ZUSCHRIFTEN

sich eine braune Losung, die zwei Tage geriihrt wurde. Die fliichtigen
Komponenten wurden entfernt, und zu der verbleibenden roten Losung
wurde Et,O (80 mL) gegeben. Ein weier Feststoff wurde abfiltriert, die
fliichtigen Bestandteile wurden entfernt, und Pentan (40 mL) wurde
zugegeben. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und im Vakuum
getrocknet (Ausbeute: 68.6%). Elementaranalyse (%): ber. fir 11
(CssHgN,O,W; Kiristalle aus Et,0/MeCN): C 65.8, H 6.63, N 2.79; gef.: C
65.9, H 6.67, N 2.62; 'H-NMR ([D¢]Benzol, 400 MHz, 298 K): 6 =7.53 (m,
2H; ArH), 7.35 (m, 2H; ArH), 7.18 (s, 8H; ArH), 6.64 (m, 1 H; ArH), 4.83
(d, J=12.2 Hz, 4H; endo-CH,), 3.40 (s, 6H; NMe,), 3.33 (d, /=12.2 Hz,
4H; exo-CH,), 1.20 (s, 36 H; tBu), 0.07 (m, 3H; MeCN).
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Nichtwasserstoffatome anisotrop). Fiir 6669 beobachtete Reflexe
[1>20(I)] und 577 Parameter betréigt der konventionell berechnete
R-Wert 0.0526 (wR2=0.1276 fiir 9094 unabhingige Reflexe).l
b) Kristallstrukturanalyse von 9: Cj,H;3,Cl,Cu,O5P,W, -2 C;Hg,
M,=2588.22, monoklin, Raumgruppe P2,/c, a=24.459(4), b=
20.052(2), ¢=13.013(2) A, f=102.23(2)°, V=6237.5(15) A3, Z=2,
Prer. = 1.378 gem =3, F(000) =2648, Moy,-Strahlung (1=0.71073 A),
u(Mog,) =2.299 mm~!; Kristallabmessungen 0.42 x 0.36 x 0.31. Die
Brechungsdaten wurden auf einem mar345-Image-Plate-Detektor bei
143 K gesammelt. Die Struktur wurde mit Direkten Methoden gelost
und mit voller Matrix unter Anwendung der Methode der kleinsten
Quadrate gegen F? verfeinert (alle Nichtwasserstoffatome anisotrop).
Fiir 9735 beobachtete Reflexe [/>20(I)], 689 Parameter und 99
Restraints betriigt der konventionelle R-Wert 0.0505 (wR2=0.1531
fiir 11634 unabhiingige Reflexe).l ¢) Die kristallographischen Daten
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Strukturen wurden als ,supplementary publication no.“ CCDC-
119248 (4) und CCDC-119249 (9) beim Cambridge Crystallographic
Data Centre hinterlegt. Kopien der Daten konnen kostenlos bei
folgender Adresse in Grof3britannien angefordert werden: CCDC, 12
Union Road, Cambridge CB2 1EZ (Fax: (+44) 1223-336-033; E-mail:
deposit@ccdc.cam.ac.uk).
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Photoregulation der Bildung und Dissoziation
eines DNA-Duplexes durch cis-trans-
Isomerisierung einer Azobenzoleinheit**

Hiroyuki Asanuma, Takanori Ito, Takayuki Yoshida,
Xingguo Liang und Makoto Komiyama*

In letzter Zeit richtete sich grof3es Interesse auf chemische
Modifikationen von Oligonucleotiden,!! und verschiedene
Arten der Funktionalisierung wurden erfolgreich durchge-
fuhrt. Bisher wurde aber noch nicht tiber die Herstellung
eines modifizierten Oligonucleotids berichtet, das die Fahig-
keit zur Duplexbildung als Antwort auf einen &dufleren
Einflufl reversibel dndern kann. Wenn man DNA-Doppel-
strange Ortlich und zeitlich vorherbestimmt in zwei Einzel-
stringe (und umgekehrt) tiberfithren konnte, dann wiirde sich
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eine Reihe vielversprechender Anwendun-
gen — sowohl in vivo als auch in vitro —
eroffnen.’l Wir berichten hier iiber die
erste Photoregulation der Féhigkeit zur 0

trigt. Die Schmelztemperatur T;, des Du-
plexes &dndert sich deutlich, wenn die
Azobenzoleinheit in der Seitenkette eine
cis-trans-Isomerisierung  erfihrt. Durch 0=RP—0H
einfache Bestrahlung — entweder mit sicht-
barem oder mit UV-Licht — 1468t sich die

Duplexbildung eines Oligonucleotids, das O=p-—OH /@/ o—&o
eine Azobenzolgruppe in einer Seitenkette _cl> H /@/ @

Bildung des DNA-Duplexes und dessen 0
Dissoziation erfolgreich modulieren. O=p—OH

