ZUSCHRIFTEN

Tabelle 1. Ausbeuten und physikalische Daten von 1aaa—1ccb.

Verbindung  Bausteine Ausb.l!l m/z [M+H*] R(HPLC) [min]
(Intensitét)[!
laaa 2a, 3a,4a 130 479 4.26 (96.0)
1aab 2a, 3a, 4b 137 491 5.03 (90.0)
1aba 2a, 3b, 4a 69 505 4.78 (99.7)
1abb 2a, 3b, 4b 165 493 5.59 (98.7)
laca 2a, 3¢, 4a 111 535 6.02 (99.8)
1ach 2a, 3¢, 4b 88 547 6.76 (96.5)
1baa 2b, 3a, 4a 80 485 5.57 (98.6)
1bab 2b, 3a, 4b 122 497 6.26 (97.2)
1bba 2b, 3b, 4a 113 499 6.03 (99.3)
1bbb 2b, 3b, 4b 117 511 6.81 (95.1)
1bca 2b, 3¢, 4a 105 541 7.16 (94.1)
742 (5.8)
1bcb 2b, 3¢, 4b 121 553 8.19 (82.8)
8.52 (6.1)
1caa 2¢,3a, 4a 134 516 2.14 (97.9)
1cab 2¢, 3a, 4b 142 528 2.67 (82.1)
1cha 2¢, 3b, 4a 91 530 2.44 (99.0)
1cbb 2¢, 3b, 4b 191 542 3.19 (94.8)
1cca 2¢, 3¢, 4a 140 572 3.85 (96.4)
1cch 2¢, 3¢, 4b 166 584 4.68 (97.9)

[a] Die Ausbeute ist angegeben in Milligramm Produkt pro Gramm Harz.
[b] Retentionszeit R, in Klammern ist die relative Intensitét in Flichen-
prozent angegeben; bei 1bea und 1bcb treten Diastereomere auf, die durch
partielle Racemisierung der Aminosdurebausteine entstanden sind.

bindungen wurden durch HPLC und MS auf ihre Reinheit
und Identitét gepriift (Tabelle 1).

Die hohe Reinheit der erwarteten Produkte, nach einer
immerhin neunstufigen Festphasensynthese, kann in direktem
Zusammenhang mit der angewendeten intrinsischen Reini-
gung gesehen werden. Das Verfahren beruht darauf, daf3 nach
der Umsetzung mit Isocyanaten nur die Molekiile durch
Cyclisierung vom Harz abgelost werden, die unter erfolg-
reichem Aufbau des 2-Aminothiazol-Templates hergestellt
wurden. Durch sorgféltige Auswahl der Synthesestrategie
konnte somit nachgewiesen werden, da$ sich eine vielstufige
Festphasensynthese zum Aufbau strukturell komplexer und
qualitativ hochwertiger Molekiilbibliotheken eignet.

Experimentelles

HPLC: LiChroCART 125-4, Lichrospher, RP-select B; Laufmittelzusam-
mensetzung: CH;CN/H,O, 1/1 (1 min), CH;CN/H,O, 1/1 —3/1 (4 min),
CH;CN/H,0, 3/1 (3 min); FlieBgeschwindigkeit 1 mL min~".

2a-c: Hergestellt durch Veresterung von 4-Hydroxybuttersdaurebenzyle-
sterl®] mit entsprechenden N-Boc-Aminosiuren (N-(3-Dimethylaminopro-
pyl)-N'-ethylcarbodiimid-hydrochlorid (EDC), 4-Dimethylaminopyridin
(DMAP), CH,Cl,) und anschlieBender Hydrogenolyse der Benzylester
(H,, 10% Pd auf Aktivkohle, EtOH).

