Abb. 2. Ausschnitt aus der Struktur des Kristallverbandes von 1. Die alternie-
renden Mn,-Einheiten und die verbriickenden Calcium- und Barium-lonen
sind dargestellt. Blick entlang der O1b-O2b-Achse. Wasserstoffbriickenbindun-
gen zwischen den Carboxylat-Sauerstoffatomen und den an die Calcium/
Barium-Ionen gebundenen Wassermolekiilen sind gestrichelt gezeichnet. Was-
serstoffatome sind nicht dargestellt.

Die biomimetische Aktivitidt unseres Modells eines S,-Zu-
stands wurde mit H,O, als Substrat gepriift [siche auch
GL. (b)]. Der Komplex 1 zersetzt H,0, katalytisch mit hohen
Ausbeuten!'”]. Diese Reaktion legt nahe, daB 1 als funkii-
onelles Modell fiir den Sy-Zustand von PSII betrachtet wer-
den kann. Die Zersetzung von H,0, durch 1 stiitzt auBer-
dem die ,,Dimer-eines-Dimers‘‘-Beschreibung, da ja auch
zweikernige Mn"™-Zentren unbekannter Koordination Be-
standteil der aktiven Bereiche von Catalasen und Pseudoca-
talasen sind, deren hauptsichliche Funktion in vivo die Zer-
setzung von H,0, ist!'* 18],

Experimentelles

268 mg (80.83 mmol) Ligand L wurden in 15 mL H,O geldst; mit einer dquimo-
laren Menge von Ba(OH), und Ca(OH), wurde der pH auf 7 eingestellt. Nach
Zugabe von 406 mg (1.66 mmol) Mn(OAc), - 4H,0, gelost in 1 mL Methanol,
wurde die Loésung unter Riihren auf pH 8.5 gebracht. Das Durchblasen von
Luft oder die Zugabe von t mL 25% H,0, (Vorsicht! Warme- und Gasentwick-
lung!) erzeugt eine dunkelbraune Farbe. Kristalle wurden nach Zugabe von
Dimethylformamid und anschlieBendem langsamen Eindampfen der Mischung
erhalten.

Eingegangen am 28. Mai 1990 [Z 3985]
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Kationlage ist teilweise mit Barium und Calcium besetzt. Die zweite
Kationlage ist ausschlieBlich mit Calcium besetzt. Weitere Einzelheiten zur
Kristallstrukturuntersuchung koénnen beim Direktor des Cambridge
Crystallographic Data Centre, University Chemical Laboratory, Lensfield
Road, GB-Cambridge CB2 1EW unter Angabe des vollstindigen Litera-
turzitats angefordert werden.
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Nicht-radioaktiver DNA-Hybridisierungsnachweis
durch DNA-Templat-vermittelte Bildung eines
terniiren Tb''-Komplexes in rein fliissiger Phase

Von Andres Oser und Giinther Valet*

Der spezifische Nachweis von Nucleinsdure-Sequenzen
durch die Hybridisierungstechnik [!! erfolgt in der Regel im
heterogenen Zweiphasen-System, bei dem das zu untersu-
chende Nucleinsdurematerial auf eine feste Matrix fixiert
und in einzelnen Teilschritten (Prahybridisierung, Hybridi-
sierung, Waschungen, Detektion) mit verschiedenen Losun-
gen inkubiert wird 2!, Homogene Hybridisierungsansitze in
rein fliissiger Phase besitzen giinstigere Hybridisierungskine-
tiken und machen zudem die Prihybridisierungs- und
Waschschritte iiberfliissig, was eine wesentliche Vereinfa-
chung darstellt und fiir automatisierte Verfahren von
groBem Interesse ist. Sie erfordern jedoch eine spezielle Mar-
kierung der Nucleinsdure-Sonden, so daf sich erst nach Hy-
bridbildung mit der komplementiren Sequenz ein meBbares
Signal ergibt - zum Beispiel durch einen Fluoreszenz-Reso-
nanz-Energietransfer (FRET)!. Nachfolgend wird ein sol-
ches System beschrieben, bei dem geeignete Paare von Oligo-

