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In den letzten Jahren hat das Interesse am Design neuer 
Katalysatoren fur die Hydrolyse von Phosphodiestergruppen 
in DNA und RNA zugenommen.[1~2] Diese kunstlichen 
Nucleasen haben viele mogliche Anwendungen - als Mittel 
gegen Krebs oder VirenI2 f-J,3-51 und als kunstliche Restrik- 
tionsnucleasen.[1.6] Da in den aktiven Zentren vieler naturli- 
cher Nucleasen Metallionen gefunden ~urden,[~.’] uberrascht 
es nicht, daB Metallkomplexe eine bedeutende Klasse kunst- 
licher Katalysatoren fur die Hydrolyse von Phosphodiestern 
bilden.[1.2] Inspiriert durch naturliche Nucleasen, die in ihren 
aktiven Zentren uber zwei Metallionen verfugen, haben 
einige Forschungsgruppen zweikernige Metallkomplexe ent- 
wickelt, die eine deutlich hohere Aktivitat zeigen als ein- 
kernige Metallkomplexe.[2a.b.d-p.s-”] Wir stellten kurzlich fest, 
dal3 die Umesterung der RNA-Modellverbindung 2-Hydro- 
xypropyl-para-nitrophenylphosphat von den zweikernigen 
Cu”-Komplexen 1 und 2 besser katalysiert wird als von den 
einkernigen Komplexen 3 und 4.[121 Hier berichten wir nun 
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8 
2 

4 

der basen- und regioselektiven 
Hydrolyse von cyclischen Ribonucleosid-2,3‘-m~nophospha- 
ten 5,[131 Zwischenstufen der RNA-Hydrolyse, ebenfalls wirk- 
samer sind als 3 und 4 (Schema 1).[14] 

Die Hydrolyse von 5a-d in Gegenwart von 1-4  im 
UberschuB wurde mit HPLC verfolgt, und alle Reaktionen 
folgten einer Kinetik erster Ordnung. Die Geschwindigkeit 
der Hydrolyse von 5a  in Gegenwart von 1 und 2 hangt vom 
pH-Wert ab (Abb. 1) und erreicht ihr Maximum bei pH 7.5. 
Demzufolge wurden alle anderen Reaktionen bei diesem pH- 
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Schema 1. Spaltung cyclischer Ribonucleosid-2.3‘-monophosphate 5 durch die 
Kupferkomplexe 1-4. a, B = Adenin, b, B = Guanin, c, B =Uracil, d, B = Cy- 
tosin. 
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Abb. 1. Zusammenhang zwischen pH-Wert und Geschwindigkeit (ausgedruckt 
als Geschwindigkeitskonstante k )  der Hydrolyse von 5a  ( 0 . 2 m ~ )  bei 20°C in 
Gegenwart von 1 oder 2 (l.OmM). Die Reaktionsmedien sind bei pH 7.0,7.5 und 
8.0 HEPES-Puffer ( 0 . 0 5 ~ ) .  bei pH 8.5 und 9.0 AMPSO-Puffer ( 0 . 0 5 ~ )  und bei 
pH 6.0 der MES-Puffer (0.05 M )  . 

Wert durchgefuhrt. In Tabelle 1 sind die Geschwindigkeits- 
konstanten und Regioselektivitaten der durch 1-4 kataly- 
sierten Hydrolysen von 5a-d zusammengefal3t. Die zwei- 
kernigen Komplexe 1 und 2 sind tatsachlich aktiver als die 

Tabelle 1. Geschwindigkeitskonstanten k und Selektivitaten der Hydrolyse von 
5 in Gegenwart von 1-4 unter Bedingungen fur eine Kinetik erster Ordnung 
(hoher UberschuS an 1-4)[a]. 

