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Schema 2. Synthese von Cordycepin. a) 1 % OsO,, N-Methylmorpholinoxid 
(NMO), THF/tBuOH/H,O (67%); b) Ac20, Et,N, CH2C12 (90%, 13:4:3:1- 
Gemisch); c) N7-Benzoyl-N4,N7-bis(trimethylsilyl)adenin, Me,SiOSO,CF,, 
C1CH2CH2CL 83°C (65%);  d) NaOMe, MeOH (42%). 

schen Untersuchungen von Nucleosid-Wirkstoffen sowie von 
Nucleotid-Polymeren wie DNA und RN.A eingesetzt werden. 
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Elektronenubertragung in DNA : 
Ruthenium-Elektronendonor- und 
-acceptorkomplexe als ortsspezifische 
Modifikationen doppelstrangiger DNA ** 
Thomas J. Meade* und Jon F. Kayyem 

Intramolekulare Elektroneniibertragungen sind sowohl in 
Protein-Protein-Komplexen als auch in modifizierten Proteinen 
iiber groBere Entfernungen mit biologisch signifikanten Ge- 
schwindigkeiten moglich['- 'I. Diese Elektroneniibertragungen 
hangen nicht nur von der zu iiberbriickenden Distanz und der 
Freien Enthalpie ab, sondern auch von der Reorganisation in 
der Ligandenhiille und der Solvens~mgebung[~~. 

Zwei Faktoren, die in anorganischen und organischen Syste- 
men die Geschwindigkeit der Elektroneniibertragung beeinflus- 
sen, sind weniger gut verstanden: die Struktur des verbriicken- 
den Mediums und die Orientierung von Donor und Acceptor. 
Die Entwicklung eines Systems, an dem sich diese Parameter 
untersuchen lassen, ist eine Voraussetzung, um die Mechanis- 
men der Elektroneniibertragung iiber grol3e Entfernungen auf- 
klaren zu konnen. 

Komplementare DNA-Einzelstrange bilden eine strukturell 
genau definierte Doppelhelix, d. h. Oligonucleotide sollten sich 
als molekulare Matrizen eignen, um an definierten Positionen 
Redoxzentren anzubringen, die photochemisch aktiv und spek- 
troskopisch erfal3bar sind. Nach den Ergebnissen einer neueren 
theoretischen ArbeitL4I konnte die Nucleotidsequenz derart mo- 
difizierter DNA die Kopplung zwischen Elektronendonor und 
-acceptor nachhaltig beeinflussen. 

Um diese Annahme zu priifen, haben wir einen neuen Zugang 
zu DNA-Doppelstrangen mit Ruthenium-Modifikationen ent- 
wickelt, wobei sich der Abstand zwiscben Donor und Acceptor 
aufeine beliebige Zahl von Basenpaaren einstellen 1al3t. Das Ziel 
war die Herstellung einer Serie von Ruthenium-modifizierten 
DNA-Derivaten, bei denen 1 .  die Rutheniumkomplexe fest an 
einer bestimmten Position der Doppelhelix gebunden sind, 
2. das Redoxpotential eines jeden Komplexes unabhangig einge- 
stellt werden kann, 3. die Struktur der DNA-Doppelhelix von 
der Gegenwart der Rutheniumkomplexe unberiihrt bleibt und 
4. sich die Redoxzustande von Donor und Acceptor spektro- 
skopisch unterscheiden lassen. Die neue Synthesestrategie er- 
moglicht es, Redoxzentren unterschiedlichen Potentials an eine 
Reihe von Oligonucleotiden zu koppeln (Abb. 1). Diese miissen 
dam an der 5'-terminalen Ribose in 2-Position eine primare 
Aminogruppe aufweisen. Anhand der an diesem System gemes- 
senen Elektroneniibertragungsgeschwindigkeiten sollte es mog- 
lich sein, genaueren Einblick in die Kopplung zwischen Elektro- 
nendonor und -acceptor zu erhalten. 

Unsere Strategie zur Derivatisierung von DNA mit Uber- 
gangsmetallkomplexen unterscheidet sich von der vorausgegan- 
gener Arbeiten iiber die Modifikation von Oligonucleotiden mit 
organischen Verbindungen und Metallkomplexen, bei denen die 
Fragmente an die endstandigen Phosphatgr~ppen[~, 6 ] ,  an he- 
terocyclische Ba~en[~-" ]  und an Ribosen[", 13] gekoppelt wur- 
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Abb. 1. Schema der Herstellung der rnit Donor und Acceptor niodifizierten Dop- 
pelstrang-DNA. Uber automatische Synthese an fester Phase wird das mit einer 
DMT-2-N-Trifluoracetyl-Gruppe geschiitzte Phosphoramidit 1 in das Oligodes- 
oxyribonucleotid 2jt' eingebaut; dieses wird dann mit einem kompiementaren 
Strang ,,geschiitzt" (Bildung von 3/3). Im Anschlu5 an die Reaktion mit dem Ru- 
theniumkomplex wird dieser Schutzstrang entfernt (-+ 4 / 4 ) .  Die modifizierten Oli- 
gonucleotide werden gereinigt und schlieDlich zu 5 gepaart. Abkurzungen: U,,, 
2'-Amino-2-desoxyuridin, L 2,2'-Bipyridin, Imidazol, Pyridin, NH,, DMT (Dime- 
thoxytrityl). 