[*] Prof. Dr. G. Valet, Dr. A. Oser
Max-Planck-Institut fir Biochemie
D-8033 Martinsried
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nucleotiden als Sondenmolekiile verwendet werden, die
chemisch so modifiziert sind, daB} sie nach Hybridisierung
mit der Templat-Nucleinsiure einen terniren Tb*-Komplex
bilden. Nach Lichtanregung iibertrigt eine Salicylat-Gruppe
des einen Oligonucleotids als Komplexligand die Anregungs-
energie auf das Lanthanoid-Ion des zweiten Oligonucleo-

Templat—DNA
A G-A-T—-A-T-C—A-—C—A~G~T-G-G-A-T-T-T-A-G 5
C-T—A-T—A-G-T C—-C-T—A—A-A-T~C
J'ON—pAS \'ON—DTPA—Tb
G V] C— A
(v}
j NH
N i é
—N
a0c

Abb. 1. Schematische (oben) und graphische (unten) Darstellung des Modell-
systems zur homogenen Hybridisierung [6]. Die 3'-Endmarkierung des 9mers
3'ON mit pAS und die 5-Endmarkierung des 10mers SON mit DTPA-Tb sind
vergroBert hervorgehoben. In der Graphik bedeutet rot = Salicylat-Rest mit
Morpholino-Einheit, hellblau = DTPA, griingelb = Tb*® und violett = B-
DNA-Helix.
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tids'*}, wonach eine fiir Th3® spezifische, langlebige Fluores-
zenz emittiert wird.

Die chemischen Modifizierungen wurden so vorgenom-
men, daB das eine Oligonucleotid am 3'-Ende (3'ON) mit
dem Energiedonor Salicylat (3’ON-pAS) und das andere Oli-
gonucleotid am 5'-Ende (5'ON) mit einem Diethylentriamin-
pentaacetat(DTPA)-Liganden mit dem Energieacceptor und
Fluoreszenzemitter Tb3® (S’'ON-DTPA-Tb) markiert waren
(Abb. 1). Die Oligonucleotid-Sequenzen wurden dabei so ge-
wihlt, daB Energiedonor und -acceptor nach Hybridisierung
an den komplementdren DNA-Strang direkt benachbart wa-
ren!®!, Die am DNA Templat stattfindende Komplexbildung
aus DTPA-Tb einerseits und Salicylat andererseits ist gegen-
iber der Bildung eines terndren Komplexes in freier Losung
stark begilinstigt (Abb. 1).

Die 3’-Endmarkierung von 3’ON mit 4-Aminosalicylsdure
(pAS) lief nach etablierten Methoden der 3'-Endmarkierung
von RNA-Molekiilen iiber eine Periodat-Oxidation!” ab.
Die Ubertragung dieser 3'-Modifizierung auf DNA-Mole-
kiile kann entweder enzymatisch'®!, oder — wie hier durchge-
fithrt — chemisch!*® durch das Einbringen einer 3'-termi-
nalen Ribonucleotid-Einheit erfolgen. Die Periodat-Oxida-
tion setzte dann am 3'-Riboserest eine Dialdehyd-Gruppe
frei. Doppelte reduktive Aminierung dieser Dialdehyd-
Gruppe mit pAS in Gegenwart von Cyanoborhydrid resul-
tierte in einer Uberfithrung der 3'-terminalen Ribose- in eine
Morpholino-Einheit mit Salicylat-Rest (Abb. 1 oben).

Zur Markierung von 5ON mit DTPA-Tb wurde das Oli-
gonucleotid zundchst mit einem Aminoethyl-Linker am 5'-
Terminus synthetisiert!'?. DTPA-Dianhydrid diente dann
zur kovalenten Verknipfung von DTPA mit der primaren
Aminogruppe des Oligonucleotids!'!] und ermdglichte
schlieBlich die stabile Komplexierung von Tb3®-Ionen
(Ka — 1023(!21)_

Abbildung 2 zeigt die Tb>®-spezifischen Fluoreszenzwerte
nach Hybridisierung des in konstanter Konzentration vorge-

7
( Kontrollen: Probe F [ops)
6 |
] . / a) Putler 8490
F b) 100nM Tb3* 9378
{10* cpsj 4o c) 100nMS'ON-DTPA-Tb 16894
3 ./o d) c)+ 100nM3'ON-pAS 21899
2t e) dj+ 100nM Templat +
10pM 5'ON 23864
1t
0 - ,

