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Spezifische Alkylierung von Guanin, das
einer Ausbuchtung von einem Nucleotid
gegeniiberliegt: eine chemische Sonde fiir
DNA -Ausbuchtungen

Kazuhiko Nakatani,* Akimitsu Okamoto und
Isao Saito*

Wechselwirkungen zwischen Wirkstoffen und DNA an
Ausbuchtungen von Nucleotiden (nucleotide bulges) wurden
intensiv untersucht, weil die Stabilisierung solcher Strukturen
durch Intercalatoren fiir die Zunahme von Rasterverschie-
bungsmutationen in der DNA verantwortlich gemacht wird.["
AuBlerdem wurde nachgewiesen, daf3 an RNA-Ausbuchtun-
gen gebundene Wirkstoffe die Bindung des Tat-Proteins an
die trans-aktivierende Region (TAR) verhindern.” Chemi-
sche Modifikationen von DNA- und RNA-Ausbuchtungen
durch intercalierende und spaltende Agentien finden vorwie-
gend in der Nidhe der Ausbuchtung statt; dies liegt daran, daf3
sich Intercalationskomplexe am Ort der Ausbuchtung leichter
bilden als am Bindungsort des Wirkstoffs.> 4 Wir berichten
hier, daf3 der chirale, DNA-alkylierende Intercalator 13R-1
ein bemerkenswerter Wirkstoff ist, der spezifisch einer Aus-
buchtung gegeniiberliegendes Guanin (G) alkyliert und des-
halb als chemische Sonde fiir den Nachweis einer Ausbuch-
tung eingesetzt werden kann.

OH

Altromycin B 2

Das DNA-alkylierende Agens 15 ° wurde als Aglycon-
Modell von Altromycin B 2 entworfen.[! Dieses Pluramycin-
Antibioticum®! | fadelt* sich zwischen die DNA-Basenpaare
»ein“ und alkyliert Guanin an der Position N7 durch den
elektrophilen Angriff des Epoxids.’) Wir haben kiirzlich
berichtet, daB3 das Enantiomer mit einer 13S-Epoxideinheit
in einer 5-GG3'-Sequenz mit hoher Selektivitdt den 5'-
Guaninrest alkyliert, wihrend das 13R-1-Enantiomer nur
eine sehr geringe Reaktivitit aufweist.’] Durch Molecular-
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Modeling-Studien und ab-initio-Rechnungen haben wir be-
stitigt, daf3 die Alkylierung von Guanin durch 135-1 iiber eine
»einfidelnde® Intercalation am 3'-Ende des zu alkylierenden
Guaninrestes verlduft und da$ die bevorzugte Intercalation in
die GG-Stufe der Ursprung der hohen GG-Sequenzselektivi-
tatist. Die geringe Reaktivitdt von 13R-1 wurde damit erklért,
daB die Orientierung der Epoxideinheit im Intercalations-
komplex fiir eine Sy2-Ringo6ffnung durch 5'- oder 3'-Guanin-
reste nicht geeignet ist.'")! Um weitere Einsichten in die
Bedeutung der prékovalenten Intercalation bei der DNA-
Alkylierung zu erhalten, untersuchten wir die Alkylierung
von Guaninresten in Oligodesoxynucleotiden (ODNs), die
eine Ausbuchtung von einem Nucleotid aufweisen.

Die verwendeten Oligonucleotide wurden so konstruiert,
dal die Ausbuchtung eines einzelnen Nucleotids gerade
gegeniiber der GG-Stufe liegt, die von 1 am effektivsten
alkyliert ~ wird.®) Das ODN-35mer 5-d(TTTTTG-
TTATTG, G 3G TTG,G 3 TTGy GG TTGyG,, TTG-
TTTTT) ODNP enthilt zwei GG-Dubletts sowie zwei GGG-
Tripletts (fettgedruckt), und auf dem komplementiren Strang
wurde eine Ausbuchtung von einem Nucleotid gegeniiber den
Stufen G;Gg, G,;Gy, oder G,,G,; durch Tempern mit den
geeigneten Oligomeren ODN2, ODN3 bzw. ODN4 gebildet
(Abbildung 1). Diese ODNs haben eine 5'-CTC-3'-Sequenz
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Abbildung 1. Sequenzen von ODNP und ODN1-ODN4. GC-Basenpaare
an normal gepaarten und an Ausbuchtungsstellen sind fett gedruckt.
Ausbuchtungsstellen sind eingerahmt. N=TTTTTGTTATT, M=
AAAAACAATAA, X=TTGTTTTT, Y=AACAAAAA.

anstelle der 5-CC-3'-Sequenz im vollstindig komplementé-
ren ODN1. ODNP, dessen 5-Ende mit **P markiert war,
wurde mit ODN1-ODN4 getempert, und der Duplex wurde
mit 135- oder 13R-1 behandelt. Die alkylierten Guaninreste
wurden anhand der nach Behandlung mit heiBem Piperidin
bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) auftreten-
den Spaltstiicke detektiert. Autoradiogramme der Gele sind
in Abbildung 2 zu sehen.

