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Schnelle RNA-Hydrolyse durch einen 
Cu"-Komplex ** 
Barry Linkletter und Jik Chin* 

Wahrend der letzten Jahre wurde uber viele kunstliche Enzy- 
me berichtet, die die Phosphatdiesterbindungen der RNA hy- 
drolysieren. Darunter sind sowohl Nichtmetallverbindungen['] 
als auch Ubergangsmetall-[21 und Lanthanoidkomple~e[~]. Die 
sequenzspezifische Hydrolyse von RNA wurde kiirzlich mit ver- 
schiedenen an Desoxyoligoribonucleotide kovalent gebundenen 
Metallkomplexen erreichtr4. '1. Obwohl diese Resultate vielver- 
sprechend sind, Iiegen die Reaktivitaten der kunstlichen weit 
hinter denen der naturlichen RNasen. Die typische Halbwerts- 
zeit einer RNA-Hydrolyse mit kiinstlicher RNase liegt bei neu- 
tralem pH und 50 "C im Bereich von Stunden bis Tagen. Daher 
besteht groljes Interesse an der Steigerung der Reaktivitat 
kunstlicher RNasen und am Verstandnis der die Reaktivitat 
solcher Katalysatoren beeinflussenden Faktoren. [Cu(ter- 
~ y ) ( o H , ) ] ~ +  1 und [C~(bpy) (0H, ) , ]~~  2 sind zwei der bisher 
fur die Hydrolyse der Phosphatdiesterbindung der RNA reak- 
tivsten Ubergangsmetallkomplexe12. 'I. Wir berichten hier iiber 
den Vergleich der Reaktivitat von 1, 2 und [Cu(neocupro- 
in)(OH,)J2+ 3 bei der Hydrolyse von ApA. 

1 2 3 

Die Kupferkomplexe 1 , 2  und 3 wurden aus den entsprechen- 
den Chloriden in Losung frisch erzeugt. Die Spaltung von ApA 
in A, Ap und pA wurde durch Hochdruckfliissigkeitschromato- 
graphie (HPLC) verfolgt. Die optimale Reaktivitat der Kupfer- 
komplexe wird erreicht, wenn der pH-Wert der Losung nahe 
dem pK,-Wert der kupferkoordinierten Wassermolekiile liegt. 
DiesepK,-Werte betragen in 1 ,2  und 3 8.2,7.8 bzw. 7.0, d. h. das 
Kupferzentrum in 3 ist die starkste Lewis-Saure. Die durch 1, 2 
und 3 (10 mM) katalysierten Hydrolysen von ApA (0.5 mM) sind 
Reaktionen pseudoerster Ordnung, deren Geschwindigkeits- 
konstanten bei ihrem jeweiligen optimalen pH I .9 x 
lo-'  s-', 1.9 x IO-'s-' bzw. 3.9 x s-'  betragen; die 
Halbwertszeiten der durch 1, 2 und 3 katalysierten ApA-Spal- 
tungen sind 10 Stunden, 42 Tage bzw. 3 Minuten. Alle Reak- 
tionslosungen wurden mit HEPES (10 mM) gepuffert und auf 
25 "C temperiert. Ein typisches HPL-Chromatogramm fur die 
durch 3 (10 mM) geforderte Spaltung von ApA (0.5 mM) bei 
pH 7 und 20 "C zeigt Abbildung 1. Die Konzentration von 2',3'- 
CAMP erhoht sich wahrend der Spaltungsreaktion merkbar. Es 
wird anschlieBend zu 3'-AMP und 2'-AMP im Verhaltnis von 
6: 1 umgewandelt. Aus dem HPL-Chromatogramm ist eindeutig 
ersichtlich, dalj die Spaltungsreaktion eher hydrolytisch am 
Phosphat als oxidativ am Ribosering stattfindet. 

