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Ein neuartiger Co"-Komplex als spezifisches
Reagens fiir DNA-Ausbuchtungen**

Chien-Chung Cheng,* Yen-Ning Kuo, Kuo-Shen
Chuang, Chi-Fong Luo und Wen Jwu Wang*

Ausbuchtungen (,,bulges“) in Nucleinsduren sind entschei-
dende Strukturmerkmale fiir deren Erkennung durch Nu-
cleinsiure-bindende Proteine in biologischen Systemen.[!
Trotz der Bedeutung von DNA-Ausbuchtungen sind nur
von wenigen detaillierte Strukturinformationen verfiigbar;?
vermutlich deswegen, weil derartige Strukturen weniger stabil
sind. Die Schmelztemperatur von DNA mit einer Ausbuch-
tung, die von einer einzigen zusétzlichen Base verursacht
wird, ist gegeniiber der einer entsprechenden DNA, deren
Struktur ausschlielich Watson-Crick-Basenpaare enthélt, um
2.0-3.6°C verringert.P!

Zwar wurden zahlreiche synthetische chemische Nucleasen
entwickelt, um DNA/RNA-Strukturen zu untersuchen.[
Dennoch gibt es immer noch sehr wenige spezifische Rea-
gentien fiir Ausbuchtungen in DNA. Bei zwei Arten von auf
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DNA-Ebene wirkenden Antitumor-Wirkstoffen, dem Neo-
carzinostatin-Chromophor (NCS-C) und Bleomycin (BLM),
wurde kiirzlich nachgewiesen, daf3 sie einen DNA-Strang-
bruch in der Nihe der Ausbuchtung bevorzugt erkennen.l!
Ebenso ist von DNA-Intercalatoren wie Ethidium-
bromid®  und  [Pt(terpy)(het)]*  (het=,2-Hydroxy-
ethanthiol“=2-Sulfanylethanol, terpy =2,2":6',2"-Terpyri-
din)l"l bekannt, daB sie spezifisch an Ausbuchtungen von
Nucleinsiduren binden.?! Diese Ver-
bindungen binden allerdings so stark
an die doppelstriangigen Doménen der
DNA, daB sie eine Anderung der
DNA-Konformation an der Bindungs-
stelle hervorrufen. Wir berichten hier
iiber den neuartigen, oktaedrischen
Co'"-Komplex [Co"(tfa),(happ)]
(tfa = Trifluoracetat), der ein spezifi-
sches Reagens fiir DNA-Ausbuchtun-
gen ist, da er solche Strukturen gezielt oxidativ spalten kann.
Dieser Komplex bietet auch den Vorteil einer nur geringen
Affinitét fiir doppelstrangige DNA. Auflerdem weist er keine
Spaltungsaktivitét beziiglich einzelstridngiger DNA auf.

Die Herstellung des happ-Liganden erfolgte nach einer
abgewandelten Vorschrift!®! zur Kondensation zweier Mole-
kiile 2,9-Dichlor-1,10-phenanthrolin unterhalb von 200°C im
Ammoniakstrom.’l Die Co'-Komplexe des happ-Liganden
wurden durch dessen Umsetzung mit Cobalt(i)-acetat in
Trifluoressigsdure (TFA)/MeOH hergestellt. Aus der Struktur
des Komplexes [Co'l(tfa),(happ)] im Kristall (Abbildung 1)
wird deutlich, da der Komplex zwei verkniipfte 1,10-
Phenanthrolin-Einheiten enthélt. Dabei kommen alle vier
Pyridin-Stickstoffatome auf derselben Koordinationsebene zu
liegen, und die beiden labilen tfa-Liganden sind axial ange-
ordnet.['] Die durchschnittliche Co-N-Bindungslinge betrigt
ca. 1.86 A. Aus dem EPR-Spektrum des Co'-Komplexes
wurde ein durchschnittlicher g-Wert von 2.005-2.331 in
Methanol ermittelt, ein Hinweis auf einen oktaedrischen
Co'-Komplex. Die Zugabe eines Aquivalents Pyridin fiihrt zu
einem schnellen Austausch eines der axialen TFA-Liganden
unter Standard-Laborbedingungen, wie sich EPR-spektro-
skopisch verfolgen lieB. Die tfa-Liganden sind demzufolge
labil beziiglich einer Substitution durch Nucleophile.