Im vollstindig komplementdren Duplex ODNP-ODNI1
wurde durch 135-1 selektiv der 5'-Guaninrest der 5'-GG-3'-
Sequenz (G,;) alkyliert (Spur 1). In der Sequenz 5-GGG-3'
wurden selektiv die 5'-Guaninreste (G;, und G,;) und die
zentralen Guaninreste (G;; und G,,) alkyliert, was darauf
hinweist, dal 13S-1 bevorzugt in die GG-Stufe intercaliert
und an dieser Stelle den 5-Guaninrest alkyliert. In Duplexen
mit einer Ausbuchtung von einem Nucleotid 14uft die Guanin-
Alkylierung leichter an Ausbuchtungsstellen als an normal
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Abbildung 2. Guanin-Alkylierung in den Doppelstrang-DNAs, die eine
Ausbuchtung von einem einzelnen Nucleotid enthalten, durch 13S- und
13R-1. ODNP, dessen 5'-Ende mit **P markiert war, wurde mit ODN1 —
ODN4 hybridisiert. Die Doppelstringe wurden 5 h bei 37°C in Tris-HCI-
Puffer (pH 7.6, 50mMm) in Gegenwart von Kalbsthymus-DNA (10 um) mit
13S- und 13R-1 (50um) inkubiert. Die alkylierten ODNs wurden mit
Ethanol ausgefillt. Die alkylierten Guaninreste wurden anhand der nach
Erhitzen mit Piperidin (90°C, 30 min) und Elektrophorese in einem
denaturierenden Sequenziergel (15 % Polyacrylamid, 7m Harnstoff) auto-
radiographisch nachgewiesenen Spaltstiicke detektiert. Spuren 1 und 5:
ODNT1; Spuren 2 und 6: ODN2; Spuren 3 und 7: ODN3; Spuren 4 und 8:
ODN4; A +G: Maxam-Gilbert-A + G-Sequenzierungsreaktionen. Spu-
ren 1-4: 13S-1, Spuren 5-8: 13R-1. Zur Verdeutlichung sind die Aus-
buchtungsstellen durch Pfeile mit den Spurnummern markiert.

gepaarten GG-Stellen ab (Spuren 2-4): Die Alkylierung an
G;,G;g in ODNP-ODN2 (Spur 2) und an G, G,, in ODNP-
ODN3 (Spur 3) war um das 2.5fache bzw. 3.6fache ausge-
prigter als beim normalen Strang (Spur 1).'] Dabei wurde
fast die gleiche Selektivitit fiir 5-G festgestellt wie bei den
normalen GG-Dupletts. Die verstiarkte Alkylierungstendenz
der gegeniiber der Ausbuchtung liegenden Guaninreste 146t
sich gut durch die groflere Stabilitdt des Intercalationskom-
plexes von 13S-1 erkliren.!

In starkem Kontrast zu der fast vernachléssigbaren Guanin-
Alkylierung im vollstdndig komplementidren Duplex ODNP-
ODNT1 durch 13R-1 (Spur 5) steht das Auftreten intensiver
Spaltungsbanden fiir die Guaninreste, die sich gegeniiber
einer Ausbuchtung befinden (Spuren 6-8). Die Alkylierung
an G;,G3in ODNP-ODN?2 (Spur 6) und an G,;G,, in ODNP-
ODN3 (Spur 7) war 13fach bzw. 25fach verstirkt.l'”l Die 5'-
und die 3'-Guaninreste der 5'-GG-3'-Sequenz gegeniiber der
Ausbuchtung sind fast zu gleichen Teilen alkyliert, was ein
groBer Unterschied zur hohen 5'-G-Selektivitdt von 135-1 ist
(vgl. Spur 6 und Spur 2). Da die Alkylierung an den normalen
G- und GG-Stellen durch 13R-1 ziemlich ineffizient ist
(Spur 5), sollte man die deutliche Reaktivitdtssteigerung bei
der Guanin-Alkylierung der Bildung eines Intercalations-
komplexes von 13R-1 zuschreiben konnen, der nur bei
Vorliegen der Ausbuchtung moglich ist.