Das modifizierte Oligonucleotid 5'-
AAAXAAAA-3 1 (X=Rest, der eine
Azobenzolgruppe in der Seitenkette trigt;
siche Schema 1) wurde wie bereits be-
schrieben synthetisiert.> 4 Bedingt durch
die Chiralitdt des zentralen C-Atoms der Gruppe X liegen
zwei Diastereomere vor, 1a und 1b. Sie wurden durch
Umkehrphasen-HPLC vollstindig getrennt.’l Abbildung 1a
zeigt die typischen Schmelzkurven des Duplexes, der sich aus
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Abbildung 1. Schmelzkurven der Duplexe der Diastereomere 1a (a) und
1b (b) mit 2. Bei Wiederholungsversuchen waren die T,,-Werte identisch
(innerhalb £0.5K) mit den hier angegebenen Werten. Der Duplex des
natiirlichen Oligonucleotids 5-~AAAAAAAA-3' mit 2 hat einen 7,,-Wert
von 23.7°C.

1a und dem komplementiren Gegenstiick 5-TTTTTTTT-3' 2
bei pH 7.1 in Phosphatpuffer (10 mmolL~!) bildet. Die aus
diesen Kurven ermittelten 7,-Werte sind ebenfalls angege-
ben. Die Konzentration jedes Oligonucleotids betrigt
50 umol L', und die Ionenstirke wird mit NaCl konstant bei
1mol L~! gehalten. Vor der Bestrahlung nimmt der Azoben-
zolrest in 1a tiberwiegend (zu etwa 90 %) die trans-Form ein,
wie durch HPLC und UV-Absorptionsspektroskopie bestétigt
wird.!! Unter diesen Bedingungen betrégt T, des Duplexes
aus 1a und 2 24.8°C. Dieser Wert liegt ziemlich nahe bei dem
des Duplexes aus dem entsprechenden natiirlichen Oligonu-
cleotid 5-AAAAAAAA-3 und 2 (23.7°C).

Wurde 1a mit UV-Licht (300 <A <400nm) bestrahlt,
isomerisierte sein Azobenzolrest rasch von der trans- in die
cis-Form (Schema 1). Der T,-Wert des Duplexes mit 2
verringerte sich signifikant auf 15.9°C (Abbildung 1a).["
Die durch die trans —cis-Isomerisierung des Azobenzols der
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300 < A <400 nm

A>400 nm

Schema 1. Isomerisierung der Azobenzoleinheit in der Seitenkette des Restes X durch Bestrahlung
des Oligonucleotids 1.

Seitenkette verursachte Abnahme von T, betrdgt 8.9K.
Wurde die Mischung anschlieBend mit sichtbarem Licht
(A>400 nm) bestrahlt, isomerisierte das cis-Azobenzol er-
wartungsgemal zuriick in die trans-Form. Die Schmelzkurve
der entstandenen Losung war nahezu deckungsgleich mit der
Kurve, die vor der ersten Bestrahlung aufgezeichnet wurde.
Die Fahigkeit zur Duplexbildung wurde also durch die
Photobestrahlung zufriedenstellend moduliert. In &hnlicher
Weise verringerte sich die Schmelztemperatur des Duplexes
aus dem Diastereomer 1b und 2 um 52K (von 19.9 auf
14.7°C), nachdem durch Bestrahlung mit UV-Licht die
Azobenzolgruppe von der trans- zur cis-Form isomerisiert
hatte (Abbildung 1b).5!

Mit diesen Photoisomerisierungen kann die Bildung von
DNA-Duplexen und deren Dissoziation in Einzelstringe
einfach durch Bestrahlung mit Licht geeigneter Wellenldnge
(UV-Licht oder sichtbares LIcht) gesteuert werden. So bildet
1a mit 2 bei 20°C vor der Bestrahlung vorwiegend einen
Duplex (T, des trans-Isomers: 24.8 °C). Nach der Bestrahlung
mit UV-Licht dagegen ist der Duplex weitgehend in zwei
Einzelstrang-Oligonucleotide dissoziiert (7, des cis-Isomers:
15.9°C). Der Duplex bildet sich erneut nach Bestrahlung mit
sichtbarem Licht. Eine Anderung der Temperatur, der
Ionenstiarke oder anderer Faktoren ist nicht notwendig. Im
Einklang damit énderte sich die Absorption bei 4 =260 nm
reversibel (gemidl der Hypochromie) abhingig von der Art
des Lichtes, das fiir die Bestrahlung bei 20°C verwendet
wurde (siehe Hintergrundinformationen). Die nach Bestrah-
lung festgestellte Anderung von 7, hingt vermutlich mit
Anderungen sowohl der Polaritit als auch der Struktur der
Azobenzoleinheit zusammen. trans-Azobenzol ist unpolar
und planar, so daf3 es sich bevorzugt mit den benachbarten
DNA-Basen stapelt;’) dadurch wird der Duplex stabilisiert.
Demgegeniiber ist das cis-Azobenzol polar und nicht pla-
nar,'”l was die Stabilitit des Duplexes verringert.