den. Wir haben zwei Satze jeweils komplementarer Oligo- 
nucleotide rnit endstandiger Amin~ribose['~] synthetisiert ; die 
8- 14 Basenpaare langen Oligonucleotide wurden dann rnit den 
redoxaktiven Rutheniumkomplexen modifiziert. Anders als 
Fluoreszenzmarker wie Fluoresceinisothiocyanat (FITC) wiir- 
den diese Komplexe auch mit den Stickstoffgruppen der hetero- 
cyclischen Basen reagieren. Deshalb dient eine unmodifizierte 

komplementare Sequenz als grooe, iiber Wasserstoffbrucken ge- 
bundene Schutzgruppe, um die empfindlichen Basenpositionen 
fur den Metallkomplex unzuganglich zu machen" 'I. Die primare 
2'-Aminogruppe der 5'-endstandigen Ribose 1aBt sich unter die- 
sen Bedingungen rnit einer Vielzahl unterschiedlicher Ruthe- 
niumkomplexe modifizieren. Zugleich wird die zufallsbedingte 
Modifikation der Heterocyclen in einigen Fallen vollkommen 
vermieden oder aber zumindest deutlich reduziert. 

Unter Abwandlung bekannter Verfahren[12' wurde das DMT- 
2'-N-Trifluoracetyl-geschiitzte Phosphoramidit 1 von 2'-Amino- 
2'-desoxyuridin (UNH2) hergestellt ; durch automatisierte DNA- 
Synthese an fester Phase['61 wurden dann die Oligodesoxyribo- 
nucleotide 2/2' zusammengesetzt. Sie wurden rnit ihrer komple- 
mentaren Sequenz gepaart (Bildung von 3/3). Darauf hin wur- 
de die U,,,-haltige Doppelhelix sukzessive rnit [Ru(bpy),CO,] 
und Imidazol unter inerter Atmosphare umgesetzt. Der zuriick- 
gewonnene DNA-Doppelstrang wurde rnit 7 M Harnstoff dena- 
turiert und das Ruthenium-modifizierte Oligonucleotid 4" '1 
iiber HPLC an C-18-Umkehrphase gereinigt (Abb. 2). Um den 

0 
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Abb. 2. HPL-Chromatogramm und UV/Vis-Spektren der doppelstrangigen DNA 
nach Modifizierung rnit Ruthenium. Die Oligonucleotide wurden in 7 M Harnstoff 
bei 60°C denaturiert und an C-18-Umkehrphase mit einem Gradienten von 2 %  auf 
40% CH,CN in 7 M Harnstoff und 0.1 M Triethylammoniumacetat (pH 6.5) analy- 
siert. Bei Peak A (25.4 % CH,CN) handelt es sich um unmodifiziertes Amino-Oligo- 
nucieotid (U,,,GCATCGA), bei Peak B (27.7% CH,CN) urn den zu A kom- 
plementlren Strang (ACGTAGCT); Peak C (38.3 % CH,CN) entspricht Ruthe- 
nium-modifiziertem A (U,,,,,,,,,,,,,GCATCGA), wobei das Absorptionsspektrum 
mit dem Vorhandensein eines einzelnen, kovalent an das Oligonucleotid gebunde- 
nen [Ru(bpy),im(U,,,)]-Komplexes in Einklang steht. Peak A, B und C wurden 
durch Coinjektion authentischer Proben sowie durch HPLC-Analyse der 
Nucleosidzusammensetzung im Anschlu5 an die enzymatische Verdauung (alka- 
lische Phosphatase, Phosphodiesterase) identifiziert. 

komplementaren Strang rnit [RU(NH~)~(PY)]~+  als Acceptor zu 
erzeugen, wurde 3 einer analogen Prozedur unterworfen. Ab- 
schlieflend konnte durch Paarung der beiden Ruthenium- 
modifizierten Oligonucleotide 4 und 4 die gewunschte Doppel- 
helix 5 rnit kovalent gebundenem Donor und Acceptor erhalten 
werden. 