Nachdem wir nachgewiesen hatten, dal 13R-1 selektiv
Guanin alkyliert, das sich gegeniiber einer Ausbuchtung
befindet, fithrten wir Molecular-Modeling-Studien an einem
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Komplex aus einem vereinfachten Modelloligomer mit einer
Ausbuchtung (d(CATG,_Gs;TAC/GTAC,,TsC4,ATG)) und
13R-1 durch. Diese Simulationen lieBen erkennen, daB
die Alkylierung an G, anscheinend nur dann glatt verlauft,
wenn 13R-1 sich bei der Intercalation in die G,Gs-Stufe
einfidelt und der Intercalationskomplex durch Stapelwech-
selwirkungen mit Gs sowie mit T;; des komplementidren
Stranges stabilisiert wird (Abbildung 3a). Der durchschnitt-
liche nichtbindende Abstand zwischen C15 von 13R-1 und N7
von G, in der Molekiildynamik-Simulation iiber 100 ps bei
300 K betrug 3.37 A. Ein alternativer Intercalationskomplex
fiir die Gs-Alkylierung, in dem 13R-1 starke Stapelwechsel-
wirkungen mit G, und T;; eingeht, ist ebenso mdglich
(Abbildung 3b).

a) b)

Abbildung 3. Energieminimierte  Strukturen des Komplexes aus
d(CATG,_GsTAC/GTAC,T;C,ATG) und 13R-1. Die Komplexe sind
von einer grofen Furche aus gesehen dargestellt. a) 13R-1 fadelt sich zur
Intercalation in die G,Gs-Stufe ein und geht mit G5 und mit T;; des
komplementidren Stranges Stapelwechselwirkungen ein. Das Epoxid-Koh-
lenstoffatom C15 liegt nahe bei N7 von G, (3.44 A). b) 13R-1 intercaliert in
die G,G;s-Stufe, geht diesmal aber Stapelwechselwirkungen mit G, und mit
T,; des komplementéren Stranges ein. Das Epoxid-Kohlenstoffatom liegt
nahe bei N7 von Gs (3.51 A).

Es ist bekannt, dal DNA-spaltende Intercalatoren im
allgemeinen eine hohere Reaktivitdit an Ausbuchtungen
entfalten; Grund dafiir ist die groBere Stabilitdt des an dieser
Stelle gebildeten Intercalationskomplexes. Dagegen alkyliert
13R-1 spezifisch Guanin gegeniiber einer T-Ausbuchtung, und
zwar nicht nur wegen der erhohten Stabilitdt des Intercala-
tionskomplexes, die bei den meisten intercalierenden Agen-
tien beobachtet wird, sondern auch wegen der besonderen
Ausrichtung des Komplexes, wodurch die Ringoffnung des
Epoxids nach einem Sy2-Mechanismus durch den benach-
barten Guaninrest sehr erleichtert wird. Derartige gezielt
konzipierte DNA-spaltende Agentien, die eine extrem hohe
Selektivitdt fiir Ausbuchtungen aufweisen, konnen als che-
mische Sonden fiir Ausbuchtungen in DNA und RNA
fungieren.
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Experimentelles

Die Molecular-Modeling-Studien an einem Oligomer mit Ausbuchtung im
Komplex mit 13R-1 wurden wie folgt durchgefiihrt: Das Oligomer
d(CAT G_GTAC/GTACTCATG), das eine einzelne T-Ausbuchtung ent-
hilt, wurde aus dem vollstindig komplementiren B-Form-Duplex d(CAT-
GAGTAC/GTACTCATG) hergestellt, indem dA-Monophosphat aus der
GAG-Sequenz entfernt wurde. Das Zucker-Phospat-Riickgrat zwischen
den beiden Guaninresten wurde manuell geschlossen. Die Struktur dieses
Oligomers wurde als nicht energieminimierte Ausbuchtung gespeichert.
13R-1 wurde manuell in die durch die Ausbuchtung entstandene Offnung
eingefadelt”, und es wurde eine Energieminimierung des Komplexes
vorgenommen."¥l Das manuelle Einfiigen von 13R-1 in die nicht energie-
minimierte Ausbuchtung wurde mit verschiedenen geometrischen Aus-
richtungen von 13R-1 relativ zur Ausbuchtung wiederholt. Auf diese Weise
gelangten wir zu zwei Komplexen mit verniinftigen nichtbindenden
Abstinden zwischen dem Epoxid-Kohlenstoffatom C15 und dem N7-
Atom des Guanins (Abbildungen 3 a und b). Mit diesen beiden Komplexen
als Ausgangsgeometrien wurden Molekiildynamik-Simulationen tiber
100 ps bei 300 K durchgefiihrt.
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dern, haben einen entscheidenden EinfluB auf die Effizienz der
Epoxid-Ringoffnung.