Vom 1,10-Phenanthrolin(phen)-Liganden des tetraedri-
schen Komplexes [Cul(phen),] ist bekannt, daB er in die
DNA intercaliert. Daher kann diese Eigenschaft auch von
[Co(tfa),(happ)] erwartet werden, der ebenfalls diesen
planaren, makrocyclischen Liganden enthélt. In Anwesenheit
von H,0, und unter Bedingungen, die nicht zur Spaltung
fithren (siehe unten), gab es aber weder beim Topoisomerase-
I-Assayl'l Anzeichen fiir eine Entwindung der DNA, die
durch eine Intercalation in die DNA verursacht wird, noch
wurden beim Mobilitdtsdnderungs-Assay unter nichtdenatu-
rierenden Bedingungen Hinweise auf hochmolekulare Ban-
den in der Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE) gefun-
den, die den [Co"(happ)]**-DNA-Addukten zuzuordnen
wiren. Ferner wies die Schmelztemperatur T, von Kalbsthy-
mus-DNA (60uMm bezogen auf ein einzelnes Nucleotid), die
mit [Co''(happ)]** (8 um) inkubiert worden war, nur eine
méBige Anderung von 0.5-1.0°C auf. Unter &#hnlichen
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Abbildung 1. a) ORTEP-Darstellung der Struktur von [Co''(tfa),(happ)]
im Kristall mit der Numerierung der Atome. b) Die in dieser Untersuchung
verwendeten DNA-Substrate.

Bedingungen fiihrte die Inkubation mit Ethidiumbromid zu
einem um 12-13°C vom Vergleichswert abweichenden T,-
Wert. Durch photometrische Titration bei 399 nm mit Kalbs-
thymus-DNA wurde fiir [Co(happ) ]** eine DNA-Bindungs-
konstante von ca. 10*mM~! ermittelt (10mm Phosphatpuffer,
pH 7). Dagegen ist der entsprechende vierfach koordinierte
Kupferkomplex [Cul'(happ)]* ein stirkerer DNA-Intercala-
tor, dessen Bindungskonstante mit dem Ethidiumbromid-
Verdriangungs-Assay zu 10°M~! bestimmt wurde.”! Offensicht-
lich stellen die axialen Liganden des oktaedrischen Komple-
xes [Co''(happ)(X),] (X=TFA, H,0) eine signifikante steri-
sche Hinderung dar und schrinken das Ausmalf} der Insertion
des Komplexes zwischen benachbarte Basen der doppelstrian-
gigen DNA ein.

In Gegenwart von H,O, spaltet [Co'(tfa),(happ)] kataly-
tisch DNA. Reaktionen von [Co"(happ)]** (0.6um) mit
verschiedenen am 5'-Ende 3*P-markierten Oligonucleoti-
den (4-5pm) wurden in Gegenwart von H,0, (0.005-
0.05%) 5 min lang bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die

1328 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999

dabei gebildeten DNA-Fragmente wurden mit hochauf-
l6sender PAGE untersucht. Diese Versuche wurden mit
dem DNA-27mer 5-GCAGATCTGA-GCCTGGGAGC-
TCTCTGC-3' als Substrat durchgefiihrt, dessen Sekundéir-
struktur aus einer Ausbuchtung von drei Basen, einer einzel-
strangigen Schleife von sechs Basen und einer doppelstrdn-
gigen Domine besteht (A in Abbildung 1). Diese DNA-
Sequenz wurde analog zur RNA-Haarnadel aus dem trans-
activation response element (TAR-RNA) entworfen.? 1314
Nach der Behandlung mit Piperidin trat die Strangspaltung
hauptséchlich an der Stelle der DNA-Ausbuchtung auf (T6,
C7, T8) und nur selten an der DNA-Haarnadelschleife (C13 -
A18), obwohl beide Bereiche die gleiche Sequenz 5'-CTG-3’
enthalten (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Die Autoradiogramme von denaturierenden Polyacrylamid-
gelen (20 %; 7m Harnstoff) zeigen das Ergebnis der Oxidation von am 5'-
Ende markierten DNA-Substraten (4 um) mit [Co''(tfa),(happ)] in Gegen-
wart von H,0, (0.005 %) als Aktivator in 10mwm Natriumphosphat-Puffer
(pH 6.9) bei 25°C, Reaktionszeit 5 min. Alle Reaktionsansidtze wurden
dann mit 0.7M Piperidin versetzt und 30 min auf 90°C erhitzt. I) DNA-
Substrat A (siche Abbildung 1). Bahn 1: DNA mit Co" (0.6 um) und H,0,;
Bahn 2: DNA mit H,0,; Bahn 3: G-Reaktion der Maxam-Gilbert-Se-
quenzierung. IT) DNA-Substrat D (siche Abbildung 1). Bahn 1: nur DNA;
Bahn 2: DNA mit H,0,; Bahn 3: G-Reaktion der Maxam-Gilbert-Se-
quenzierung; Bahn 4: DNA mit Co" (0.6 um) und H,0,.