Nr. Substrat Katalysator k x lo6 [s-I] Selektivitat [b] 

1 Sa 1 130 Z!= 17 0.48 f 0.01 
2 5a 2 71.6 f 7.7 1.92 f 0.02 
3 5a 3 2.03 f 0.01 0.69 f 0.01 
4 5a 4 3.41 f O . 1 1  2.97 f 0.12 

6 5b 1 713 f 92 5.9 Z!= 0.1 
7 5b 2 2.31 *0.15 0.73 f 0.01 
8 5b 3 1.56 f 0.10 1.54 f 0.05 
9 5b 4 3.11 f0.43 3.45 f 0.05 

11 5 c  1 360 f 25 0.056 f 0.002 

12 5 c  2 6.85 f 0.35 0.62 f 0.03 
13 5 c  3 1.26 f 0.02 1.96 f 0.02 
14 5 c  4 1.10f0.05 2.01 f0.17 

16 5d 1 84*2 0.093 f 0.003 

1.20 i 0.01 17 5d 2 11.9k0.9 
18 5d 3 0.84 i 0.07 1.17 i 0.02 
19 5d 4 1.04 f 0.22 1.86 f 0.02 
20 5d 

[a] Bei pH 7.5 ( 0 . 0 5 ~  HEPES-Puffer), 20°C; [ V t ]  = l.OmM, [3/4] = 2 . 0 m ~ ,  
[5]=0.2mM; alle Werte von k und der Selektivitat sind Mittelwerte zweier 
gleichartiger Durchlaufe. [b] Verhaltnis 6/7. [c] Aus den Daten bei pH 11.08 in 
Lit. [15] berechnet. [d] Verhaltnis 7/6. 

5 5a  - 0.0015 [c] 1.2[c] 

10 5b - 0.0011 [c] 1.1 [c] 

(17.7 f 0.5 Id]) 

15 5 c  - 0.00056 [c] l.O[c] 

(10.7 f 0.3 [d]) 

- 0.00074 [c] 0.9[c] 
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einkernigen Komplexe 3 und 4. So beschleunigt 1 die Hydro- 
lyse von 5 b fast 500mal mehr als 3 (Tabelle 1, Nr. 6 und 8), 
und auch durch 2 wird die Hydrolyse von 5a starker 
beschleunigt als durch 3 und 4, wenn auch der Unterschied 
nicht so deutlich ist: Sie wird ungefahr 35- bzw. 22mal 
schneller (Tabelle 1, Nr. 2 - 4).  Diese Ergebnisse machen 
deutlich, daR die beiden Cu"-Ionen in 1 und 2 bei der 
Beschleunigung der Hydrolyse von 5a-d eng zusammen- 
wirken. 

Noch interessanter ist der Befund, daR die zweikernigen 
Komplexe deutlich basen- und regioselektiver sind als die 
einkernigen Komplexe, wobei die Selektivitatsrichtung in 
einigen Fallen zudem umgekehrt ist. Zum Beispiel wird 5b 
6mal schneller hydrolysiert als 5 a, wenn 1 zugesetzt wird, aber 
etwas lungsurner als 5a rnit 3 als Katalysator (Tabelle 1, Nr. 61 
1 und 8/3). Der zweikernige Komplex 1 ist nicht nur der 
aktivste, sondern auch der regioselektivste Katalysator unter 
den vier Komplexen: Er spaltet beispielsweise die P-O( 3')- 
Bindung in 5c 17mal schneller als die P-O(Z')-Bindung 
(Abb. 2 und Tabelle 1, Nr. 11). Im Gegensatz dazu spalten 
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Abh. 2. HPLC-Kurven zur regioselektiven Hydrolyse von 5 c  (2'3-cUMP) in 
Gegenwart von 1-4 im pH7.5-HEPES-Puffer (0 .05~)  bei 25°C. [5c]=0.2, [V 
21 = 1.0, [3/4] = 2.0mM. A: 1, nach 1.5 h;  B: 2, nach 22.5 h; C: 3, nach 119 h; D: 4, 
nach 120 h. Die Retentionszeiten sind wie folgt: 2',3'-cUMP 5 c  5.2 min, 3'-UMP 
6.8 min, 2-UMP 7.4 min, Uracil 10.1 min. 