50 100
c{nM] —

Abb. 2. Zeitverzogerte Tb*®-Fluoreszenz £ nach Hybridisierung des Oligonu-
cleotid-Paares gegen steigende Konzentrationen ¢ an Templat-DNA. Die Hy-
bridisierung erfolgte fiir 30 min in 10 mM Tris-HCl, 0.5 M NaCl pH 8.0 in Ge-
genwart von 100 nd 3'ON-pAS und 100 nM SON-DTPA-Tb bei 6 °C. Anschlie-
Bend wurde die zeitverzogerte Fluoreszenz in ..counts per second™ (cps) mit
einem Arcus-1230-Fluorometer (LK B-Wallac, Turku, Finnland) bei 400 ys Ver-
zogerungs- und 400 us MeBzeit bestimmt (Anregung 268 -388 nm, Emission
> 435 nm). Rechts in der Abbildung sind Werte von Kontrollproben angege-
ben.

gebenen Oligonucleotid-Paares 3'ON-pAS/S'ON-DTPA-Tb
gegen steigende Konzentrationen komplementirer Templat-
DNA in Losung. Die Nachweisempfindlichkeit betragt ein
Picomol Templat-DNA in einem mL. DaB der detektierbare
terndre Komplex tatsichlich durch die Bindung des Oligonu-
cleotid-Paares an die komplementire DNA gebildet wird,
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wird durch die Steigerung der Tb3®-Fluoreszenz mit zuneh-
mender Templat-DNA-Konzentration belegt (Abb. 2). Kon-
trollmessungen zeigen, daB die Energieiibertragung kompe-
titiv durch einen UberschuB an nicht-markiertem 5'-Oligo-
nucleotid hemmbar ist (Kontrolle e), was die Spezifitit der
Fluoreszenzanregung demonstriert. Die Kontrollversuche
zeigen auch, daB die zeitverzogerte Hintergrund-Fluores-
zenz nicht durch die direkte Anregung der Tb*®-Ionen
(Kontrolle b), sondern durch einen Energietransfer von Nu-
cleotidbasen des 5’ON-Oligonucleotids auf das komplexierte
Tb*®-lon ¥ erzeugt wird, die bereits vor der Hybridisierung
meBbar ist (Kontrolle c).

Einen weiteren Beweis fiir die hybridisierungsabhangige
Komplexbildung liefert die inverse Korrelation zwischen Hy-
pochromizitit und Steigerung der Tb*®-Fluoreszenz bei der
Abkithlung der Hybridisierungsiosung — also beim Uber-
gang vom denaturierten in den reassoziierten Zustand

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

T[*C] —

Abb. 3. Zeitverzogerte Fluoreszenz F (s—u) und Anderung der Absorption
AA, ¢, (+—s) des Systems Templat/3’'ON-pAS/S’ON-DTPA-Tb (jeweils 100 nM)
in Abhingigkeit von der Temperatur T in 10 mm Tris-HCI, 0.5 M NaCl pH 8.0.
Uber den Hypochromizititsverlauf wurde ein T,,-Wert von 27°C ermittelt,
wohingegen das System ohne 5’-Endmarkierung (Templat/3’*ON-pAS/5SON,
0 -0) einen T,-Wert von 26 °C aufweist. Die T,-Werte von 3’'ON und SON
einzeln mit der Templat-DNA betragen 19.5 bzw. 20°C.

Schmelzpunkt des Templat/3’'ON-pAS/5’ON-DTPA-Tb-Sy-
stems ist gegeniiber einem System mit den gleichen Kompo-
nenten, jedoch ohne 5-DTPA-Tb-Endmodifizierung, um
etwa 1 K erhoht. Dies entspricht einer Enthalpiednderung
und damit einem Stabilisierungsbeitrag von etwa
2.5 kI mol ™3], Demnach wird die schon bei der Bindung
zweier direkt benachbarter Oligonucleotide an ein komple-
mentires Templat vorhandene positive Kooperativitdt!!4!
durch die Chelatbildung weiter erhdht.

