Weitere Untersuchungen an diesen Salzen, deren Eigen-
schaften vom Kation abhéngen, sind im Gange.

Experimentelles

1: 200 mg (0.45 mmol) BiPh, wurden in 15 mL THF geldst. Zu der Losung
wurden 0.14 mL (1.87 mmol) Trifluoressigsdure gegeben. Nach 1 h Riihren
wurden 78 mg (0.45 mmol) tmpa zugesetzt. Nach 1 h wurde die Lésung auf ca.
5 mL eingeengt, zur Kristallisation des Produkts wurde mit Hexan tiberschich-
tet. Die farblosen Kristalle von 1 wurden nach 24 h abgetrennt. Ausbeute:
250 mg (0.26 mmol, 63%). ~ Korrekte C,H,N-Analyse. 'H-NMR ([D]Ace-
ton): 6 = 2.52 (m, CH,, 2H), 3.07 (s, CH,, 12H), 3.47 (t, CH,, 4H), 7.37 (m,
CH, 1H), 7.91 (m, CH, 2H), 8.90 (m, CH, 2H).

Die Verbindungen 2 und 3 wurden auf gleichem Wege erhalten. — Befriedigende
C,H,N-Analyse fiir 2, korrekte C,H,N-Analyse fiir 3. 'H-NMR ([D¢]Aceton)
fiir 2: 6 = 3.16 (s, CH,, 12H), 3.98 (s, CH,, 4H), 7.38 (m, CH, 1H), 7.92 (m,
CH, 2H), 8.86 (m, CH, 2H); fiir 3: 6 = 3.14 (s, CH,, 12H), 3.42 (¢, CH, 2H),
3.53(q, CH, 2H), 4.88 (m, CH, 1 H), 7.39 (m, CH, 1 H), 7.90 (m, CH, 2H), 8.88
(m, CH, 2H).
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Selektive Spaltung einer 35mer-Einzelstrang-DNA,
die den Startcodon des TAT-Gens von HIV-1
enthiilt, durch ein maligeschneidertes kationisches
Manganporphyrin-Konjugat **

Von Marguerite Pitié, Christiane Casas, C. Jeffrey Lacey,
Geneviéve Pratviel, Jean Bernadou und Bernard Meunier*

Seit gut zehn Jahren werden Antisense-Oligonucleotide als
potentielle antivirale Wirkstoffe getestet. Nach der Arbeit
von Zamecnik und Stephenson!'! {iber die Inhibierung der
Replikation des Rous-Sarcoma-Virus durch ein 13mer-
Oligonucleotid wurde gezeigt, daB HIV durch mehrere
chemisch modifizierte Oligonucleotide inhibiert werden
kann? "4, Die Resistenz gegeniiber Nucleasen wurde durch
die Verwendung von Phosphorthioat-Oligonucleotiden und
die zellulire Aufnahme durch Bindung an Polylysin!*} oder
an lipophile Gruppen!®! erhoht. Viele dieser modifizierten
Antisense-Oligonucleotide wirkten jedoch sequenzunab-
hiingig antiviral!”). AuBerdem erfordert eine antivirale Akti-
vitit in Zellkulturen oft um-Konzentrationen, d. h. Werte, die
mindestens zwei GroBenordnungen iiber dem Konzentra-
tionswert liegen, der fiir eine schnelle Entwicklung von neu-
en, auf Antisense-Oligonucleotiden beruhenden antiviralen
Wirkstoffen bendtigt wird. Wir berichten nun iiber die
effektive in-vitro-Spaltung eines 35mers, das der DNA-
(+)Strang-Sequenz entspricht, die die ersten acht Codons
des HIV-1-TAT-Gens enthilt, durch einen kationischen
Manganporphyrin-Komplex, wobei dieser durch ein 19mer
vektorisiert wird, das komplementir zum Target ist. Die
Spaltungen finden sogar in Gegenwart eines groBen Uber-
schusses einer beliebigen Doppelstrang-DNA und bei
geringen Konzentrationen (10 nM) mit nur 2.6 Molekiilen
des Metalloporphyrin-Konjugats pro Targetmolekiil statt.