2-4 die eine P-0-Bindung in 5c  nicht mehr als doppelt so 
schnell wie die andere (Abb. 2 und Tabelle 1, Nr. 12-14). 
Ahnlich wirkt 1 bei der Hydrolyse von 5d vie1 starker 
regioselektiv als 2 - 4 (Tabelle 1, Nr. 16 - 19). Der Komplex 2 
ist nicht so aktiv oder regioselektiv wie 1, dafur aber 
basenselektiver als dieses und die einkernigen Komplexe 3 
und 4: Er hydrolysiert 5a schneller als die anderen drei 
Substrate, wobei sich die Geschwindigkeiten maximal um den 
Faktor31 (zwischen 5a und 5b, Tabelle 1, Nr.2 und 7) 
unterscheiden. 

Naturliche Ribonucleasen hydrolysieren RNA nicht nur 
schnell, sondern auch basenselektiv. AuRerdem hydrolysieren 
sie 5 a - d regiospezifisch unter ausschlieBlicher Bildung von 
6.[141 Von den Metallkomplexen, die RNA und 5 schnell 
spalten konnen,['S2] zeigen nur wenige signifikante Basen- 
oder Regioselektivitaten.[2c~e~16] Es gibt jedoch auch Kataly- 
satoren, meist rnit Cyclodextrinen als Bindungsstellen, die 
bemerkenswert regioselektiv die Hydrolyse von 5 a- d kata- 
lysieren, doch nehmen hier die Geschwindigkeiten gewohn- 
lich um weniger als das lOfache der Geschwindigkeit der 
Hydrolyse ohne Katalysator zu.[15,17,181 Die zweikernigen Cu"- 

Komplexe 1 und 2 spalten 5a-d sowohl rnit hoher Aktivitat 
(bis zu 106mal schneller als ohne Katalysator, Tabelle 1, Nr. 6 
und lo), als auch mit bemerkenswerter Basen- und Regiose- 
lektivitat. In dieser Hinsicht ahneln 1 und 2 den naturlichen 
Nucleasen starker als die meisten anderen Nucleasemimetica. 
Interessantenveise fuhrt die Selektivitat von 1 bei der 
Spaltung von 5c und 5d zu mehr Nucleosid-2'-monophosphat 
(7c bzw. 7d) als zu Nucleosid-3'-monophosphat (6c bzw. 6d) 
und ist damit entgegengesetzt zu der naturlicher Nucleasen 
oder der der wenigen anderen Nucleasemimetica, die Regio- 
selektivitat zeigen. Diese umgekehrte Regioselektivitat konn- 
te nutzlich sein, da die Reaktivitaten der 2 -  und 3'-Hydro- 
xygruppen bei der enzymatischen Behandlung von RNA 
ziemlich unterschiedlich sind. 

Naturliche Nucleasen erzielen ihre hohe Basen- und 
Regioselektivitat durch Erkennen und Binden der Nucleo- 
tidbasen in der zu spaltenden RNA-Region. Wir glauben 
aufgrund der Analyse der Daten in Tabelle 1, daR 1 und 2 
nach ahnlichen Mechanismen reagieren. Erstens sind die 
Basen- und Regioselektivitaten von 1 und 2 wahrscheinlicher 
durch die aktive Teilnahme der Base an der Katalysator- 
Substrat-Bindung als durch sterische Effekte verursacht, da 
sie nicht mit der GroRe oder der Gestalt der Base korrelieren. 
So sind Adenin und Guanin in 5a bzw. 5b von ahnlicher 
GroBe, zeigen aber dennoch sehr verschiedene Reaktivitaten 
und Regioselektivitaten. Zweitens tritt die Base vermutlich 
mit den Liganden und nicht rnit den CuII-Ionen in Wech- 
selwirkung, da die beobachteten Basen- und Regioselektivi- 
taten nicht rnit den bekannten Affinitaten der Nucleotidbasen 
fur M e t a l l i ~ n e n [ ~ ~ ~ ~ ~ I  korrelieren. Zum Beispiel sind die 
Affinitaten von Uracil und Cytosin zu Metallionen stark 
unterschiedlich, aber sowohl 5c als auch 5d  werden in 
Gegenwart von 1 hoch regioselektiv hydrolysiert (Tabelle 1, 
Nr. 11 und 16). 

