ZUSCHRIFTEN

(S)-2-(Diphenylphosphanyl)-2’-methoxy-1,1"-binaphthyl ((S)-
MeO-MOP)®! fiihrte zu einer méBigen asymmetrischen
Induktion: (R)-(+)-(1-Naphthyl)(phenyl)methanol wurde be-
vorzugt gebildet ([a]¥ =+9.3 (¢c=0.01 in EtOH), 41 % ee);
dagegen fiithrten chirale zweizidhnige Liganden wie diop und
binap zur Bildung der racemischen Alkohole.
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Schema 2. Asymmetrische Addition.

DME/H,0 (1/1)
60 °C, 36 h

Die Reaktion verlduft moglicherweise iiber die Trans-
metallierung zwischen der Arylboronsdure und der RO—Rh-
Spezies (RO =acac oder OH) zu einem Ar-Rh!-Komplex und
die Insertion des Aldehyds in die Ar-Rh-Bindung (Sche-
ma 3). Die Arylrhodium()-Komplexe sind instabil, so da3
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Schema 3. Vorgeschlagener Katalysecyclus.

sie nicht in reiner Form isoliert werden konnen, aber die
Annahme, daf} sie bei verschiedenen Kupplungsreaktionen
mit organischen Halogeniden” und bei der Addition an
Alkene und Alkinel'® die entscheidenden Intermediate sind,
erscheint plausibel. Jedoch tritt die Insertion von Aldehyden
in die Kohlenstoff-Metall-Bindung, wenn man von Allylderi-
vaten® 'l absieht, bei Ubergangsmetallen sehr selten auf.

Experimentelles

Vorschrift fiir die in Tabelle 1 und 2 aufgefiihrten Reaktionen: [Rh(acac)-
(CO),] (8 mg, 0.03 mmol, 3 Mol-%), dppf (17 mg, 0.03 mmol, 3 Mol-%),
PhB(OH), (0.244 ¢, 2 mmol) und Naphthaldehyd (0.156 g, 1.0 mmol)
wurden unter Stickstoff in DME (3 mL) und Wasser (3 mL) gelost. Nach
16 h Riihren bei 80°C wurde das Produkt mit Benzol extrahiert und die
organische Phase iiber MgSO, getrocknet. Die anschlieBende chromato-
graphische Aufarbeitung (Silicagel, Hexan/Ethylacetat, 20/1) gab (1-
Naphthyl)(phenyl)methanol (0.213 g, 0.91 mmol, 91 %).

Asymmetrische Arylierung (Schema 2): [Rh(acac)(CH,=CH,),] (8 mg,
0.03 mmol, 3 Mol-%), (§)-MeO-MOP (28 mg, 0.06 mmol, 6 Mol-%),
PhB(OH), (0.243 g, 2 mmol) und Naphthaldehyd (0.156 g, 1.0 mmol)
wurden unter Stickstoff in DME (3 mL) und Wasser (3 mL) gelost. Die
Losung wurde 36h bei 60°C gerithrt und dann aufgearbeitet. Die
chromatographische Reinigung (Silicagel, Hexane/Ethylacetat, 10/1) gab
den Alkohol (0.181 g, 0.77 mmol, 77 % ). Die Enantiomerenreinheit (41 %
ee) und die absolute Konfiguration (R) wurden durch HPLC (Daicel
Chiracel OD-H, Hexan/2-Propanol, 4/1) und anhand des Drehwertes!'?!
bestimmt.
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Die sequenzselektive Spaltung von RNA ist wegen ihrer
potentiellen Anwendungen, sowohl in vivo als auch in vitro,
von Interesse.ll Man hat kiinstliche Ribonucleasen herge-
stellt, indem katalytisch aktive Metallionen (meistens Lan-
thanoidionen) mit DNA-Oligomeren als sequenzerkennen-
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den FEinheiten verkniipft wurden.’*) Dabei gelten aber
folgende Einschrinkungen: 1) Zweiwertige Metallionen wie
Zn" und Mg"!, die in vivo weit verbreitet sind,”! konnen nicht
verwendet werden, und 2) kann eine selektive Spaltung nur
erreicht werden, wenn in den Reaktionsgemischen keine
freien Metallionen vorhanden sind (da sonst die nichtselek-
tive Spaltung tiberwiegt). Weitere Fortschritte sind hier also
wiinschenswert.

Schon frither wurde gezeigt, dal RNA unter physiologi-
schen Bedingungen durch zweikernige Zn"-Komplexe hydro-
lysiert wird.*”) Obwohl das Zn'-Ion selbst fiir die RNA-
Hydrolyse nur schlecht geeignet ist, fithrt das Zusammen-
wirken von zwei Zn"-Ionen zu einer merklichen Hydroly-
seaktivitat. Wir berichten hier, daB Konjugate aus einem
zweikernigen Zn"-Komplex und DNA-Oligomeren RNA
selektiv an einem bestimmten Sequenzabschnitt hydrolytisch
spalten, selbst in Gegenwart einer erheblichen Menge an
freien Zn"-Ionen.