[11] Das Verhiltnis der Bruchstiicke, die durch Spaltung an G,G,, und an
G1,G3Gy4 im selben Strang entstanden, fiir die normalen ODNs und
fir die mit Ausbuchtung — lnomainm) DZW. Lausbuchtungnmy — Wurde
densitometrisch bestimmt: 7, ,mai71s) (Spur 1) 0.87; Lormai21 22) (Spur 1)
0.59; Tnusouchumganisy (SPUr2) 2.25 Inupuchtungr2zy (Spur 3) 2.1. Die
erhohte Alkylierungsneigung an der Ausbuchtung (Zsupuchwungnm)
Lormal(amy) Wurde danach zu 2.5 (2.2/0.87) an der G,,G,g-Stufe und zu
3.6 (2.1/0.59) an der G,,G,,-Stufe berechnet.

[12] Lnomaia7asy (Spur 5) 1.8 Lgmarzzy (Spur 5) 115 Lauspuchungaizisy (Spur 6)
235 Lnusbuchiung(2122) (Spur 7) 28.

[13] Die Molekiilmechanik-Rechnungen wurden unter Verwendung des
Amber*-Kraftfelds mit dem GB-GA-Solvatationsmodell fiir Wasser
durchgefiihrt, das in der Molecular-Modeling-Software MacroModel,
Version 6.0, implementiert ist. Die Molekiildynamik-Simulationen
wurden bei 300 K fiir 100 ps berechnet. Die Zwischenstrukturen
wihrend der Simulation wurden im Abstand von 1 ps aufgezeichnet.

Intermolekulare, durch Dimethyltitanocen
katalysierte Hydroaminierung von Alkinen**

Edgar Haak, Igor Bytschkov und Sven Doye*
Professor Ekkehard Winterfeldt gewidmet

Die Synthese von Alkoholen, Ethern, Ketonen und Alde-
hyden durch sdure- oder metallkatalysierte Addition von
Wasser oder Alkoholen an Alkene und Alkine gehort zu den
Standardreaktionen der Organischen Chemie. Viele regio-
und stereoselektive Varianten dieser Additionen stehen zur
Verfiigung. Demgegeniiber hat die formal vollig analoge
Addition von Ammoniak oder primiren und sekundéren
Aminen an nicht aktivierte Alkene und Alkine trotz umfang-
reicher Forschungsarbeiten keine entsprechende Bedeu-
tung.l Diese als Hydroaminierung bezeichnete Reaktion
bietet einen sehr interessanten Zugang zu priméren, sekun-
ddren und tertiiren Aminen, Iminen und Enaminen, da sie
preisgiinstige Alkene und Alkine in einer einzigen Reaktion
ohne Nebenprodukte in die gewiinschten hohersubstituierten
Produkte iiberfiihrt. Dabei stellt die intermolekulare Umset-
zung von Aminen mit Alkenen und Alkinen die grofite
Herausforderung dar. Als Katalysatoren fiir die intermole-
kulare Hydroaminierung von Alkinen wurden bisher Queck-
silber- und Thalliumverbindungen,? Komplexe des Zirco-
niums,?! der Lanthanoidel* sowie des Urans und Thoriumsl®!
verwendet. Diese Katalysatoren weisen jedoch gravierende
Nachteile in bezug auf Anwendbarkeit, Preis, Handhabung

[*] Dr. S. Doye, Dipl.-Chem. E. Haak, Dipl.-Chem. 1. Bytschkov
Institut fiir Organische Chemie der Universitét
Schneiderberg 1B, D-30167 Hannover
Fax: (+49)511-762-30-11
E-mail: sven.doye@oci.uni-hannover.de
Herrn Professor Winterfeldt danken wir sehr herzlich fiir seine
grofziigige Unterstiitzung unserer Forschungsarbeiten. Der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen
Industrie danken wir fiir die finanzielle Forderung dieser Arbeit
und der Bayer AG fiir die Bereitstellung von Chemikalien.
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oder Toxizitdt auf. Hier berichten wir erstmals iiber ein
preiswertes, einfach handhabbares und nicht toxisches Kata-
lysatorsystem, das die intermolekulare Hydroaminierung von
Alkinen ermoglicht.

