
mentellen Bindungslangen und -winkel fur das polymere IN, 
iiberein (Abb. 2), wie auch die erst kurzlich publizierten Er- 
gebnisse von ab-initio-Rechnungen an Halogenaziden 191. 

Abb. 2 .  MP2-optimierte Struktur von IN,. Basissitze siehe Text, Bindungs- 
winkel in ', Abstinde in A [IX]. 

Die geringfiigigen Abweichungen zwischen experimentellen 
und theoretischen Werten konnen zum Teil durch Packungs- 
effekte im Kristall sowie beim Iod-Atom durch die zweifache 
Koordination in der Kette erklart werden. Die Rechnungen 
wurden rnit dem Programmpaket Gaussian 90 unter Ver- 
wendung des 6-31 + G*-Standardbasissatzes fur N durchge- 
fuhrt[". ''I; fur I wurde ein quasirelativistisches Pseudo- 
potential["] und ein [5~5pld] / (2~2pld)  (DZ + P)-Basis- 
satz" 31 verwendet. Die Geometrien wurden unter Beruck- 
sichtigung der Elektronenkorrelation nach M0ller-Plesset 2. 
Ordnung (MP(FU)) voll optimiert. 

Dampfdruckmessungen an festem IN, zeigten, da13 der 
Darnpfdruck bei Raumtemperatur ca. 2 Torr betragt['41. So- 
rnit konnte auch erstmals ein Gasphasen-IR-Spektrum auf- 
genommen werdet~[ '~l ,  welches, wie auch die Losungs- und 
Feststoffspektren['"], rnit der Molekiilsymmetrie C, und ei- 
ner gewinkelten I-N-N-Einheit vereinbar ist. Mit Ausahme 
der unterhalb des gemesseiien Bereiches zu erwartenden 
I-N-N-Deformationsschwingung lassen sich alle Grund- 
schwingungen zuordnen sowie eine Kombinationsschwin- 
gung (v, + vaJ und eine Obertonschwingung (2vJ beobach- 
ten['". '1. Eine Elektronenbeugungsuntersuchung scheiterte 
in der Gasphase daran, daB IN, wahrend der Messung bei 
Raumtemperatur (eine niedrigere Temperatur ist aufgrund 
des relativ geringen Dampfdruckes nicht moglich[161) heftig 
explodierte. 
Achtung: IN, ist e x p l ~ s i v [ ' ~ ~ .  Die Explosivitat steigt mit zu- 
nehmender Reinheit. 
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Nickel(iiI)-katalysierte DNA-Spaltung 
mit Luftsauerstoff** 
Von Chien-Chung Clzeng, Steven E. Rokitu* und 
C-y'nthiu J.  Burrows* 

Die Ubergangsmetallkomplex-katalysierte Modifizierung 
von Nucleinsauren ist niitzlich zur Strukturaufkliirung, in 
der Gentechnik und bei der Entwicklung von Chemothe- 
rapeutika. F i r  in-vivo-Anwendungen sollten Reaktionen, 
die rnit einer Ubergangsmetall-katalysierten DNA-Oxida- 
tion einhergehen, eher auf dem physiologisch verfiigbaren 
Oxidationsmittel 0, basieren als auf Hydroperoxiden und 
Peroxysauren, die gewohnlich in vitro eingesetzt werden", 'I. 
Der Metallkomplex sollte gegeniiber 0, nur maDig reaktiv 
sein, da hoch reaktive Spezies fur biologische Verwendungs- 
zwecke zu instabil sein konnten. Man kennt nur wenige Nik- 
kelkomplexe, die 0, aktivieren konnen[']]. Pentaamindi- 
oxidonickel(I1)-Komplexe, deren Reaktivitat gegeniiber 0, 
seit den Arbeiten von Kimura et al. bekannt istL4] und die 
kiirzlich von Martell et al. nochmals uiitersucht wurden, 

[*I Prof. S. E. Rokita, Prof. C. J. Burrows, C.-C. Cheng 
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State University of New York at Stony Brook 
Stony Brook, NY 11794-3400 (USA) 
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scheinen fur diese Chemie am besten geeignet zu sein. Ob- 
wohl man davon ausgehen kann, daB die Spezifitat dieser 
einfachen Verbindungen nur gering ist, sollte dies fur eine 
Vielzahl weiterer Anwendungen kein Hinderungsgrund sein : 
Viele auf die DNA gerichtete Wickstoffe sind wenig oder 
iiberhaupt nicht sequenzspezifisch. 

