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schen Untersuchungen von Nucleosid-Wirkstoffen sowie von
Nucleotid-Polymeren wie DNA und RNA eingesetzt werden.
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Elektroneniibertragung in DNA:
Ruthenium-Elektronendonor- und
-acceptorkomplexe als ortsspezifische
Modifikationen doppelstringiger DNA **

Thomas J. Meade* und Jon F. Kayyem

Intramolekulare Elektronenitbertragungen sind sowoh! in
Protein-Protein-Komplexen als auch in modifizierten Proteinen
iiber groBere Entfernungen mit biologisch signifikanten Ge-
schwindigkeiten moglich!!: 2. Diese Elektroneniibertragungen
hidngen nicht nur von der zu {iberbriickenden Distanz und der
Freien Enthalpie ab, sondern auch von der Reorganisation in
der Ligandenhiille und der Solvensumgebung!®l.

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 grofe Entfernungen auf-
kldren zu kénnen.

Komplementire DNA-Einzelstringe 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 erfaBbar sind. Nach den Ergebnissen einer neueren
theoretischen Arbeit!* kénnte 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-Doppelstringen mit Ruthenium-Modifikationen ent-
wickelt, wobei sich der Abstand zwischen Donor und Acceptor
auf eine beliebige Zahl von Basenpaaren einstellen 1483t. 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 unabhingig einge-
stellt werden kann, 3. die Struktur der DNA-Doppelhelix von
der Gegenwart der Rutheniumkomplexe unberiihrt bleibt und
4. sich die Redoxzustinde 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
dazu an der 5'-terminalen Ribose in 2’-Position eine primére
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 endstindigen Phosphatgruppen® ¢, an he-
terocyclische Basen!” ~**1 und an Ribosen!'? 13! gekoppelt wur-
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Abb. 1. Schema der Herstellung der mit Donor und Acceptor modifizierten 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 2/2" eingebaut; dieses wird dann mit einem komplementiren
Strang ,.geschiitzt* (Bildung von 3/3'). Im AnschluB an die Reaktion mit dem Ru-
theniumkomplex wird dieser Schutzstrang entfernt (— 4/4'). Die modifizierten Oli-
gonucleotide werden gereinigt und schlieBlich zu 5 gepaart. Abkirzungen: Uyy,
2’-Amino-2"-desoxyuridin, L 2,2"-Bipyridin, Imidazol, Pyridin, NH,, DMT (Dime-
thoxytrityl).
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den. Wir haben zwei Sitze jeweils komplementirer Oligo-
nucleotide mit endstéindiger Aminoriboset*#! synthetisiert; die
8—14 Basenpaare langen Oligonucleotide wurden dann mit 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
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komplementire Sequenz als groBe, liber Wasserstoffbriicken ge-
bundene Schutzgruppe, um die empfindlichen Basenpositionen
fiir den Metallkomplex unzugénglich zu machen!!3). Die primére
2'-Aminogruppe der 5'-endstindigen Ribose 148t sich unter die-
sen Bedingungen mit einer Vielzahl unterschiedlicher Ruthe-
niumkomplexe modifizieren. Zugleich wird die zufallsbedingte
Modifikation der Heterocyclen in einigen Fillen vollkommen
vermieden oder aber zumindest deutlich reduziert.

Unter Abwandlung bekannter Verfahren!!?! wurde das DMT-
2'-N-Trifluoracetyl-geschiitzte Phosphoramidit 1 von 2’-Amino-
2'-desoxyuridin (Uyy,) hergestellt; durch automatisierte DNA-
Synthese an fester Phase!* ¢! wurden dann die Oligodesoxyribo-
nucleotide 2/2" zusammengesetzt. Sie wurden mit ihrer komple-
mentéren Sequenz gepaart (Bildung von 3/3'). Darauf hin wur-
de die Uyy,-haltige Doppelhelix sukzessive mit [Ru(bpy),CO,]
und Imidazol unter inerter Atmosphéire umgesetzt. Der zuriick-
gewonnene DNA-Doppelstrang wurde mit 7 M Harnstoff dena-
turiert und das Ruthenium-modifizierte Oligonucleotid 417
iiber HPLC an C-18-Umkehrphase gereinigt (Abb. 2). Um den
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Abb._ 2. HPL-Chromatogramm und UV/Vis-Spektren der doppelstringigen DNA
nach Modifizierung mit 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 (Uyy,GCATCGA), bei Peak B (27.7% CH,CN) um den zu A kom-
plementiren Strang (ACGTAGCT); Peak C (38.3% CH;CN) entspricht Ruthe-
nium-modifiziertem A (U yu,zybpy):id GOCATCGAY), wobei das Absorptionsspektrum
mit dem Vorhandensein eines einzelnen, kovalent an das Oligonucieotid gebunde-
nen [Ru(bpy),im(Uxy,)]-Komplexes in Einklang steht. Peak A, B und C wurden
durch Coinjektion authentischer Proben sowie durch HPLC-Analyse der
Nucleosidzusammensetzung im AnschiuB an die enzymatische Verdauung (alka-
lische Phosphatase, Phosphodiesterase) identifiziert.