[*I Prof. J. Chin, B. Linkletter 
Department of Chemistry, McGill University 
801 Sherbrooke Street West, Montreal, Quebec H3A2K6 (Kanada) 
Telefax: Int. + 5141398-3797 

und vom US Army Research Office gefordert. 
[**I Diese Arbeit wurde vom National Science and Engineering Council of Canada 

Angew Clzem. 1995, 107, Nr. 4 (c) VCH Verlugygesrllschajt mhH, 0-69451 Wernheim, 1995 0044-8249/95/0404-0529 $10.00 + ,2510 529 



ZUSCHRIFTEN 
A B C D  E 

h k 1 2 h  

h t=3000s s t= 440 s 

2 _I, 4 6 8 I0 12 f= 20 s 

t [min] - 
Abb. 1. Chromdtogramme der durch 3 (10 mM) katalysierten Hydrolysen von ApA 
(0.1 mM) in Gegenwart von 10 mM HEPES-Puffer (pH 7 )  bei 20°C (nach 20, 440 
und 3000 s sowie 12 h). Sie zeigen das Verschwinden von ApA (E) und das Erschei- 
nen von Adenosin (D) und 2',3'-cAMP (B). das sich in 3'-AMP (A) und 2'-AMP (C) 
spaltet. 

Die Spaltung von ApA ist in bezug auf die Konzentration von 
3 erster Ordnung (Abb. 2). Dies deutet auf einen monomoleku- 
laren ProzeD hin (Steigung: 1.06; Ordinatenabschnitt: -0.56; 
Korrelationskoeffizient : 0.994). 3 katalysiert die Spaltung von 
ApA iiber 200maI besser als 1 und uber 20OOOmal besser als 2. 
Ein Phosphatdiester, der als einzahniger Ligand an Co"' koordi- 
niert ist, hydrolysiert nur etwa IOmal schneller als der freie 
Phosphatdiester[61. Deshalb sind die sehr groDen Unterschiede 
in den Reaktivitaten von 1 , 2  und 3 wahrscheinlich nicht nur mit 
der unterschiedlichen Lewis-Saure-Starke der Metallkomplexe 
zu erklaren. 

-2.4 I 

-2.6 

-2.8 

-3 

-3.2 

-3.4 

logkobs 

-2.8 -2.6 -2.4 -2.2 -2 -1.8 

log I31 - 
Abb. 2. Abhdngigkeit von k,, [s- '1 von der Konzentration von 3 [MI bei der Hydro- 
lyse voti ApA (0.1 mM) In 10 mM HEPES-Puffer (pH 7) be1 20 "C in doppelt loga- 
rithmischer Auftragung. 

Bei neutralem pH dimerisiert 2171 mit einer Gleichgewichts- 
konstante von 1 x lo5 M - '  [Gl. (a)], wobei das Dimer fur die 
Spaltung von ApA inaktiv ist. Bei pH 7.8 liegen nur etwa 8 % 
von 2 in der monomeren Form vor. Im Gegensatz dazu dimeri- 

siert 3 aufgrund des sterischen Effekts der beiden Methylgrup- 
pen unter den Reaktionsbedingungen uberhaupt nicht merkbar . 
Aber auch nach Berucksichtigung der Dimerisierung von 2 ist 3 
bei der Hydrolyse von ApA noch etwa ZOOOmal reaktiver. 

Ein moglicher Mechanismus, der die hohe Reaktivitat von 3 
erklaren kann, schlieDt die Chelatisierung des Phosphatdiesters 
durch den Kupferkomplex ein, die zu einer doppelten Lewis- 
Saure-Aktivierung fuhrt. Im allgemeinen sollte ein Phosphat- 
diester, der, wie in 4, durch ein Metallzentrum chelatisiert ist, 
schneller hydrolysieren als ein Phosphatdiester, der, wie in 5, 
nur einfach an ein Metallzentrum koordiniert ist. Im ersten Fall 
wird die in der Reaktion entstehende negative Ladung durch das 
kationische Metallzentrum stabilisiert, wahrend sie im zweiten 
Fall nicht stabilisiert wird. Das Metallzentrum in 4 sorgt fur eine 
doppelte Lewis-Saure-Aktivierung, das in 5 nur fur eine einfa- 
che. Wir zeigten kurzlich, daD ein zweikerniger Metallkomplex 