Modifiziertes Benzhydrylaminharz: Benzhydrylaminharz (0.9 mmol NH,-
Gruppen pro Gramm) wurde mit 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-
geschiitzter 6-Aminohexansdure (TPTU, iPrNEt,, DMF) gekuppelt, und
anschlieBend wurde die Fmoc-Gruppe abgespalten (20% Piperidin in
DMF). Bei allen Festphasenreaktionen wurden die Reagentien im Uber-
schuB eingesetzt (1.2—1.5 mmol g !). Nach beendeter Reaktion wurden die
Harze mehrfach mit DMF, iPrOH und Et,O gewaschen. Nach Abspaltung
vom polymeren Triger wurden die Produktldsungen durch eine moglichst
geringe Menge an neutralem Aluminiumoxid (Aktivitdt 3) filtriert und
unter vermindertem Druck vollstindig eingedampft.
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Kooperative Haarnadel-Dimere fiir die
Erkennung von DNA durch Pyrrol/Imidazol-
Polyamide**

John W. Trauger, Eldon E. Baird und Peter B. Dervan*

Kleine Molekiile, die in die Zelle eindringen konnen und
dort an DNA-Abschnitte sequenzspezifisch binden, konnen
gezielt zur Kontrolle der Genexpression verwendet wer-
den.!'? Kiirzlich wurde gezeigt, daB ein Polyamid mit acht
heterocyclischen Einheiten an einen DNA-Abschnitt aus
sechs aufeinanderfolgenden Basenpaaren bindet und die
Transkription des entsprechenden Gens in einer Zellkultur
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unterdriickt.”l Polyamide, die lingere DNA-

Sequenzen erkennen, sollten eine spezifischere — s
biologische Aktivitit aufweisen,’! was mogli- i E § H NH*
cherweise durch die Herstellung ldngerer Poly- ) E & ____,__—-——'_""T-]
amide erreicht werden kann.l Allerdings ist die 1 23 456 78 8101112 m«.-k PN °
fiir eine effiziente Zellpermeation tolerierbare "!!m i =
maximale GroBe von Polyamiden nicht bekannt. SEEEREREEERE 3 5 ™ L "1"""
Ein alternativer, biomimetischer Ansatz ist L rrrrrr e | [ wmekogide 0
die Nachahmung natiirlicher Transkriptionsfak- sSEESSSEEERR S g DI o
toren, die durch die kooperative Bildung von gESSERTEREES G wC "‘N\_____i' — A =
Proteindimeren an lange DNA-Abschnitte bin- . et AR E R R g 3 L S o
den.P! Die kooperative Bindung mehrerer Poly- g TOOA ° 1 é
amidmolekiile sollte daher bei unverdnderter ‘é g :é 7_—5{)—9— A
Molekiilmasse die Erkennung lingerer DNA- el —— G c e
Sequenzen ermoglichen. Bei kooperativ binden- S mse e —-—-- ;;g: - d - _...‘F:\n...
den Dimeren aus Pyrrol(Py)/Imidazol(Im)-Poly- E ] c JE ;u
amiden mit gestreckter (linearer) Konformation TV F _/‘ : g o ™ )  -H i
konnen sich die parallel angeordneten Liganden - - - T A ___“1___{_: - op-O-c He,
relativ zueinander verschieben, was die Erken- . =Sty ? a =t in
nung anderer Sequenzen ermoglicht.’l Hetero- 2= e o o
cyclische Polyamidliganden, die eine y-Amino- S g g 2 aeanss Q
buttersdureeinheit enthalten,”) nehmen im T LA N“‘/ o=
Komplex mit DNA eine Haarnadel-Konforma- g g °3 ;.@.@{5_ }g\
tion ein. Dadurch iiberlappen die DNA-Bin- A T ~n 4 ""I""‘
dungsstellen der beiden Dimer-Untereinheiten, il T - g g JN“_.*" | I
so daf diese nicht relativ zueinander verschoben A T “1 . :?@'G‘ -
werden konnen. Wir berichten hier iiber ein 2 "'N‘___{" ~
Haarnadel-Polyamid mit sechs heterocyclischen 23335 z5zz22 A T NH"‘—G—Q—_ Lol 0
Einheiten, das unter kooperativer Dimerisie- G l & 5" 3
rung spezifisch an einen DNA-Abschnitt aus '
zehn Basenpaaren bindet. o - P *NH; H