Die Ru-modifizierten Oligonucleotide wurden durch Fluores- 
zenzmarkierung, enzymatische Verdauung und Schmelzpunkt- 
analysen der Doppelhelices charakterisiert. Es wurden Markie- 
rungsversuche rnit FITC unter Bedingungen vorgenommen, die 
die Reaktion rnit primaren Aminen begiinstigen. Wie erwartet, 
wurden ausschliefllich die 2'-Aminogruppen der 2'-Desoxy- 
ribose markiert, was das Vorhandensein primarer Amine an der 
DNA bestatigt. Die Schmelztemperaturen von Ru-freien und 
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Ru-haltigen Oligomeren gleichen sich bei thermischen De- und 
Renaturierungsexperimenten["]. Daruber hinaus wurde die 
Amino-modifizierte Doppelstrang-DNA durch zweidimensio- 
nale NMR-Spektroskopie charakterisiert [''I. Aus den Daten 
geht hervor, dal3 die Donoren und Acceptoren an die 2'-Amino- 
2'-desoxyribose gebunden sind und die DNA-Struktur durch die 
Rutheniumkomplexe nicht gestort wird. 

Kinetische Messungen (direkte Bestrahlung und Flash- 
Quench-Technik)['*l ergaben fur die intramolekulare Elektro- 
nenubertragung in der rnit dern Acceptor [Ru(bpy),(im)13 + und 
dem Donor [Ru(NH,),(py)12 + modifizierten, acht Basenpaare 
langen DNA-Doppelhelix eine Geschwindigkeitskonstante 
von 1.6(4) x 106 s- (Abstand zwischen den Metallzentren: 
21 A['']). Da die Triebkraft fur diesen Elektronentransfer 
(- AG' = 0.7 eV) weit unter der berechneten Reorganisations- 
energie liegt (1, FZ 0.9 eV)I39 20, "1, ist fur die aktivierungslose 
Elektroneniibertragung zwischen den Rutheniumzentren eine 
Geschwindigkeitskonstante von ungefahr 2.5 x lo6 s- '  zu er- 
warten. Fur His39-modifiziertes Cytochrom c (Fe-Ru- Abstand 
20.3 A)1231, hinsichtlich der Elektroneniibertragung eines der 
effzientesten Proteinsysteme, wurde ein sehr ahnlicher k,,,-Wert 
bestimmt. 

Um die Abhangigkeit der Elektronenubertragung in DNA 
vom Abstand zwischen den Redoxzentren sowie der Basenab- 
folge und den E-Stapelwechselwirkungen zu ermitteln, mussen 
weitere Geschwindigkeitskonstanten bestimmt werden. 
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Nach Hybridisierung mit den unmodifizierten Komplementarstrangen zeigten 
die Ruthenium-haltigen Oligomere einen breiten Helix-Knluel-Ubergang zwi- 
schen 36 und 42°C. Alle kinetischen Messungen wurden in Gegenwart von 1 M 

Na' durchgefiihrt um sicher zu stellen, daD die modifizierten Oligonucleotide 
bei Raumternperatur (22 "C) gepaart vorliegen. 
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1,3,5,7-Tetra-tert-butyl-4-aza- und 1,3,5,7-Tetra- 
tert-but yl-4-phospha-s-indacen" * 
Teodor Silviu Balaban, Stefan Schardt, Volker Sturm 
und Klaus Hafner* 
Professor Wolfgang Liittke zum 75. Geburtstug gewidmet 

s-Indacen 1 ['I, ein tricyclisches, nichtalternierendes [4n]n-Sy- 
stem, war wiederholt Gegenstand theoretischer und experimen- 
teller Untersuchungen. Formal laat sich 1 als durch zwei o-Bin- 
dungen gestortes [12]Annulen und somit als antiaromatische 
Verbindung auffassen. Dementsprechend legten bisherige Rech- 
nungen[' - 4 1  fur 1 einen Grundzustand mit lokalisierten Dop- 
pelbindungen und den C,,-symmetrischen n-Bindungsisomeren 
1 A und 1B nahe. 

R R 

A 

- - 
c-) 

oder 

1: R=H 
2: R=Bu 

R R 

B 

Im Gegensatz zu dem nicht isolierbaren 1 envies sich das kine- 
tisch stabilisierte 1,3,5,7-Tetra-tert-butyl-s-indacen 2 als bestandi- 
ge Verbindung. Die aus Rontgenstr~kturanalysen~~~ 61 ermittelte 
D,,-Struktur von 2 mit Bindungslangenausgleich wurde auf einen 
ungewohnlich starken elektronischen EinfluB der tert-Butylgrup- 
pen zuru~kgefiihrt['~. Nach jungsten quantenchemischen Berech- 
nungen von Koch et al.['] liegt dagegen auch 1 im Grundzustand 
als delokalisiertes n-System mit D,,-Struktur vor. Die geringe 
Bestandigkeit von 1 wird dem betrachtlichen Singulett-Diradi- 
kalcharakter des s-Indacensystems zugeschrieben. 

Nur wenige Untersuchungen von Hetero-s-indacenen wurden 
bisher bekannt. Das von Gompper et al. hergestellte, donorsub- 
stituierte 1,3,5,7-Tetrakis(diethylamin0)-2,6-diaza-s-indacen~~~ 
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