Die Nucleotidbasen konnen rnit den zwei Metallionen 
koordinierenden Liganden von 1 und 2 uber Wasserstoffbruk- 
kenbindungen zur verbriickenden Amidgruppe oder durch ~ t -  

Stapelbildung rnit den Ter- oder Bipyridineinheiten in Wech- 
selwirkung treten.[19,20] In Schema 2 sind zwei mogliche 

0 

Schema 2. Regioselektive Bindungsbildung zwischen dem unsymmetrischen, 
zweikernigen Metallkomplex 1 und 59-d und daraus resultierende Spaltungsre- 
aktionen. Die beiden moglichen Bindungsweisen sollten sich in den Bindungs- 
energien unterscheiden, so daB eine - die linke - bevorzugt ist und eine 
regioselektive Hydrolyse resultiert. 

Mechanismen gezeigt, nach denen 1 die Verbindungen 5 
hydrolysieren kann. Beide Mechanismen sind rnit dem hohen 
Grad an Kooperativitat der beiden Cuil-Ionen in 1 (Tabelle 1) 
vereinbar, der fur eine Aktivierung durch zwei Lewis-saure 
Zentren spricht, und ebenso mit dem glockenformigen pH- 
Geschwindigkeits-Profil ( Abb. l), das sowohl auf eine all- 
gemeine Basen- als auch auf eine allgemeine Saurekatalyse 
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hinweist. Die beiden Mechanismen unterscheiden sich jedoch 
in der Orientierung des Substrats relativ zu den beiden Cu”- 
Ionen. Man kann nun annehmen, daB die Amidgruppe nur bei 
einer der beiden Orientierung eine Wasserstoffbruckenbin- 
dung zur Nucleotidbase bilden kann. Eine Asymmetrie dieser 
Art in der Substrat-Katalysator-Wechselwirkung ist erforder- 
lich, um einen Unterschied in der Reaktivitat der P-O(2)- 
und P-O( 3’)-Bindungen zu begrunden. Nach Molekulmodel- 
len ist nur in einem der Katalysator-Substrat-Komplexe die 
Carbonylgruppe von Uracil oder Cytosin in 5c bzw. 5d fur 
eine derartige Wasserstoffbruckenbindung giinstig angeord- 
net, so daB darin eine mogliche Ursache fur die Regioselek- 
tivitaten von 1/5c und Y5d gesehen werden kann. 

Anders als in 1 zeigen die beiden Cu“-Ionen in 2 nur eine 
maBige Kooperativitat (Tabelle 1) , was auf nur ein Lewis- 
saures Zentrum als aktive Stelle und einen allgemeinen 
Saure/Base-Mechanismus[lz] hindeutet und ein Grund fur die 
niedrige Regioselektivitat von 2 sein konnte. Dafur ist die 
Basenselektivitat von 2 groBer, und zwar reagiert es bevor- 
zugt mit dem Adenin-substituierten 5 a. Sigel et al. haben 
berichtet, daB der Adeninrest in 5’-AMP eine starkere 
Stapelwechselwirkung mit Bipyridinkupfer(r1)-Komplexen 
eingeht als der Uracilrest in 5’-UMP.[191 Eine solche Stapel- 
wechselwirkung zwischen Adenin und Bipyridin mag die 
hohe Selektivitat von 2 fur 5a gegenuber 5b-d (Tabelle 1) 
erklaren. 