Das Phosphoramidit-Monomer 1, das eine N,N,N',N'-Te-
trakis(2-pyridylmethyl)-1,3-bis(aminomethyl)benzol(TPBA)-
Gruppe tragt, wurde gemiafl Schema 1 hergestellt. Mit einem

HOH,C CH,OH CH20H
\©/ % . TBDPS—O—(CHZ)G—OQ
OH CH,OH
CH,Br
—  »  TBDPS-O-(CH,)s-O
CH,Br
@
L NN, G
- ° "P-0-(CH,)s-0 —
>_N NS
A crall N

1

Schema 1. a) K,COs;, [18]Krone-6, THF, RiickfluB, 26 h; b) CBr,, PPh;,
THF, 0°C, 1min; c) N,N-Bis(2-pyridylmethyl)amin, N,N-Diisopropyl-
ethylamin, CH;CN, RT, 20 h; d) Tetrabutylammoniumfluorid, THF, RT,
1 h; e) (iPr,N),PO(CH,),CN, 1H-Tetrazol, CH,CN, RT, 90 min. TBDPS =
tert-Butyldiphenylsilyl.

automatischen DNA-Synthesizer wurden unter Verwendung
von 1 und den herkommlichen Phosphoramidit-Monomeren
TPBA-Gruppen iiber einen Hexamethylen-Linker an die 5'-
Enden von DNA-Oligomeren gekniipft. Die Hydrolyse von
RNA, die am 5-Ende mit #P radioaktiv markiert war, durch
ein Gemisch aus der modifizierten DNA (TPBA-DNA) und
Zn"-Tonen wurde bei pH 7.0 und 37°C durchgefiihrt, das
Produkt wurde durch eine Polyacrylamidgel-Elektrophorese
analysiert.

Abbildung 1 zeigt das bei der Gelelektrophorese erhaltene
typische Spaltungsmuster. Der DNA-Teil der TPBA-DNA ist
zum Abschnitt U4-C23 des RNA-Substrats komplementér
(siehe Abb. 2). Wenn das Verhéltnis von Zn"-Ionen zu TPBA-
DNA 2:1 betrégt, erfolgt eine hochselektive Spaltung auf der
3'-Seite des Nucleotids C24 (Abb. 1, Bahn 7; der Pfeil in
Abb. 2 markiert die Spaltstelle). Die Bande lauft im Gel auf
der gleichen Hohe wie diejenige, die bei der alkalischen
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Abb. 1. Autoradiogramme fiir die sequenzselektive Hydrolyse von RNA
(am 5'-Ende mit *?P markiert) durch den Zn"-Komplex von TPBA-DNA
(pH 7.0, 37°C, 3 h). Bahn 1: unbehandelte RNA-Probe; Bahn 2: alkalische
Hydrolyse; Bahn 3: Hydrolyse mit RNase T; (spezifisch fiir G); Bahn 4:
nur Zn'" (5um); Bahn 5: 2:1-Gemisch aus Zn" und TPBA, das nicht an
DNA gebunden war ([Zn"],=700um); Bahnen 6-10: Zn'/TPBA-DNA-
Gemische ([Zn"]/[TPBA-DNAJ,=1, 2, 10, 50 bzw. 100); [RNA],=0.2,
[TPBA-DNA],=5um. Das AusmaBl der RNA-Spaltung in Bahn 7 betrigt
etwa 5%.

1 10 20 30
5'AUC UGG AGG UCC UGU GUU CGA UCCACA GAAUUCGUC3 RNA
3'ACC TCC AGG ACA CAA GCT AGX 5 TPBA-DNA

Abb. 2. Sequenzen der TPBA-DNA und des RNA-Substrats, die fiir das in
Abb. 1 gezeigte Experiment verwendet wurden. X ist ein Nucleotid, das
eine TPBA-Gruppe trégt; der Pfeil zeigt die Stelle der selektiven Spaltung
an.

Hydrolyse erhalten wird (Abb. 1, Bahn 2). Wenn der DNA-
Teil von TPBA-DNA komplementédr zum Bereich U2-A21
der RNA ist (anstatt zum Bereich U4-C23), findet eine
selektive Spaltung auf der 3'-Seite des Nucleotids U22 statt.
Mit einer DNA, die zum Bereich A1-G20 der RNA
komplementiér ist, wird jeweils auf der 3'-Seite von A21 und
U22 selektiv hydrolysiert. Somit wurden erstmals sequenz-
selektive Ribonucleasen mit Zn"-Ionen als katalytischen
Zentren hergestellt.