Als DNA-Bindungsstelle wihlten wir eine
Sequenz, die im regulatorischen Bereich des
HIV-1-Genoms liegt.®! Fiir den Entwurf des
Liganden beriicksichtigten wir die empirischen
Regeln fiir die Erkennung von DNA durch
Polyamidliganden mit heterocyclischen Einhei-
ten,l> 3! die Notwendigkeit fiir den Einbau von
p-Alanin (B) zur Anpassung der Liganden-
krimmung® 3! sowie die Bevorzugung der
Haarnadel-Konformation durch die y-Amino-
buttersdureeinheit () im Polyamid-DNA-Kom-
plex.[72¢l Diese Analyse lie vermuten, daB ein
sechs heterocyclische Einheiten enthaltendes
Polyamid des Grundtyps ImPySImPyyImPy
durch die kooperative Bildung eines Haarna-
del-Dimers an einen DNA-Abschnitt der Sequenz 5-AG-
CAGCTGCT-3' bindet (Abb.1). Um eine AbstoBung zwi-
schen dem N-terminalen Ende des einen und dem C-
terminalen Ende des anderen Liganden im Komplex zu
vermeiden, wurde die iiblicherweise als C-Terminus verwen-
dete, positiv geladene p-Alanindimethylaminopropylamid-
Einheit durch die kiirzere, ungeladene (CH,),OH-Gruppe
(C,-OH) ersetzt. Durch die Einfithrung der kationischen
Turn-Einheit (R)-2,4-Diaminobuttersiure ((R)™Ny)['¥ bleibt
die positive Ladung erhalten, was eine optimale WasserlOs-
lichkeit gewéhrleistet.

Das Polyamid ImPySImPy(R)"%NyImPyC,-OH 1 wurde
durch Festphasensynthesel'” an einem Glycin-PAM-Harz%

dukte.
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Abb. 1. Rechts: Modell des Komplexes (1),-5-AGCAGCTGCT-3". Das Symbol ()
reprasentiert die freien Elektronenpaare der N3-Atome der Purinbasen oder die der
02-Atome der Pyrimidinbasen, das Symbol @) steht fiir das Wasserstoffatom am N2-
Atom des Guaninrestes, die postulierten Wasserstoffbriickenbindungen sind durch
gestrichelte Linien wiedergegeben. Mitte: Schematisches Modell fiir die Bindung des
Komplexes (1), an den zehn Basenpaare langen Zielsequenzabschnitt sowie an den
Sequenzabschnitt mit einer Fehlpaarung (das Mismatch-Basenpaar ist grau unterlegt).
Schattierte und leere Kreise stellen Imidazol- bzw. Pyrrolringe dar, die Raute
représentiert eine (-Alanin-Einheit, der Halbkreis eine (CH,),OH-Gruppe und die
gekriimmte Linie eine (R)-2,4-Diaminobuttersiure-Einheit. Links: ¥P-Autoradiogramm
eines denaturierenden 8 %-Polyacrylamid-Gels, das zur Auftrennung der Fragmente
diente, die im quantitativen DNase-I-Footprint-Titrationsexperimentl?!l erhalten wur-
den: Spur 1: A-Reaktion; Spur 2: durch DNase-I ohne Zusatz des Polyamids gebildete
Abbauprodukte; Spuren 3—12: durch DNase-I mit Zusatz des Polyamids 1 in steigen-
der Konzentration (0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 50 bzw. 100nm) gebildete Abbaupro-