Eine Spaltung trat auch in geringerem Ausmal an Stellen in
der Nihe der flankierenden Verkniipfungen dieser Nucleo-
basen auf. Interessanterweise wurde keine nennenswerte
oxidative Spaltung in der 5-GGG-3'-Region der DNA-
Haarnadelschleife festgestellt. Die Guaninreste dieser
DNA-Schleife sind wegen ihrer Zugénglichkeit!"® und ihres
niedrigen Reduktionspotentials!™®) am empfindlichsten gegen-
iiber einer oxidativen Spaltung. In Abwesenheit von H,O, ist
fiir die entsprechende DNA-Spaltung eine hohere Konzentra-
tion des Co''-Komplexes (>50um) sowie eine lingere Reak-
tionszeit (>40 min) erforderlich. Dariiber hinaus verringert
die kompetitive Hemmung durch DNA-Intercalatoren wie
[Pt(het)(terpy)]™, die an der DNA-Ausbuchtung binden,
deutlich das Ausmal} der Spaltung an der Ausbuchtungsstelle.
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Diese Befunde stiitzen die Annahme einer spezifischen
DNA-Spaltung an Ausbuchtungen durch das Komplex-Ion
[Co"(happ) J** in Gegenwart von H,O,.

Der Komplex [Co'(tfa),(happ)] weist eine geringe Reak-
tivitdt gegeniiber DNA-Einzelstrdngen auf. Bei der Umset-
zung des Komplex-lIons [Co''(happ)]** mit einem einzel-
strangigen DNA-16mer der Sequenz 5-GCCAGATCTG-
AGCCTG-3' (B in Abbildung 1) wurde in Gegenwart von
H,0, unter gleichen Bedingungen keine Spaltung am Se-
quenzabschnitt 5'-TCT-3' festgestellt, selbst bei einem 20fa-
chen UberschuBl des Co!-Komplexes. Durch Paarung dieses
Einzelstrangs mit seinem komplementidren DNA-Strang ent-
stand ein DNA-Duplex mit einer Ausbuchtung von drei
Basen (C in Abbildung 1), was durch PAGE unter nicht-
denaturierenden Bedingungen verfolgt wurde. Wurde dieser
Duplex unter den gleichen Bedingungen mit dem Komplex
[Co''(happ)]** inkubiert, so wurde eine verstirkte DNA-
Spaltung am Sequenzabschnitt 5-TCT-3' im Bereich der
Ausbuchtung verzeichnet. Diese Ergebnisse stiitzen zusitz-
lich die Folgerung, daB [Co"(happ)?*] ein spezifisches Rea-
gens fiir DNA-Ausbuchtungen ist, ohne eine Reaktivitét
gegeniiber dem entsprechenden Bereich in der einzelstrangi-
gen DNA aufzuweisen.