Von Bedeutung ist hier, da3 die Sequenzselektivitit der
Spaltung auch dann befriedigend ist, wenn in den Reaktions-
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gemischen eine groBe Menge freier Zn'-Ionen vorhanden ist
(sieche Bahnen 8, 9 und 10 in Abb. 1; dort ist [Zn"]/[TPBA-
DNA],=10, 50 bzw. 100; der Index 0 bezieht sich auf die
Anfangskonzentrationen). Die freien Zn!-Ionen haben keine
wesentliche Auswirkung auf die sequenzselektive RNA-
Spaltung.®l Weiterhin ist bemerkenswert, daB fiir [Zn"]y/
[TPBA-DNA],=1 keine mef3bare Spaltung erfolgt (Bahn 6).
Die selektive Spaltung wird vom 2:1-Zn"/TPBA-Komplex des
kiinstlichen Enzyms bewirkt. Diese Annahme wird dadurch
untermauert, dal DNA-Konjugate mit einem N,N-Bis(2-
pyridylmethyl)amin-Rest, der einen einkernigen Zn'-Kom-
plex bildet, bei pH 7.0 und 37°C keine Aktivitidt aufweisen
(siehe Hintergrundinformationen).

Wenn TPBA allein (nicht DNA-gebunden) anstelle von
TPBA-DNA verwendet wird, findet keine RNA-Hydrolyse
statt, auch nicht fir [Zn"],=700pm (Bahn5; [TPBA],=
350um). Die selektive RNA-Hydrolyse erfordert also die
Bildung eines Heteroduplex, in dem sich der Zn"-TPBA-
Komplex an der richtigen Stelle in der Nidhe der zu spaltenden
Phosphodiesterbindung befindet (die selektive Reaktion,
deren Produkte in Bahn7 aufgetragen wurden, fand bei
[Zn']y=5um statt). Mit freien Zn"-Ionen wird unter den
verwendeten Bedingungen keine meBbare RNA-Spaltung
erhalten (Bahn 4).

Einen weiteren Beweis fiir die duflerst wichtige Rolle des
2:1-Komplexes aus Zn" und TPBA liefert die Hydrolyse von
Adenylyl(3’' — 5")adenosin (ApA) durch die Kombination aus
Zn" und TPBA (das nicht an DNA gebunden ist). Dabei
wurde [Zn"], variiert, wihrend [TPBA], konstant bei 2.5mm
gehalten wurde. Wie erwartet nimmt die Hydrolysegeschwin-
digkeit mit zunehmendem Wert von [Zn"], zu; die S-férmige
Kurve erreicht ein Plateau fiir [Zn!!]/[TPBA],=2 (siche
Hintergrundinformationen). Weiterhin wurde die Bildung
eines 2:1-Komplexes durch 'H-NMR-Spektroskopie besti-
tigt.’! Die hier beschriebenen kiinstlichen Ribonucleasen mit
einem zweikernigen Zn'"-Komplex als katalytischem Zentrum
sind vielversprechende Verbindungen fiir eine Vielzahl von
Anwendungen.

Experimentelles

Das Phosphoramidit-Monomer 1 und alle in Schema 1 dargestellten
Reaktionsintermediate wurden durch 'H- und 3'P-NMR-Spektroskopie
charakterisiert. Die TPBA-DNA, die fiir das in Abbildung1 gezeigte
Experiment verwendet wurde, wurde durch matrixassistierte Laser-De-
sorptions/Ionisations-Flugzeit-Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS)
analysiert: ber.: 6738.64, gef.: 6738.8. Eine HPLC-Analyse des beim
enzymatischen Abbau von TPBA-DNA erhaltenen Produkts war mit der
Struktur im Einklang.

Die RNA-Spaltung wurde in Tris-HCl-Puffer (S0mm, pH 7.0; Tris = Tris-
(hydroxymethyl)aminomethan) durchgefiihrt, der die RNA (0.2um),
TPBA-DNA (5um), NaCl (100mm) und die erforderliche Menge an
Zn(NOs), enthielt. Das Reaktionsgemisch wurde 1 min auf 85°C erhitzt
und dann auf die Reaktionstemperatur (37°C) abgekiihlt. Nach beendeter
Reaktion wurde das Gemisch auf ein 15proz. denaturierendes Polyacryl-
amidgel aufgetragen. Die Hydrolyse von ApA durch den Zn'"/TPBA-
Komplex (2:1) wurde durch Umkehrphasen-HPLC verfolgt. Cyclisches
2',3'-Adenosinmonophosphat (cAMP) wurde als Zwischenstufe gebildet,
aber schnell zu den 2'- und 3’-Monophosphaten hydrolysiert und daher
nicht in nennenswerter Menge erhalten.
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