Wir haben hier gezeigt, da13 die zweikernigen Komplexe 1 
und 2 die hydrolytische Spaltung von cyclischen Nucleosid- 
2’,3‘-monophosphaten sehr stark beschleunigen und daB 1 die 
Verbindungen 5c und 5d hoch regioselektiv iibenviegend in 
Nucleosid-2-monophosphate spaltet. 2 wiederum zeigt eine 
bemerkenswerte Basenselektivitat : 5 a wird in seiner Gegen- 
wart vie1 schneller hydrolysiert als 5 b - d. Vermutlich erreicht 
1 die hohe Regioselektivitat durch regioselektives Binden der 
Baseneinheit von 5, wahrend 2 seine Basenselektivitat durch 
eine bevorzugte x-Stapelwechselwirkung zwischen seiner 
Bipyridineinheit und der Baseneinheit erlangt. In weiteren 
Experimenten versuchen wir, die genaue Natur der 
Wechselwirkungen zu erforschen, die die hohen Reaktivi- 
taten, Basen- und Stereoselektivitaten von 1 und 2 verur- 
sachen. 

Experirnentelles 

Die Spaltung von 5 durch 1 - 4  wurde mit HPLC (Ranin) verfolgt. Qpische 
Versuchsdurchfuhrung: 4.5 mL einer 1.1 mM Losung von 1 in einem Puffer 
wurden mit 0.5 mL einer 2 . 0 m ~  Losung von 58 im gleichen Puffer gemischt. Je 
200 pL der Reaktionsmischung wurden rnit 20mM EDTA (2M) pL) gequencht. 
Nachdem der gebildete Feststoff abfiltriert war, wurde die gequenchte Losung 
(20 pL)  in eine C-18-Umkehrphasen-Saule eingespritzt und 10 min mit einer 
Mischung aus 1 -10% CH3CN und H,O, die 0.1 % CF3COOH enthielt, eluiert 
( DurchfluBgeschwindigkeit: 1.0 mlmin-’). Das Eluat wurde beim I,.,-Wert der 
Nucleobase (260 nm fur Adenin und Uracil, 252 nm fur Guanin und 268 nm fur 
Cytosin) mit einem Ranin-UV-C-Detektor analysiert. Die Geschwindigkeits- 
konstanten erster Ordnung (k) wurden aus der Steigung der Auftragung von 
In(AdA,) gegen t erhalten, wobei A.  und A,  die Flachen unter den HPLC-Peaks 
von 5 bei t = 0 bzw. t sind. Die relativen Selektivitaten fiir die Bildung des 3 -  
Monophosphats 6 und des 2’-Monophosphats 7 wurden aus dem Verhaltnis der 
Flachen unter den HPLC-Peaks von 6 und 7 berechnet. Die Zuordnung der 
Peaks zu 6 und 7 wurde anhand authentischer Proben (Sigma) iiberpruft. Die 
beiden Isomere haben fast identische Extinktionskoeffizienten beim I,,-Wert 
der jeweiligen Nucleobase. Deshalb ist das Verhaltnis der HPLC-Peakflachen 
von 6 und 7 gleich dem Verhaltnis der an 6 und 7 produzierten Mengen, d. h. 
gleich der Regioselektivitat. In allen Fallen blieb das Verhaltnis wahrend 
der gesamten Dauer der Hydrolyse konstant. Bei langsamen Reaktionen ( k  
< 5 x lo-%’) wurden merkliche Mengen an 6 und 7 zu anorganischem Phosphat 
und den entsprechenden Nucleosiden weiterhydrolysiert, bevor 5 vollstandig 
hydrolysiert war. Dennoch blieb auch in diesen Fallen das Mengenverhaltnis von 
6 und 7 in der Reaktionsmischung unverandert. Doppelversuche ergaben 

MeBfehler von weniger als i 15 % fur k und von weniger als It 3 % fur die 
Regioselektivitat. 
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