Die Makrocyclen 1 a und 1 b bilden in schwach basischer 
waBriger Losung Komplexe 2 des Typs [Ni"L] (L = l a ,  
1 b - 2H) mit funffach koordinierteln Zentralatom[". Bei 
Sauerstoffzutritt werden diese purpurfarbenen Verbindun- 
gen braun; man nimmt an, dalj sie dabei in Komplexe des 
Typs 3 iibergehen, die sechsfach-koordiniertes Nickel(rrr) 
und einen Superoxido-Liganden enthalten. Diese Komplexe 
sind, je nach Substitutionsmuster des Liganden, einige Mi- 
nuten oder bis zu mehrere Stunden stabil. 3a, b konnen 
Benzol zu Phenol oxidieren und den eigenen Liganden an R1 
und R2 hydroxylieren[']. 

1 2 3 

a R ' = R ~ = H  d R1 = F. R2 = CH2CsH5 

b R' = CH,C,H,, R2 = H e R' = R2 = CH, 

5 R'= F, R2 = H  

Neueren Untersuchungen zufolge weisen Nickel(1r)-Kom- 
plexe init vierfach koordiniertem Zentralatom in Gegenwart 
von Monopersulfat-Ionen HSO; eine bemerkenswerte Re- 
aktivitlt gegeniiber DNA auf, wozu beispielsweise die spezi- 
fische Erkennung von Guanin-Einheiten in Einzelstrangbe- 
reichen der DNA gehort1". Wir haben nun die Reaktivitat 
der Nickelkomplexe der Liganden 1 b-e gegeniiber Plasmid- 
DNA untersucht, wobei nur 0, als Oxidationsmittel einge- 
setzt wurde. Nickel- und 0,-initiierte Strangbriiche wurden 
im Falle der Komplexe rnit 1 b und 1 c als Ligdnden beobach- 
tet. Diese bilden rnit NiZ + -Tonen zunlchst griine Komplexe, 
in denen nur die drei Amin-Stickstoffatome des Makrocy- 
clus koordiniert sind. Erhoht man den pH-Wert auf etwa 9, 
so werden zwei Amid-Funktionen deprotoniert, und man 
erhalt die purpurfarbenen Komplexe 2b[4h1 und 2c, deren 
Farbe sich nicht wieder iindert, wenn derpH-Wert erneut auf 
7.5 erniedrigt wird. Die Eigenschaften der Komplexe 2b und 
2c sind nahezu identisch: E,,, (Ni"'/Ni", pH 9.2, K,HPO,, 
vs. Ag/AgCl) betragt fur 2b 0.28 und fur 2c 0.31 V; A,,, 
(H,O)= 350 und 520nm bzw. 344 und 512nm. Beide 
gingen in braune 0,-Komplexe uber, wenn sie 15 min Luft- 
kontakt hatten (J.,,,, (3 b) = 270 und 290 nm; ,I,,, (3c) = 269 
und 306 nm). 3c  war bei pH 7.5 uber eine Stunde Stdbil. Die 
meisten Untersuchungen wurden mit 3c durchgefiihrt, da 
dessen Ligand einfach zuganglich istr6]. 

Bei unseren Untersuchungen zur DNA-Modifizierung be- 
nutzten wir zweckmaljigerweise circulare Plasmide zur Be- 
stimmung des AusmaBes der oxidativen Strangspaltung. 3 b 
und 3c waren gleich reaktiv und wandelten superhelicale 
DNA (Form I) in Abhangigkeit von der Metallkomplex- 
Konzentration in circulare DNA mit Einzelstrangbriichen 
(nicked circular DNA, Form 11) um (Abb. 1 A). Diese Um- 
wandlung war mit 180 PM 3c und dem Plasmid pBR322 nach 
45 min quantitativ. Die Reaktivitat des Vorlauferkomplexes 
2c wurde ebenfalls iiberpruft. Wenn man diesen direkt - 
ohne vorherige Bildung des 0,-Komplexes - einer Plasmid- 