(PAM =Phenylacetamidomethyl) hergestellt, reduktiv mit
LiBH, vom Trigermaterial abgespalten!'’? und durch Um-
kehrphasen-HPLC gereinigt.'¥! Quantitative DNase-I-Foot-
print-Titrationsexperimente!’’) mit einem 245 Basenpaare
langen, 3'-*’P-endmarkierten Restriktionsfragment ergaben,
daB 1 an den Zielsequenzabschnitt 5-AGCAGCTGCT-3’
(,,Match“-Sequenz) bei nanomolaren Konzentrationen bindet
(scheinbare monomere Assoziationskonstante K,=1.9(+
0.3) x 108m7!). Dagegen ist die Bindungsaffinitit fiir einen
Sequenzabschnitt mit einer durch einen Basenaustausch
verursachten A-Im,T-Py-Fehlpaarung (,,Single-base-pair-mis-
match“-Sequenz; 5'-AGATGCTGCA-3’) neunmal geringer
(K,=22(£0.5) x 10’mM~!; Abb. 1).2l Diese Bindungsdaten
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stimmen gut mit den fiir die kooperative Bildung von
Polyamid-DNA-Komplexen im Verhéltnis 2:1 erwarteten
Bindungsisothermen iiberein.”! Ein Sequenzabschnitt mit
zwei  Fehlpaarungen  (,,Double-base-pair-mismatch“-Se-
quenz; 5-AGCTGCATCC-3') wurde auch erkannt, allerdings
mit einer um den Faktor 65 geringeren Bindungsaffinitit. Die
Tatsache, daf} dieser Sequenzabschnitt, der den einen Teil der
Bindungsstelle enthilt (5-AGCTGCA-3'), nicht effizient
gebunden wird, deutet darauf hin, dal die Erkennung der
Zielsequenz durch eine kooperative Dimerisierung und nicht
durch die Bildung eines 1:1-Komplexes erfolgt.

Weitere Studien zum universellen Charakter und zur
Sequenzsperzifitit dieses Bindungsmusters sind in Arbeit. So
haben wir gefunden, daB3 das aus acht heterocyclischen
Einheiten bestehende Polyamid ImPySImPyPy(R)¥NyPylm-
PyC,-OH 2 die zwolf Basenpaare lange Zielsequenz 5'-
AAGCAGCTGCTT-3' mit einer zehnfach hoheren Bin-
dungsaffinitit als 1 erkennt. Die Bindungsaffinitit von 2 zu
diesem Sequenzabschnitt ist ungefihr hundertmal groBer als
jene zu einem Sequenzabschnitt mit zwei Fehlpaarungen (5'-
CAGATGCTGCAT-3').

Es ist bemerkenswert, dafl die DNA-Bindungsaffinitidt und
die Spezifitdt von 1 fiir die zehn Basenpaare lange Sequenz
der von gewdhnlichen Haarnadel-Polyamiden aus sechs
heterocyclischen Einheiten dhnelt, die eine fiinf Basenpaare
lange Sequenz erkennen.[! Die Liange der Bindungsstelle wird
also durch das Bindungsmuster des kooperativen Haarnadel-
Dimers verdoppelt, ohne dafB3 die Affinitit oder die Spezifitét
der Bindung sinken und die Molekiilmasse des Liganden
erhoht wird. Unsere Ergebnisse belegen, daf3 Pyrrol-Imida-
zol-Polyamide mit kleiner relativer Molekiilmasse (M,=
950-1200) durch die Bildung eines neuartigen Bindungsmu-
sters, des kooperativen Haarnadel-Dimers, spezifisch DNA-
Abschnitte von 10-12 Basenpaaren erkennen konnen. Solche
Polyamide konnen zur Bestimmung der optimalen GroBe
eines Liganden sowie seiner optimalen Bindungsstelle an der
DNA niitzlich sein, was fiir das Erreichen einer spezifischen
biologischen Aktivitdt erforderlich ist.

Eingegangen am 8. Januar 1998 [Z11344]
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HCI, 10mMm KCl, 10mm MgCl, und Smm CaCl, (pH 7.0, 24°C). Das
Plasmid pJT-LTR wurde durch Ligieren eines DNA-Fragments mit
der Sequenz 5-CCGGTAACCAGAGAGACCCAGTACAGGCAA-
AAAGCAGCTGCTTATATGCAGCATCTGAGGGACGCCACT-
CCCCAGTCCCGCCCAGGCCACGCCTCCCTGGAAAGTCCC-
CAGCGGAAAGTCCCTTGTAGAAAGCTCGATGTCAGCAGT-
CTTTGTAGTACTCCGGATGCAGCTCTCGGGCCACGTGAT-
GAAATGCTAGGCGGCTGTCAATCGA-3' in das Plasmid pUC19
erhalten, das zuvor mit Aval und Sall gespalten wurde.