Wurden Magnesiummonoperoxyphthalat (MMPP) oder
KHSOj; anstelle von H,0O, verwendet, trat keine nennens-
werte DNA-Spaltung mit superspiralisierter Plasmid-DNA
auf. Die Zugabe von Superoxid-Dismutase und D,O zur
Reaktionslosung verringerte nicht die Konzentration der
zirkuliren DNA mit einem Strangbruch (Typ II), die als
Spaltungsprodukt bei diesem, durch den Co"-Komplex ver-
mittelten Vorgang gebildet wird. Daher ist es unwahrschein-
lich, daf} Superoxidionen oder Singulett-Sauerstoff an diesem
ProzeB3 beteiligt sind. Allerdings war die Menge an zirkuldrer
Typ-II-DNA nach Zugabe des Hydroxylradikalfdngers Man-
nitol zur Reaktionslosung des DNA-Spaltungs-Assays auf die
Halfte verringert. Diesen Ergebnissen zufolge ist das Hydro-
xylradikal vermutlich eine der reaktiven Spezies bei der
DNA-Spaltung, die durch die Reaktion von [Co"(happ)**]
mit H,O, gebildet werden. Im allgemeinen ist das Hydroxyl-
radikal eine durch Diffusion frei bewegliche Spezies und weist
bei der oxidativen DNA-Spaltung keine Spezifitit auf.
Dennoch fand die durch [Co'(happ)J** verursachte Spaltung
des DNA-Strangs gezielt an der Stelle der Ausbuchtung statt.
Demzufolge muf} diese spezifische DNA-Spaltung auf eine
spezifische Wechselwirkung zwischen dem Co"-Komplex,
hochstwahrscheinlich tiber dessen Liganden, und dem Be-
reich der Ausbuchtung der DNA zuriickzufiihren sein. Kiirz-
lich wurde die Struktur einer DNA mit einer Ausbuchtung
von zwei Basen durch NMR-Spektroskopie in Losung be-
stimmt. Sie hat die Form einer dreieckigen, prismenformigen
Tasche, in der Endiin-Analoga binden.[') Wurde ein DNA-
26mer mit einer Ausbuchtung von zwei Basen, der im
Vergleich zum DNA-27mer mit einer Ausbuchtung von drei
Basen eine Base fehlt (T6), als Substrat eingesetzt (D in
Abbildung 1), so wurde tatsdchlich eine verstiarkte Aktivitat
und Spezifitdt der Spaltung am Nucleotid T7 der Ausbuch-
tung des DNA-26mers festgestellt (Abbildung 2). Die Form
und Grofe der Bindungstasche an der DNA-Ausbuchtung
sind also vermutlich wichtige Faktoren fiir die spezifische
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Erkennung durch [Co'(tfa),(happ)]. Wie auch beim DNA-
Substrat A wurde bei Zugabe des Intercalators
[Pt(het)(terpy)]t zum DNA-Substrat D festgestellt, da da-
durch deutlich die durch [Co"(happ)]** in Gegenwart von
H,0, induzierte Spaltung an der Ausbuchtung inhibiert wird.

Diese Untersuchung ist der erste Versuch, einen neuartigen
Co'-Komplex fiir die spezifische Bindung und Spaltung einer
DNA-Ausbuchtung einzusetzen. Gegeniiber dem entspre-
chenden Sequenzabschnitt in einem DNA-Einzelstrang wur-
de keine nennenswerte Reaktivitit festgestellt. Daraus fol-
gern wir, daB die Intercalation von 1,10-Phenanthrolin, eines
Liganden von [Co'(tfa),(happ)], in den DNA-Doppelstrang
vermutlich durch die beiden axial stehenden Liganden dieses
oktaedrischen Komplexes verhindert wird. Auf der anderen
Seite ist es moglich, daB [Co'(tfa),(happ)] eine Bindungs-
tasche von bestimmter Form und GroBe im Bereich der
Ausbuchtung erkennt. Diese Erkennung konnte die Ursache
fir die gefundene spezifische DNA-Spaltung an der Aus-
buchtungsstelle durch das frei bewegliche Hydroxylradikal
sein, das bei der Reaktion von Co" und H,O, gebildet wird.
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Hochregio- und hochstereoselektive Synthese
von mannosehaltigen Oligosacchariden mit
Acetylbromzuckern als Donoren und teilweise
geschiitzten Mannosederivaten als Acceptoren
iiber Zuckerorthoester-Zwischenstufen**

Wei Wang und Fanzuo Kong*

Viele biologisch bedeutende Naturstoffe wie Glycoprotei-
ne 'l die ubiquitiren Bestandteile von Zellmembranen,
enthalten einen Oligomannopyranose-Kern, wohingegen die
Zellwand von Hefe verzweigte Mannane enthilt.?! Manno-
sehaltige Oligosaccharide werden nach bekannten Verfah-
renll unter mehrfachem selektivem Schiitzen und Entschiit-
zen hergestellt. Der Einsatz von ungeschiitzter oder teilweise
geschiitzter Mannose oder Acetylbromzuckern als Ausgangs-
stoffe fiir Glycosidierungen ist
fir den Organiker besonders
reizvoll, da die Synthesewege

betrichtlich vereinfacht werden
AcO

konnen. In einer fritheren Ar- AcO H O_Y
beitl*l haben wir eine neue Me- AcO O+ HO%&/O
AcO HO

thode fiir die regio- und stereo- Br

selektive Synthese von Oligosac- 1 2
chariden iiber eine Orthoester-
bildung*¢™/Umlagerung mit un-