1 2 3 4 5 6  1 2 3 4 5  

I1 I1 
I I 

A B 

Abb. 1. A: Konzentrationsabhlngigkeit der DNA-Spaltung (Form I + 

Form 11) mit 3c .  DNA (2.2 PM pro Basenpaar) ohne (Spur 1) und mit 30 LLM (2), 
60 PM (3) 90 P M  (4), 180 PM ( 5 )  und 240 P M  (6) Nlckelkomplex. B: Quench-Stu- 
dien mit 3c  und Vergleich rnit der Reaktivitit von 3d. Spur 1, reine DNA; 
Spuren 2-4 mit 200 P M ~ C ;  Spur 2 ohne Quencher, Spur 3 rnit 50 mM Mannitol, 
Spur 4 mit 1.5 M EtOH, Spur 5 mit 200 @M 3 d  ohne Quencher. 

DNA-haltigen Losung zusetzte, war der Nickel(1r)-Komplex 
in der Lage, bei Normaldruck und unter standigem Luftkon- 
takt DNA langsam zu spalten. In beiden Fillen war die 
Reaktion letztendlich quantitativ, aber die dafiir benotigte 
Zeit betrug im Falle von 2c sechs bis acht Stunden und im 
Falle von 3c, wie bereits erwahnt, 45 min. Hohere Konzen- 
trationen an 2c oder 3c hatten eine weitere Fragmentierung 
der Form-IT-DNA zu Folge. Die Folgereaktion fand nicht in 
unmittelbarer Nahe zur ersten Stelle der Modifizierung statt, 
da groBere Mengen linearisierter DNA (Form 111) nicht be- 
obachtet wurden. Stattdessen bildeten sich recht unter- 
schiedliche Produkte, die bei der Elektrophorese als breite, 
unstrukturierte Bande von DNA-Derivaten in Erscheinung 
traten. Unter den Reaktionsbedingungen fur 2c und 3c hatte 
Ni(OAc), ( I  80 PM) keinen Einflul3 auf Plasmid-DNA. 

Um das fur die Strangbriiche verantwortliche Oxidans zu 
ermitteln, wurden Quenchexperimente durchgefiihrt. Der 
Zusatz von 50 mM Mannitol und 1.7 M Ethanol beeinfluljte 
die Umwandlung nicht; beide quenchen derartige Reaktio- 
nen, wobei H0'-Radikale beteiligt sind (Abb. 1 B, Spuren 3 
und 4). Dagegen fiihrte der Zusatz von Superoxid-Dis- 
mutase (0.94 KM) dam, dab die Reaktion zu 50 '10 gequencht 
(Form I + Form 11) wurde. Dieser Effekt war nicht einfach 
auf das Abfmgen eines Oxidationsmittels durch das Protein, 
sondern eher auf die spezifische katalytische Aktivitat dieses 
Enzyins zuriickzufuhren. RNase A (1.16 PM) hatte keine 
Auswirkungen auf die Reaktion zwischen 3c und Plasmid- 
DNA. Diese Experimente legen nahe, daB der Superoxido- 
Komplex 3c, 0; selber oder ein Zersetzungsprodukt von 0; 
an der DNA-Oxidation, die schlieBlich zum Bruch der 
Strange fiihrt, beteiligt ist. Die Inkubdtion mit 520 LLM KO, 
(aus einer Dimethylsuifoxid-Losung mit [18]Krone-6 im 
UberschuB zur Erhohung der Loslichkeit) fiihrte jedoch 
nach 20 min zu keiner nachweisbaren DNA-Spaltung. Die- 
ser Test legt nahe, dab dem Ni"'-O,-KompIex 3c eine ent- 
scheidende Rolle zukommt. 