Ein monomerer d’-Rhodium(0)-Komplex**

Hartmut Schonberg, Souad Boulmaaz, Michael Worle,
Lorenz Liesum, Arthur Schweiger* und
Hansjorg Griitzmacher*

Komplexe mit Rhodiumzentren in formal niedrigen Oxida-
tionsstufen (0 oder —1) sind selten. Bisher wurden sie
entweder nur als kurzlebige Zwischenprodukte zumeist in
elektrochemischen Reaktionen,!!l als mehrkernige Cluster
oder als Komplexe mit starken m-Acceptorliganden (z.B.
[Rh(CO),]~, [Rh(PF;),] )P beschrieben.! Die Isolierung
einer paramagnetischen, monomeren d’-Rhodium(o)-Verbin-
dung gelang jedoch unseres Wissens bisher nicht. Wir
berichten nun iber ein Ligandensystem, das die einfache
Synthese und reversible Umwandlung von Komplexen mit
Rhodium in den formalen Oxidationsstufen 1, 0 und —1
ermoglicht. Aus 5-Chlor-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten 15 und
Diphenylphosphan 2 wurde in guter Ausbeute (5H-Diben-
zo[a,d]cyclohepten-5-yl)diphenylphosphan 3 (,,Dibenzotro-
pylidenyldiphenylphosphan®, tropp™) erhalten, das im Unter-
schied zu einfachen Cycloheptatrienylphosphanen!® isome-
renrein entsteht: Die Ph,P-Gruppe befindet sich in axialer
Position des siebengliedrigen Ringes!” (Schema 1).

Die Reaktion von vier Aquivalenten 3 mit [{RhCl(cod)},] 4
(cod = Cyclooctadien) fiihrte in nahezu quantitativer Aus-
beute zum zitronengelben Rhodium(1)-Komplex
[RhCl(tropp™),] 5. Aus diesem konnte mit AgPF; der
inversionssymmetrische Komplex [Rh(tropp™),]*PF; 6 ge-
bildet werden, in dem das d3-Rhodium(i)-Zentrum erwar-
tungsgemiB quadratisch planar koordiniert ist.’] Sowohl aus 5
als auch aus 6 konnte elektrochemisch in einem CH;CN/
nBu,NPF¢-Elektrolyten in reversibel verlaufenden Einelek-
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Schema 1. Synthese der Rhodium(1)-Komplexe 5 und 6.

tronenschritten zunéchst ein Rhodium(o)-Komplex 7 (E1, =
—1.003 V) und nachfolgend ein Rhodium(—1)-Komplex 8
(E3,=—1.189 V) hergestellt werden (Abb. 1). Die Reduk-
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Abb. 1. Cyclovoltammogramm von 7. Vorschubgeschwindigkeit 30 mV's™,
Pt/nBu,NPF,, CH;CN/Ag.

tionspotentiale sind im Vergleich mit bekannten Werten!!>-¢ 2l
(=13 bis —2.1V vs. Ag/0.1m Ag") deutlich anodisch ver-
schoben. Auch durch Reaktion von 5 oder 6 mit Natrium in
THF konnten der tiefgrine d’-Komplex [Rh(tropp™),] 7
sowie der rote d'-Komplex [Na(thf)s][Rh(tropp™),] 8 sehr
einfach hergestellt werden (Schema 2). Durch Kompropor-
tionierung des Rhodium()-Komplexes 5 mit 8 gelang eben-
falls die Synthese der Rhodium(o)-Verbindung 7, die in THF
und Kohlenwasserstoffen relativ schlecht 16slich ist. 7 und 8
sind sehr luftempfindlich. Magnetische Messungen mit 7
ergaben erwartungsgemafl ein effektives magnetisches Mo-
ment von 1.73 uy fiir ein ungepaartes Elektron. Die Struktu-
ren von 7 und 8 wurden durch Einkristallstrukturanalysen
bestimmt; die Struktur von 7 ist in Abbildung 2 dargestellt.]

Die gemittelten Rh-P- (2.270(2) A) und Rh-C-Abstinde
(2.224(7) A) zeigen keine auffilligen Abweichungen von
bekannten Werten. Das d°-Rhodium(0)-Zentrum in 7 ist im
Kristall nicht planar koordiniert. Der Winkel ¢ zwischen den
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