geschiitzten Glucopyranosiden als Glycosylacceptoren und
Acetylbromzuckern als Donoren beschrieben, die 1 —6-ver-
kniipfte Oligosaccharide in zufriedenstellenden Ausbeuten
lieferte. Aulerdem wurde mit teilweise geschiitzten Glucose-
acceptoren, bei denen die 2- und 3- oder 3- und 4-Hydroxy-
gruppen ungeschiitzt waren, eine selektive Glycosylierung in
3-Position durchgefiihrt. Es stellte sich aber heraus, daf3 die
Glycosylierung mit ungeschiitzten Glycosiden als Acceptor
recht langsam ablief und wegen der schlechten Loslichkeit der
Acceptoren im Reaktionsmedium schwierig zu verfolgen war.
Wir berichten hier iiber eine neue Strategie fiir die hochregio-
und hochstereoselektive Synthese von mannosehaltigen Di-
und Oligosacchariden iiber Orthoester-Zwischenstufen durch
Kupplung von Acetylbromzuckern mit teilweise geschiitzten
Mannosederivaten, insbesondere ungeschiitzter 1,2-O-Ethyli-
denmannose, als Acceptoren.

Es ist bekannt, dafl das 3,6-verzweigte Mannotrisaccharid
Manpal —6(Manpal —3)Man Bestandteil aller Asparagin-
verkniipften Oligosaccharide sowie das bedeutendste Epitop
fiir die Concanavalin-A-Bindung bei Kohlenhydraten vom
Oligomannose-Typ ist.’] Die Synthesen des Trisaccharids
erfordern den Einsatz verschiedener Schutzgruppen und
fiihren iiber langwierige Reaktionswege mit niedrigen Aus-
beuten zum Produkt.’! Mit der neu entwickelten Orthoester-
bildungs/Umlagerungs-Strategie wurde das Trisaccharid ein-
fach durch Kuppeln von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-manno-
pyranosylbromid 1 (2.4 Aquiv.) mit 1,2-O-Ethyliden-3-n-
mannopyranose 2 (1 Aquiv.) in Gegenwart von Silbertrifluor-
methansulfonat (AgOTf, 2.2 Aquiv.) und 2.4-Lutidin (2.4
Aquiv.), gefolgt von einer Umlagerung, hergestellt (Sche-
ma 1).01

Die Bildung des Trisacchariddiorthoesters 3 erfolgt hoch-
regioselektiv; es wurde keine Substitution in Position 4
beobachtet, und 3 und 4 fielen als farblose Kristalle an. Die
Struktur von 3 wurde iiber das "H-NMR-Spektrum eindeutig
identifiziert,®! das zwei charakteristische Signale bei 6 =5.54
und 5.50 fiir H1' bzw. H1” enthilt, sowie iiber das 'H-NMR-

AcO AcO
AcO 4 [o} AcO o)
—<0o. O AcO fo)
O

AcO, O AcO
Acoﬁ,&/o b 3R=H(91%) A0 0o
AcO 4 R=Ac (quant.) Ac 5(88%)

Schema 1. Synthese von 5. a) AgOTf/2,4-Lutidin, CH,Cl,, Molekularsieb (4 A), 3 h; b) Ac,Of/wasserfreies

Pyridin; ¢c) TMSOTf/CH,Cl,, Molekularsieb (4 A), —30°C, 30 min.

[*] Prof. Dr. F. Kong, Dr. W. Wang
Research Center for Eco-Environmental Sciences
Academia Sinica
P.O. Box 2871, Beijing 100085 (China)
Fax: (+86)10-62923563
E-mail: fzZkong@mail.rcees.ac.cn

[**] Diese Arbeit wurde von der Chinesischen Akademie der Wissen-
schaften (Projekt KJ952J,510) und der National Natural Science
Foundation of China (Projekt 29802009) gefordert.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.wiley-vch.de/home/angewandte/ zu finden oder konnen
beim Author angefordert werden.

1330 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999

Spektrum des Acetylierungsprodukts 4, das ein neues Triplett
bei ¢ =5.12 aufweist — ein klarer Hinweis® auf das Vorliegen
einer Glycosylierung in 3- und in 6-Position. Die Umlage-
rungl“><°l yon 4 in Gegenwart von Trimethylsilyltrifluorme-
thansulfonat (TMSOTY) lieferte das 3,6-verzweigte Manno-
trisaccharid 5 in hoher Ausbeute. Sein 2D-'H-NMR-Spek-
trum enthielt ebenfalls einen klaren Hinweis!®! auf die 3,6-
Diglycosylierung.

Der Orthoester 3 ist eine sehr wichtige Zwischenstufe. Er
kann am reduzierenden Ende modifiziert werden, um mit
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