Zur Optimierung der Reaktivitat haben wir den Liganden 
1 d rnit einem Fluor- und einem Benzylsubstituenten herge- 
stellt. Friihere Uiitersuchuiigen 51 haben gezeigt, dalj der 
Benzylsubstituent eine hydrophobe Tasche zur Stabilisie- 
rung des 0,-Komplexes zur Verfugung stellt und daR die 
weitere Substitution an dieser Stelle die Konkurrenzreaktio- 
nen, Hydroxylierung des Liganden und Inaktivierung des 
Komplexes, unterdruckt. Sowohl der Ligand 1 d als auch der 
bereits bekannte Ligand 1 e['] bildeten mit Ni2 +-Ionen griine 
Komplexe, aber iiberraschenderweise entstanden bei hohe- 
rem pH-Wert die erwarteten purpurfarbenen Komplexe 2 d 
bzw. 2e nicht, sondern braungelbe Komplexe. Beide indu- 
zierten auch nicht den Bruch der Plasmid-DNA-Strange 
(beispielsweise Abb. IB, Spur 5) ,  ein deutlicher Hinweis dar- 
auf, wie empfindlich der gesamte ProzeB vom Substitutions- 
muster des Liganden abhangt. Weitere mechanistische Stu- 
dien sollten daruber Aufschlulj geben, worauf man beim 
Entwurf des optimal geeigneten Nickelkomplexes zu achten 
hat[*]. 
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SchlieRlich haben wir die Spezifitat der durch 3c vermittel- 
ten Spaltungsreaktion mit dem Hairpin-bildenden Oligonu- 
cleotid d(AGTCTATGGGTTAGACT) getestetllbl. Der 
Strangbruch erfolgte unmittelbar nach der Inkubation, wur- 
de jedoch durch abschlieRendes Behandeln rnit Piperidin 
noch verstarkt"]. Die hochauflosende Gelelektrophorese 
zeigte jedoch, da13 an fast allen Stellen eine Spaltung erfolgt 
war, und man daher kaum von Nucleotid-, Konformations- 
oder Sequenzspezifitat sprechen kann. Dies ist in Einklang 
mit der Vorstellung, wonach ein oktaedrischer Ni"-0;- 
Komplex wie 3 koordinativ gesattigt ist, und das Metal1 we- 
der in die direkte DNA-Bindung noch in die DNA-Erken- 
nung involviert sein kann. Dennoch scheint eine Spezifitat 
moglich, wenn man Standard-DNA-Bindungsreagentien 
mit dem Makrocyclus verknUpft[']. Man kann davon ausge- 
hen, daR solche Reagentien die Effizienz des Superoxido- 
Nickelkomplexes fur die DNA-Oxidation deutlich erhohen, 
d. h. die Spaltungsreaktion bereits bei einer niedrigeren Me- 
tallkomplex-Konzentration stattfinden konnte[lol. 

Diese Ergebnisse machen deutlich, daI3 es rnit entspre- 
chend konzipierten Nickelkomplexen moglich ist, eine 
DNA-Spaltung unter physiologischen Bedingungen herbei- 
zufiihren; lediglich Sauerstoff unter Normaldruck wird be- 
notigt, keine zusltzlichen Reagentien, Bestrahlung oder 
elektrochemische Hilfsmittel. Durch Variation der Substi- 
tuenten am makrocyclischen Liganden wird es nun moglich 
sein, die Gesamtaktivitat des Nickelkomplexes genau abzu- 
stimmen. 