- 0 1  
4 

- 0-J 
5 

eine RNA-Modellverbindung durch eine doppelte Lewis-Saure- 
Aktivierung schnell spalten kann18]. Die beiden Methylgruppen 
im Neocuproinligand sollten den 0-Cu-0-Bindungswinkel in 3 
verkleinern, was wiederum die Chelatisierung des Phosphat- 
diesters erleichtern sollte. In oktaedrischen Co"'-Komplexen mit 
chelatisierten Phosphaten ist der 0-Co-0-Bindungswinkel si- 
gnifikant kleiner als 90", dem Winkel in regularen oktaedrischen 
Komplexen[']. 

Unter den einfachen Verbindungen sind die Lanthanoidkom- 
plexe fur die Hydrolyse von Nucleinsauren am reaktivsten"']. 
Enzyme benutzen jedoch Ubergangsmetall-Ionen, Mg2 + oder 
Ca2+ fur die Spaltung von Phosphatestern. Folglich besteht ein 
betrachtliches Interesse daran, einfache Ubergangsmetall-, 
Mg2+- oder Ca2+-Komplexe zu entwickeln, die die Phosphat- 
diesterbindungen der RNA effizient hydrolysieren. Der Kom- 
plex 3 ist der fur die Hydrolyse von RNA bisher bei weitem 
reaktivste Ubergangsmetallkomplex. 

Experimentelles 
Die Kupferchloridkomplexe [Cu(terpy)CI]CI, [Cu(bpy)CI,] und [Cu(neocuproin) 
CI,] wurden durch Mischung der entsprechenden Liganden mit CuCI, in Methanol 
hergestellt. Alle Liganden und CuC1, sind in Methanol loslich, wihrend die Kom- 
plexe aus der Losung ausfallen. Fur die HPLC wurde ein Hewlett-Packard-1090- 
Geriit verwendet. In einem typischen kinetischen Experiment wurde eine Losung 
von ApA (0.5 mM), 3 (10 mM) und HEPES (10 mM) bei pH 7.0 und 25 "C inkubiert. 
Aliquote (50 pL) der Reaktionsmischung wurden mit 100 mM Ethylendiamintetra- 
essigsaure (EDTA) gequencht. Die gequenchten Losungen (10 pL) wurden in eine 
C-18-UmkehrphasensHule (5 pm Hypersil, auf 40 "C temperiert) injiriert, 5 min mit 
NH,H,PO, (0.2 M bei pH 5 .5 )  und anschlienend mit einem linearen Gradienten von 
0 bis 50% von NH,H,PO, (0.2 M bei pH 5.5) und Methdnol/Wasser (3:2) innerhalb 
von 10 min rnit einer FluBgeschwindigkeit von 0.5 mLmin-' eluiert. 

Eingegangen am 24. September 1994 [Z 73511 

Stichworte: Bioanorganische Chemie . Kupferverbindungen . 
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Bis(dicyanmethy1en)- und Bis(cyanimin0)- 
Derivate des Indigos und Thioindigos** 
Rudolf Gompper", Karsten Hartmann, Robert Kellner 
und Kurt Polborn 

Indigo und verwandte Verbindungen sind aufgrund ihrer 
Farbstoffeigenschaften von grorjer technischer Bedeutung. Die 
tiefe Farbe dieser Klasse von relativ kleinen und einfachen Mo- 
lekiilen machte den Indigochromophor bis heute zum Gegen- 
stand vieler Untersuchungen"]. Erstaunlicherweise sind aber 
bisher keine Indigoderivate bekannt geworden, in denen die 
0-Atome der Carbonylgruppen durch andere elektronenziehen- 
de Gruppen ersetzt sind. Es ist uns jetzt gelungen, derartige 
Verbindungen zu synthetisieren. 

