des Farbstoffs mit kleinen Elektronen-
donorsubstituenten blockiert wird.

Stichwérter: Interkombination - Photochemie -
Photodynamische Therapie - QM/MM - Wasserstoffbriicken

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 4375-4378
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