Experimentelks 
1 c: Eine Losung aus Diethylfluorinalonat (6.3 mmol) und Tetraethylenpenta- 
amin (6.1 mmol) in wasserfreieni Ethanol wurde 24 h unter Ruckflu8 erhitzt. 
Nach Einengen der Reaktionslosung wurde das Rohprodukt aus Acetonitrill 
Methanol umkristallisiert. worauf man einen weiDeu Feststoff in 42% Ausbeu- 
te erhielt. 'H-NMR (CDCI,): 6 = 7.27 (br s, 2H), 5.22 (d, IH, J = 47.4 Hz, mit 
D,O austauschbar), 3.61 (m. 2H), 3.35 (m. 2H), 2.56-2.86 (m. 12H), 1.65 (hr 
S, 3H): "C-NMR (CDCI,): 6 =164.9, 86.9 (d, J=196Hz),  48.8, 48.4, 48.3, 
39.0. IR (KBr): G[cm-'] = 3529, 2837, 1537, 1276, 1127. Korrekte C, H, N- 
Analyse. 
1 d:  Diethylfluormalonat (6.1 8 mmol) wurde bei 0 "C zu einer THF-Losung, die 
NaH im UberschuD enthielt, getropft. Nach 20 miu wurde Benzylbromid zuge- 
geben (7.02 mmol), und die klare Losung wurde 6 h bei Raumtemperatur ge- 
ruhrt. Zur Beendigung der Reaktion wurde Wasser zugesetzt, das Produkt mit 
CH,CI, extrahiert, uber MgSO, getrocknet, die Losung filtriert und eingeengt. 
Destillation unter vermindertem Druck ergab reines Diethylbenzylfluormalo- 
nat (38% Ausbeute); Diethylbenzylfluormalonat wurde analog der Ring- 
schlu8reaktion zu 1 c eingesetzt. Das Rohprodukt wurde durch Chromatogra- 
phie an Kieselgel gereinigt (Laufmittel CHCI,:CH,OH:NH,OH = 10:2:0.2), 
worauf man einen wei5en Feststoff in 28% Ausbeute erhielt. 'H-NMR 
(CDCI,): 5=7.18 (m, 5H). 7.09 (br s, 2H), 3.5 (m, 2H), 3.48 (d, 2H, 
J = 25.5 Hz), 3.04 (d. ZH), 2.1-2.8 (m, 12H), 1.58 (br s, 3H); "C-NMR 
(CD,OD): d = 167.5. 133.9. 130.1,127.8,126.8,98.6 (d, J = 202 Hz),47.4,47.1. 
38.6, 38.3, 38.1. FAB-MS:m/i 366 ( M  +I) ,  
DNA-Studien: Winrige Losungen (pH 7.5) der Nickelkomplexe 2 wurden 
15 min lang Luft ausgesetzt, um die 0,-Komplexe 3 zu bilden. Plasmid-DNA 
pBR322 (2.2 LLM pro Basenpaar) und der Nickelkomplex ( 3 0 - 2 4 0 ~ ~ )  in 10 mM 
Phosphat- (oder Tris-)puffer bei pH 7.48 mit 5 mM NaCl wurden unter Luftzu- 
tritt bei Raumtemperatur 45 min umgesetrt. Die Umwandlung von Form-I- 
DNA in Form-11-DNA wurde durch Gelelektrophorese auf 1 YO Agarose-Gel, 
das mi1 Ethidiumbromid gefiirbt war, nachgewiesen. Kontrollexperimente ohne 
Zusatz von Nickelkomplex wurden ebenfalls durchgefuhrt. Superoxid-Dismu- 
tase aus Rindererythrozyten wurde von Sigma bezogen. 
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Zwei neue Hochdruckmodifikationen 
yon NaOH** 
Von Horst P. Beck* und Gunda Lederer 

NaOH kristallisiert in Abhangigkeit von der Temperatur 
in drei Modifikationen, wobei - geordnet nach steigender 
Temperatur ~ der anti-TII-Typ, sodann eine Deformations- 
variante davon und schlieI3lich eine NaC1-analoge Struktur 
(,,NaCl-I") auftritt, bei der die OH-Teilchen aufgrund einer 
dynamischen Fehlordnung isotrop erscheinenl' -'I. Diffe- 
rentialthermoanalytische Untersuchungen unter Druck wie- 
sen darauf hin, daI3 oberhalb 1-2 GPa mindestens eine wei- 
tere Form e ~ i s t i e r t ~ ~ ] .  Strukturinformationen hierzu waren 
jedoch nicht zuganglich, da die Hochdruckphasen nicht ab- 
schreckbar und daher nur durch in-situ-Experimente cha- 
rakterisierbar sind151. 

Unter Verwendung einer heizbaren Diamantstempelzelle 
auf einem speziellen Rontgendiffraktometer16. '1 konnten 
wir die Existenzgebiete von zwei Hochdruckmodifikationen 
im p ,  T-Feld abgrenzen, deren Strukturen bestimmen und 
eine mit der Rietveld-Methode verfeinern. Unsere neuen 
MeBroutinen und Auswerteprogramme liefern auch unter 
extremen Experimentierbedingungen so gute Beugungsda- 
ten, daR dafur die ublichen Strukturlosungs- und Verfeine- 
rungsprozeduren anwendbar sind. 

Abbildung 1 zeigt das verbesserte Phasendiagramm fur 
NaOH, in dem die Existenzbereiche der bekannten Normal- 
druckmodifikationen ebenfalls eingetragen sind. Bei erhoh- 

LOO Ilq. 
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Abb. 1. p,T-Diagramm fur NaOH. Normaldruckphasen sind durch griechische 
Bochstaben, Hochdruckphasen durch romische Zahlen gekennzeichnet; die 
Strukturtypzuordnung ist in Klammern angegeben. 
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