komplementiren Strang mit [Ru(NH,),(py)]** als Acceptor zu
erzeugen, wurde 3 einer analogen Prozedur unterworfen. Ab-
schlieBend konnte durch Paarung der beiden Ruthenium-
modifizierten Oligonucleotide 4 und 4’ die gewiinschte Doppel-
helix 5 mit 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 mit FITC unter Bedingungen vorgenommen, die
die Reaktion mit primédren Aminen begiinstigen. Wie erwartet,
wurden ausschlieBlich die 2-Aminogruppen der 2'-Desoxy-
ribose markiert, was das Vorhandensein primérer Amine an der
DNA bestitigt. Die Schmelztemperaturen von Ru-freien und
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Ru-haltigen Oligomeren gleichen sich bei thermischen De- und
Renaturierungsexperimenten®). Dariiber hinaus wurde die
Amino-modifizierte Doppelstrang-DNA durch zweidimensio-
nale NMR-Spektroskopie charakterisiert!®. Aus den Daten
geht hervor, daf3 die Donoren und Acceptoren an die 2’-Amino-
2'-desoxyribose gebunden sind und die DNA-Struktur durch die
Rutheniumkomplexe nicht gestdrt wird.

Kinetische Messungen (direkte Bestrahlung und Flash-
Quench-Technik)'2?! ergaben fiir die intramolekulare Elektro-
neniibertragung in der mit dem Acceptor [Ru(bpy),(im)}** und
dem Donor [Ru(NH,),(py)]* " modifizierten, acht Basenpaare
langen DNA-Doppelhelix eine Geschwindigkeitskonstante
von 1.6(4)x10°s™! (Abstand zwischen den Metallzentren:
21 Ay, Da die Triebkraft fiir diesen Elektronentransfer
(— AG* = 0.7 eV) weit unter der berechneten Reorganisations-
energie liegt (A ~ 0.9 eV)E*20-221 jst fiir die aktivierungslose
Elektroneniibertragung zwischen den Rutheniumzentren eine
Geschwindigkeitskonstante von ungefihr 2.5x 10%s™! zu er-
warten. Fir His39-modifiziertes Cytochrom ¢ (Fe-Ru-Abstand
20.3 A)231, hinsichtlich der Elektroneniibertragung eines der
effizientesten Proteinsysteme, wurde ein sehr dhnlicher &, -Wert
bestimmt.

Um die Abhéngigkeit der Elektroneniibertragung in DNA
vom Abstand zwischen den Redoxzentren sowie der Basenab-
folge und den m-Stapelwechselwirkungen zu ermitteln, miissen
weitere Geschwindigkeitskonstanten bestimmt werden.

Eingegangen am 4. Juli,
ergiinzte Fassung am 30. September 1994 [Z 7094]

Stichworte: Bioanorganische Chemie - Elektronentransfer - Oli-
gonucleotide - Rutheniumverbindungen

[i1 B. E. Bowler, A. L. Raphael, H. B. Gray, Prog. Inorg. Chem. 1990, 38, 259—
323.

[21 Met. lons Biol. Syst. 1991, 27.

[3] J. R. Winkler, H. B. Gray, Chem. Rev. 1992, 92, 369-379.

{41 S. M. Risser, D. N. Beratan, T. J. Meade, J Am. Chem. Soc. 1993, 115, 2508
2510.

[5] N. T. Thuong, C. Héléne, Angew. Chem. 1993, {05, 697-723; Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. 1993, 32, 666—690.

[6] I L. Mergny, S. Boutorine, T. Garestier, F. Belloc, M. Rougée, N. V. Bulychev,
A. A. Koshkin, J. Bourson, A. V. Lebedev, B. Valeur, N. T. Thuong, C. Héléne,
Nucleic Acids Res. 1994, 22, 920-928.

[7} U. Englisch, D. H. Gauss, Angew. Chem. 1991, 103, 629-646; Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. 1991, 30, 613-629.

[8) J. Tesler, K. A. Cruickshank, L. E. Morrison, T. L. Netzel, C. Chan, J. Am.
Chem. Soc. 1989, 111, 7221-7226.

{91 I Goodchild, Bioconjugate Chem. 1990, 1, 165-187.

[10] A. M. Brun, A. Harriman, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 81538159,

[11] C. I Murphy, M. R. Arkin, Y. Jenkins, N. D. Ghatlia, S. H. Bossmann, J. K.
Barton, Science 1993, 262, 1025-1029.