Als Acceptorgruppen kommen vor allem die Dicyanmethy- 
len- und Cyanimino-Gruppe in Betracht (auf die Analogie von 
Dicyanvinyl- und Carbonyl-Funktion wurde mehrfach hinge- 
wiesen[*]). Da diese Gruppen das z-Elektronensystem ver- 
gronern, war zu erwarten, daR man damit zu Chromogenen 
kommen wurde, die bei grarjeren Wellenlangen absorbieren, 
eventuell sogar im Nahen Infrarot (> 700 nm). Ein bathochro- 
mer Effekt durch Verdrillung der Verbindungen um die zentrale 
Doppelbindung infolge sterischer Hinderung durfte hinzukom- 
men (vgl. [3]). 

Eine gebrauchliche Methode zur Synthese indigoider Farb- 
stoffe ist die Kondensation von Verbindungen wie Indolin-3-on 
(Jndoxyl") oder Benzo[b]thiophen-3(2H)-on (,,Oxythionaph- 
then") mit A d e n  wie 2-Phenyliminoindolin-3-011 (Jsatin-2- 
a~~i l" ) [~] .  Die Umsetzung von Benzo[b]thien-3-yl-malodinitril 
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1 a['] mit dem Anil 3 in Acetanhydrid/Eisessig fuhrt allerdings 
nicht zum gewiinschten Thioindigoderivat 2, sondern in einer 
ungewohiilichen Reaktionssequenz zu einer schwerloslichen, 
dunkelblauen Verbindung (A,,, = 662 nm (DMSO)), der wir 
aufgrund der analytischen und spektroskopischen Daten die zu 
4 b  (s.u.) analoge Struktur 4a zuordnen; Verbindungen dieses 
Typs sind unseres Wissens noch nicht beschrieben worden. Aus 
dem Sulfon 1 b[5b, 61 und 3 entsteht die blauviolette Verbindung 

NC 

)fCN 

l a :  x = s  
lb :  X = S O ~  I + -1 

3 

NC 
PN 

4a,b 

4b (A,,, = 590 nm (DMSO)). Die Kri~tallstrukturanalyse~~~ 
von 4b (Abb. I )  zeigt, darj der Phenylring der Wechselwirkung 
rnit der Dicyanmethylengruppe durch ein Herausdrehen aus der 
Ebene des tricyclischen Systems ausweicht. Die Bindung zur 
Dicyanmethylengruppe (C2-C9) ist dagegen nur wenig verdrillt 
(8.3"). 

Abb. 1. Struktur von 4b im Kristall [7] (ORTEP). Ausgewahlte Bindungslangen 
[pm] und Winkel r]: C1-N 127.3(7), C1-C2 1461(8), CIS1 180.1(4), C2-C9 
136.1(6), C9-ClO 144.3(8), C9-Cll 142.5(9), C10-N4 141.1(8), Cll-N5 113.1(8), 
C12-N1 142.0(7), C12-N2 133.6(8), C13-C22 142.7(7), C22-1\13 112.9(7), C14-Cl5 

Cl-S1-C8 92.8(2), C12-Nl-CI5 107.8(4), C15-S2-C16 89.5(3); Cl-C2-C9-C10 
138.6(6), C15-N1 134.3(8), C15-S2 171.9(6), C16-S2 177.0(5); CI-N2-C12 134.5(4), 

6.39(0.87), CI-C2-C9-Cll 1.61(0.55), C3-C2-C9-C11 6.22(0.91), C3-C2-C9-C10 
10.99(0.53), C12-Nl-C23-C24 46.87 (0.521, C15-Nl-C23-C28 48.30(0.54). 

Thioindigo kann u.a. durch Behandlung von 2-Brombenzo- 
[b]thiophen-3(2H)-on rnit Basen oder durch Reaktion des 2,2- 
Dibromderivats mit Benzo[b]thiophen-3(2H)-on gewonnen 
werdenI81. Alle Bemuhungen, Mono- oder Dibromderivate von 
1 a herzustellen, scheiterten jedoch an der Unbestandigkeit der 
Produkte. Setzt man l a  aber in Chloroform bei Raumtempera- 
tur mit Brom und fugt anschlierjend Triethylamin zu, so entsteht 
das gelbliche Bibenzothiophen-Derivat 5 neben geringen Antei- 
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