1992 berichteten Bergman et al., da3 der Bisamidkomplex
[Cp,Zr(NH-2,6-Me,C¢Hs),] die Hydroaminierung von Alki-
nen mit 2,6-Dimethylanilin katalysiert.’! Unsymmetrisch
substituierte Alkine lieferten dabei vorzugsweise die Anti-
Markownikow-Produkte.?" Dieses Verfahren konnte jedoch
nicht auf andere, sterisch weniger gehinderte Amine iiber-
tragen werden. Etwa zeitgleich zeigten Livinghouse et al., daf3
[CpTiCly] die intramolekulare, cyclisierende Hydroaminie-
rung von Aminoalkinen katalysiert; allerdings waren inter-
molekulare Hydroaminierungen nach diesem Verfahren nicht
moglich. In beiden Fillen wurden Metallimidokomplexe
als katalytisch aktive Spezies angenommen. Inspiriert durch
diese interessanten Ergebnisse begannen wir, von [Cp,Zr(NH-
2,6-Me,C¢H;),] abgeleitete Verbindungen zu synthetisieren
und auf ihre mogliche Eigenschaft als Hydroaminierungska-
talysatoren hin zu untersuchen. Dabei stellten wir in ersten
Experimenten fest, da3 Bisamidkomplexe des Titans wie
[Cp,Ti(NH-C4Hs),]" sehr gute Hydroaminierungskatalysato-
ren sind. Um jedoch einen generell einsetzbaren Katalysator
zur Verfiigung zu haben und die Isolierung der Titanbisamid-
komplexe zu vermeiden, verwendeten wir fiir alle folgenden
Experimente das bekannte und einfach zu synthetisierende
Dimethyltitanocen, [Cp,TiMe,], als Katalysator.!®! [Cp,TiMe,]
sollte in Gegenwart eines beliebigen Amins unter Methanab-
spaltung zu katalytisch aktiven Titanbisamid- oder Titanimi-
dokomplexen reagieren und wire somit eine geeignete
generelle Katalysatorvorstufe. Tatsédchlich katalysiert [Cp,Ti-
Me,] die Hydroaminierung von Alkinen sehr effektiv: Di-
phenylacetylen 1a reagiert mit Anilin 2a in Gegenwart von
1.0 Mol-% [Cp,TiMe,] in C¢Dg bei 80-90°C glatt zu N-(1,2-
Diphenylethyliden)anilin 3a, das '"H-NMR-spektroskopisch
nachgewiesen wurde [GL. (1)].

1.0 mol %
[Cp,TiMe,] NPh
Ph—=——7Ph + PhNH, —— (1)
80-90°C, Ph Ph
CeDs
ia 2a 3a

In einem préiparativen Ansatz konnte 3a durch Kristallisa-
tion aus Methanol in 52 % Ausbeute isoliert werden. Um die
Anwendungsbreite der intermolekularen Hydroaminierung
zu untersuchen und dabei Probleme mit der Isolierung der
potentiell hydrolyseempfindlichen Imine auszuschlieen,
wurde in allen weiteren Versuchen von einer Isolierung der
primér gebildeten Imine abgesehen. Statt dessen wurden die
Imine mit SiO, zu den stabilen Ketonen hydrolysiert oder
aber mit LiAlH, oder H, an Pd/C zu den ebenfalls stabilen
Aminen reduziert und somit indirekt nachgewiesen. So
konnte nach der Umsetzung von 1la mit 2a in Gegenwart
von 3.0 Mol-% [Cp,TiMe,] 1,2-Diphenylethanon 4a in 92 %
Ausbeute isoliert werden. Das Amin Sa wurde durch Reduk-
tion mit LiAlH, in 62 % Ausbeute erhalten (Schema 1).

Nachdem nun zuverldssige Aufarbeitungsmethoden zur
Verfiigung standen, untersuchten wir die Anwendungsbreite
der Reaktion. Dazu wurde 1a in Gegenwart von [Cp,TiMe,]
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