Die Abhingigkeit der Energietransfer-Effizienz vom Ab-
stand der Oligonucleotidpaare wurde durch Verkiirzung von
S’ON um ein Nucleotid untersucht. Die DTPA-Tb-Markie-
rung befand sich dann am Adeninrest von 5ON (siche
Abb. 1). Das Hybridisierungssignal bei gleicher Templat-
Konzentration ging dabei um 54 % zuriick. Durch Verlidnge-
rung des Spacers zwischen 5'-Phosphatgruppe und DTPA-
Tb-Chelat von einem Ethyl- auf einen Hexylarm!!*! konnte
jedoch die urspriingliche Energietransfer-Effizienz zu 88 %
wiederhergestellt werden.

Die Komplexbildung zwischen Energiedonor und -accep-
tor garantieren einen effizienteren Energietransfer im Ver-
gleich zu einem System, in dem ein Energietransfer nur durch
raumliche Nihe zwischen Donor und Acceptor stattfindet —
wie dies in den bisher beschriebenen homogenen Hybridisie-
rungsassays nach dem FRET-Prinzip der Fall ist3).
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des Templat/Oligonucleotidpaar-Systems (Abb. 3). Der
5 10.030
l 4 A $0.020 ]
F 2 A260
4
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Ein weiterer Vorteil des pAS/Tb-Donor/Acceptor-Sy-
stems ergibt sich aus der /anglebigen Tb*®-Fluoreszenz mit
einer Fluoreszenz-Lebensdauer von 1.58 ms!*® wodurch ei-
ne zeitverzdgerte Fluoreszenzmessung!*®! ermoglicht wird.
Die direkte, kurzlebige und vom Energietransfer-Proze8 un-
abhidngige Donor- und Acceptor-Fluoreszenzemission trigt
bei herkémmlichen FRET-Systemen zu einer betrichtlichen,
unspezifischen Hintergrund-Fluoreszenz bei!!”), Diese kann
jedoch durch die Bestimmung der zeitverzogerten Fluores-
zenz zuverldssig unterdriickt werden. Die DNA-Nachweis-
empfindlichkeit des hier beschriebenen Systems konnte
durch giinstigere Anregungs- und Emissionswellenldngen
der Fluoreszenz und durch Verwendung anderer Ligand/
Lanthanoid-FRET-Systeme weiter gesteigert werden.

Neben einer allgemeinen Vereinfachung der Hybridisie-
rungsprozedur gegeniiber Zweiphasen-Systemen ist die be-
schriebene Methodik aufgrund der Notwendigkeit einer di-
rekten Nachbarschaft der beiden Oligonucleotid-Sonden
von besonderer Bedeutung fiir den schnellen Nachweis von
Mutationen, Insertionen, Deletionen, Chromosomen-Trans-
lokationen oder Spleifistellen.

Experimentelles

Darstellung von 3’ON-pAS: 16 nmol 3'ON mit 3'-Ribouridyl-Einheit [3b, 9]
wurden 2 h auf Eis mit 2 umol NalQ, in 0.2 mL 50 mm Natriumacetat-Puffer
pH 4.75 behandelt. Nach Zugabe von 10uL (30umol) Ethylenglycol und Se-
phadex-G-25-Chromatographie wurde das oxidierte 3’*ON mit 4 umol pAS und
4umol NaBH,CN in 0.15mL 0.2 M Natriumphosphat-Puffer pH 8.0 ca. {5h
inkubiert. Nach Sephadex-G-25-Reinigung wurde 3’ON-pAS mittels denatu-
rierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese (20%, 8 M Harnstoff) isoliert
[18a].

Darstellung von 5ON-DTPA-pAS: 160 nmol des 5-Aminolink-funkti-
onalisierten Oligonucleotids [10] wurden zweimal in 50 uL 0.2 M Kaliumhydro-
gencarbonat-Puffer pH 8.2 mit 4 pmol DTPA-Dianhydrid aus einer 0.2 M Lo-
sung in wasserfreiem Dimethylsulfoxid versetzt. Nach Sephadex-G-25-Reini-
gung wurde das SON-DTPA iiber Umkehrphasen-HPLC isoliert {18 b] und mit
einer dquimolaren Menge TbCl, versetzt.