[12] M. Imazawa, F. Eckstein, J Org. Chem. 1979, 44, 2039-2041.

{131 P. S. Miller, P. Bhan, L.S. Kan, Nucleosides Nucleotides 1993, 12, 785~
792.

[14]1 H. Aurup, T. Tuscgi, F. Benseler, J. Ludwig, F. Eckstein, Nucleic Acids Res.
1994, 22, 20-24.

[15] Ungeschiitzte Oligonucleotide reagieren sehr bereitwillig mit den Ruthenium-
komplexen und isolierte Reaktionsprodukte weisen Markierungen an mehre-
ren Positionen auf,

[16] Oligonucieotides and Analogues: A Practical Approach (Hrsg.: F. Eckstein),
Oxford Univ. Press, Oxford, 1991.

{17] Die Ausbeute an Ruthenium-modifizierter Aminoribose im Doppelstrang be-
trigt in der Regel 25% (siche Abb. 2, Peak C).

[18] Zur Bestimmung der Temperatur, bei der die DNA-Striinge zu 50 % dissoziiert
vorliegen (7,,), wurden De- und Renaturierung in 0.1 M Natriumphosphatpuf-
fer pH 7.0 und 0.9 m NaCl durchgefithrt. Dabei wurde ein Spektrometer mit
Diodenarray-Detektor (Hewlett Packard 8452A) sowie ein Zusatzgerdt zur
Temperaturkontrolle (Hewlett Packard 89090A) eingesetzt. Unmodifizierte
Octamere (Kontrollen) zeigten einen einfachen Helix-Kniuel-Ubergang und
ein T, von 45°C. T, der Oligomere mit Aminoribose lag mit 40 °C niedriger.

360 © VCH Verlagsgeselischaft mbH, D-69451 Weinheim, 1995

Nach Hybridisierung mit den unmodifizierten Komplementérstrangen zeigten
die Ruthenium-haltigen Oligomere einen breiten Helix-Kniuel-Ubergang zwi-
schen 36 und 42°C. Alle kinetischen Messungen wurden in Gegenwart von 1 m
Na* durchgefiihrt um sicher zu stellen, daB die modifizierten Oligonucleotide
bei Raumtemperatur (22 °C) gepaart vorliegen.

[19] 1. F. Kayyem, Y. Hi, S. L. Mayo, T. I. Meade, unverdffentlicht.

[20] 1.-]. Chang, H. B. Gray, I. R. Winkler, J Am. Chem. Soc. 1991, 113, 7056~
7057.

[21] Der Abstand zwischen den Metallzentren wurde durch Molecular-Modeling
ermittelt.

[22] G. M. Brown, N. Sutin, J. Am. Chem. Soc. 1979, 101, 883-892.

[23] D. R. Casimiro, I. H. Richards, I. R. Winkler, H. B. Gray, J. Phys. Chem. 1993,
97, 13073-13077.

1,3,5,7-Tetra-tert-butyl-4-aza- und 1,3,5,7-Tetra-
tert-butyl-4-phospha-s-indacen**

Teodor Silviu Balaban, Stefan Schardt, Volker Sturm
und Klaus Hafner*

Professor Wolfgang Liittke zum 75. Geburtstag gewidmet

s-Indacen 1!'L ein tricyclisches, nichtalternierendes [4njn-Sy-
stem, war wiederholt Gegenstand theoretischer und experimen-
teller Untersuchungen. Formal 148t sich 1 als durch zwei o-Bin-
dungen gestortes [12]JAnnulen und somit als antiaromatische
Verbindung auffassen. Dementsprechend legten bisherige Rech-
nungen!?~# fiir 1 einen Grundzustand mit lokalisierten Dop-
pelbindungen und den C,,-symmetrischen n-Bindungsisomeren
1A und 1B nahe.

R R R R
L) &= D
R R R R
A B
1: R=H
2: R=tBu

Im Gegensatz zu dem nicht isolierbaren 1 erwies sich das kine-
tisch stabilisierte 1,3,5,7-Tetra-zert-butyl-s-indacen 2 als bestdndi-
ge Verbindung. Die aus Rontgenstrukturanalysen!®: © ermittelte
D,,-Struktur von 2 mit Bindungsldngenausgleich wurde auf einen
ungewohntlich starken elektronischen Einflu8 der zert-Butylgrup-
pen zuriickgefiihrt!™). Nach jiingsten quantenchemischen Berech-
nungen von Koch et al.[® liegt dagegen auch 1im Grundzustand
als delokalisiertes n-System mit D,,-Struktur vor. Die geringe
Bestandigkeit von 1 wird dem betrichtlichen 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(diethylamino)-2,6-diaza-s-indacen®!
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