Die Féhigkeit von Oligonucleotiden zur Duplexbildung ist
also durch die Einfiihrung eines Azobenzolrestes in den
Seitenketten photoregulierbar. Die Anwendung der vorlie-
genden Ergebnisse auf die Photoregulation von biologischen
Reaktionen wird derzeit untersucht.
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Experimentelles

Die T,-Werte wurden durch Aufzeichnung der Absorption bei A =260 nm
mit einem JASCO-V-530-Spektrophotometer gemessen, das mit einer
programmierbaren Temperatursteuerungseinheit ausgestattet war. Die
Geschwindigkeit der Temperaturdnderung betrug 1K min~'. Die Photo-
isomerisierung der Azobenzolgruppe von la und 1b wurde durch
30miniitige Bestrahlung mit einer 150-W-Xenonlampe durch einen geeig-
neten Filter erreicht. Infrarotlicht wurde durch einen Wasserfilter ab-
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Eine Steuerung der DNA-Replikation und -Transkription konnte

moglich sein, da bei beiden Prozessen erst der DNA-Duplex in

Einzelstriange getrennt wird, bevor chemische Reaktionen erfolgen.
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Beim Duplex aus 5-GGGXGGGG-3' und 5-CCCCCCCC-3' fiihrte
die trans —cis-Isomerisierung der eingebauten Azobenzoleinheit zu
einer Abnahme der Schmelztemperatur von 322 auf 23.0°C
([Oligonucleotid],=10pumol L~! bei pH 7.1 ohne NaCl). Hier wurde
das modifizierte Oligonucleotid als Mischung der beiden Diastereo-
mere eingesetzt, da diese nicht durch HPLC getrennt werden
konnten.
Das Argument wird durch die Tatsache gestiitzt, da3 die trans-
Azobenzoleinheit von 1a nach Bildung des 1a-2-Duplexes eine
bathochrome Verschiebung aufweist. In wifrigen Losungen liegt
das Absorptionsmaximum von Azobenzol bei 353 nm. Wird 2 (bei
einer Temperatur unterhalb der Schmelztemperatur 7, des Duplexes)
zu den Losungen gegeben, verschiebt sich jedoch die Absorptions-
bande zu hoherer Wellenldnge (z.B. liegt das Absorptionsmaximum
unter den im Text genannten Bedingungen bei 359 nm). Erwartungs-
gemdf wird das Absorptionsspektrum durch 2 kaum beeinflufit, wenn
die Temperatur oberhalb von T, liegt.
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Hochenantio- und -diastereoselektive Hetero-
Diels-Alder-Reaktionen, katalyisert durch neue
chirale Chrom(un-Komplexe**

Alexander G. Dossetter, Timothy F. Jamison und
Eric N. Jacobsen*

Die formale Hetero-Diels-Alder(HDA)-Reaktion zwi-
schen Dienen und Carbonylverbindungen!! ist ein wichtiges
Ziel der asymmetrischen Katalyse. Bisherige Erfolge um-
fassen z.B. die Reaktion von elektronenreichen Dienen,
wie 1-Methoxy-3-(trimethylsilyloxy)butadien (Danishefsky-
Dien), oder elektronenarmen Dienophilen wie Glyoxyla-
ten.> Bis jetzt gibt es aber noch keine effiziente Methode fiir
die asymmetrische HDA-Reaktion von schwach nucleophilen
Dienen, die weniger als zwei O-Substituenten tragen, mit
nichtaktivierten Carbonylverbindungen [Gl. (1) und (2)].
Diese neue Klasse von asymmetrischen HDA-Reaktionen
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wiirde aus einfachen Ausgangsprodukten einen direkten
Zugang zu enantiomerenangereicherten Dihydropyranen er-
offnen. Bei der Cyclisierung werden in einem Schritt bis zu
drei Stereozentren aufgebaut, durch weitere Funktionalisie-
rung der Doppelbindung werden Tetrahydropyrane mit fiinf
definierten stereogenen Zentren erhalten. Hier berichten wir
tiber hocheffiziente Katalysatoren fiir diesen Typ von HDA-
Reaktionen.P!

Cr'-Komplexe vom Typ 1a und 1b mit dreizdhnigen Schiff-
Base-Liganden katalysierten die HDA-Reaktion von
(2Z AE)-Triethylsilyloxy-2,4-hexadien 4b und den Aldehyden
5a und Sb; nach Desilylierung wurden die Tetrahydropyra-
none 6a und 6b erhalten (Schema 1). In beiden Fillen wurde
eine nahezu perfekte Selektivitit fiir das endo-Cyclisierungs-
produkt (all-cis-Konfiguration) beobachtet, das mit 80 bzw.
57% ee erhalten wurde (Tabellel, Nr.1 und 2).1 Die
Chrom(i)-Komplexe 2a und 2b, die die sterisch anspruchs-
vollere 1-Ethyl-1-methylpropylgruppe enthalten, fiihrten
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