Eingegangen am 25. Mai,
erginzte Fassung am 20. August 1990 [Z 3981]
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Leichte Hydrierung des zentralen Cyclohexatriens
von Tris(benzocyclobutadieno)benzol:

Synthese und Struktur sowie thermische und
photochemische Isomerisierung von
all-cis-Tris(benzocyclobuta)cyclohexan **

Von Debra L. Mohler, K. Peter C. Vollhard:t*
und Stefan Wolff

Wir beschreiben die erste chemische Reaktion des Kohlen-
wasserstoffs 10!] nimlich seine leichte und stereoselektive
Hydrierung zu 2, das nach einer Rontgenstrukturanalyse
einen ungewdhnlichen, bindungsfixierten, planaren Cyclo-
hexanring hat. Durch stereospezifische thermische Retrocy-
clisierung entsteht aus 2 ausschlieBlich das Hexaen 3. Dieser
Befund 148t, zusammen mit den dazugehérigen kinetischen
Daten, auf einen bisher beispiellosen all-disrotatorischen
ProzeB schlieBen!?!. Demgegeniiber fiihrt die Bestrahlung
von 2 iiber eine Umlagerung zundchst zum neuen Kohlen-
wasserstoff 4 und schlieBlich zu Phenanthren und Naphtha-
lin, wohingegen 3 zu § photoisomerisiert (Schema 1). Die
Ergebnisse erweitern wesentlich die Chemie des Benzocyclo-
buten-Geriists und des Tribenzo(CH), ,-Systems.

Die Hydrierung von 1 zu 2a gelingt unter auBergewdhn-
lich milden Bedingungen!®!, was dem hohen Grad der Bin-
dungslokalisierung und der hohen Spannung in 1 zuzu-
schreiben ist. Das 2,3,6,7,10,11-Hexakis(trimethylsilyl)-De-
rivat von 1! war hingegen sogar bei erhShtem Wasserstoff-
druck (80 atm, THF, Pd-C) inert.

Die Stereochemie von 2a wurde zundchst NMR-spektro-
skopisch ermittelt; dabei waren das Signal fiir die Protonen
am zentralen Ring (ein Singulett bei 6 = 4.19) im 'H-NMR-
und die vier Signale im '>C-NMR-Spektrum sowie die Ana-
logie im Verhalten der entsprechenden anguldren und linea-
ren [3]Phenylene!®! besonders wichtig. Nach einer Rontgen-
strukturuntersuchung (Abb. 1){°1 ist der zentrale Cyclohe-
xanring planar, was durch die drei anellierten Benzocyclobu-
ten-Einheiten verursacht wird. Der durchschnittliche Di-
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Department of Chemistry, University of California at Berkeley
und
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(Contract No. DE-ACO3-76 SF 00098) gefordert. S. W. dankt der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft fiir ein Postdoktoranden-Stipendium
(1989/1990).
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Schema 1. a) H, oder D, (1 atm), Pd-C, THF, 18 h; b) C,D4, Bombenrohr,
125-160°C; ¢) Et,0, hv (254 nm), — 22°C, 4.5h; d) Et,0, Av (254 nm),
~2°C,3.5h.

Abb. 1. Zwei Ansichten (von ,,oben* und ,,von der Seite*') der Struktur von 2a
im Kristall (ORTEP). Ellipsoide mit 50% Wahrscheinlichkeit, Wasserstoff-
atome mit willkiirlichem Radius. Ausgewihlte Bindungslingen {A] und -winkel
[?]): C1-C2 1.599(4), C1-C2’ 1.511(4), C1-C3 1.516(3), C2-C8 1.526(3), C3-C4
1.393(4), C3-C8 1.379(4), C4-CS 1.394(4), CS5-C6 1.379(5), C6-C7 1.391(4),
C7-C8 1.376(3); C2-C1-C2' 119.8(2), C2-C1-C3 85.6(2), C1-C2-C8 86.0(2), C4-
C5-C6 122.2(3), C5-C6-C7 121.9(2), C6-C7-C8 116.1(3), C2-C8-C3 93.5(2),
C3-C8-C7 122.5(2).
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