Gegeniiber allen méglichen DN A-spaltenden Verbindun-
gen!® L die an Oligonucleotide gebunden wurden, um akti-
ve Antisense-Oligonucleotide zu erhalten!%l, hat die Leit-
struktur  Tris(N-methylpyridinio)porphyrinatomangan(ir)
(Mn-trisMPyP) einige bedeutende Vorteile: 1) Die Ausgangs-
verbindung meso-Tetrakis(N-methylpyridinio)porphyrinato-
mangan(1n) (Mn-TMPyP) spaltet DNA sehr gut, da sie C-H-
Bindungen an den 1’- und 5'-Positionen der Desoxyribose-
Einheiten hydroxylieren kann'!- 12I; 2) Mangan-lonen wer-
den in vivo aus synthetischen Porphyrinen nicht entfernt!!3);
3) diese kationischen Manganporphyrine zeigen eine nicht
unerhebliche anti-HIV-Aktivitit™*. Ausgehend von einem
Tris(methylpyridinio)porphyrinatomangan(tiy) mit  einer
Siurefunktion in der para-Position der meso-Phenylgruppe
(R’ = OH in Schema 1) wurde die kovalente Bindung an das
19mer, an dessen 5'-Position ein Aminozwischenglied gebun-
den war, gebildet, indem die Sidurefunktion mit Carbonyl-
diimidazol aktiviert und anschlieBend mit 1-Hydroxyben-
zotriazol umgesetzt wurde. Das Manganporphyrin-Konju-
gat Mn-trisMPyP-5-GGCTCCATTTCTTGCTCTC (siche
Struktur in Schema 1) wurde auf einer kurzen Sdule mit
Polyacrylamidgel und durch Hochdruckfliissigkeitschroma-
tographie (HPLC) gereinigt. Bei diesen Reinigungsmetho-
den trat kein Verlust an Produkt auf, wiahrend die Verwen-
dung von Sephadexsidulen zu einem betrichtlichen Abbau

[*] Dr. B. Meunier, M. Pitié, Dr. C. Casas, Dr. C. I. Lacey, Dr. G. Pratviel,
Prof. Dr. J. Bernadou
Laboratoire de Chimie de Coordination du CNRS
205 route de Narbonne, F-31077 Toulouse Cedex (Frankreich)

[**] Diese Arbeit wurde von der franzésischen Behorde fiir AIDS-Forschung
(ANRS), der Région Midi-Pyrénées und dem CNRS geférdert. Dr. C. J.
Lacey und Dr. C. Casas danken dem CNRS bzw. Pierre Fabre Medica-
ments fitr Forschungsstipendien. Wir danken Christophe Loup fiir die
hervorragende priparative Unterstiitzung und die Herstellung der Metal-
lophorphyrin-Vorstufen.
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des Hybridmolekiils fithrte. Die Kette hat 17 Bindungen,
und ihre Linge ermdglicht die Bindung des kationischen
Manganporphyrins in der vom 19mer-Vektor und seiner
komplementdren Sequenz im 35mer-Target 5-CAGAGGA-
GAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTA gebildeten
kleinen Spalte. Dieses DNA-Target entspricht der Region,
die den Startcodon von TAT (35mer = Nucleotide 5360 bis
5394 gemilB der Numerierung in Lit."* 3 enthilt. Mit einigen
Antisense-Oligonucleotiden konnte die Expression des
HIV transacting factors TAT oder anderer viraler Pro-
teine wie REV oder ENV inhibiert werden! %17,

R
M=Mn"Ly
R O 0-(CH,),-CO-R’ _ Oy
R

5
R'= OH ,NH-(CH,);-NH-CO-O-GGCTCCATTTCTTGCTCTC-OH

3 ! 5
HO-ATCCTAGATGACCGAGGTAAAGAACGAGAGGAGAC-OH

Schema 1. Strukturformeln der kationischen Manganporphyrin-Vorstufe
(R’ = OH), des Hybridmolekiils und der Startcodon-Region des HIV-1-TAT-
Gens (R’ im Hybridmolekii! enthdlt ein 19mer-Komplementires zu dieser Start-
codon-Region mit einem Aminozwischenglied an der 5'-Position). Der axiale
Ligand Y ist bei pH < 7 ein Wassermolekiil und bei pH > 7 eine Hydroxygrup-
pe . Das Gegenion X~ des bei der Kupplungsreaktion eingesetzten Tris(methyl-
pyridinio)porphyrins war 1™.

Die in-vitro-Tests der anti-TAT-Nucleaseaktivitit des vek-
torisierten Manganporphyrins wurden mit Kaliummono-
persulfat durchgefiithrt, einem wasserléslichen Sauerstoff-
atom-Donor, den wir bereits zur Erzeugung von aktiviertem
Bleomycin*® und von Oxomanganporphyrin-Komplexen
verwendet hattenf!! ~12:19.201 (go]che Oxometallverbindun-
gen konnen in Zellen mit molekularem Sauerstoff und einer
Elektronenquelle nach einem Mechanismus, der dem der P-
450-Enzyme dhnlich ist, hergestellt werden). Unter den ex-
perimentellen Bedingungen spaltet das Manganporphyrin-
Konjugat Mn-trisMPyP-19mer das HIV-35mer bei sehr ge-
ringer Konzentration (10 nM) und mit nur 2.6 Aquiva-
lenten des vektorisierten DNA-Spalters beziiglich des Tar-
gets (Spur 8 in Abb. 1). Solch eine bemerkenswerte Nuclea-
seaktivitit wird in Gegenwart eines groBen Uberschusses
einer beliebigen Doppelstrang-DNA aus Lachshoden erhal-
ten. Die Hauptspaltstellen an dem 35mer befinden sich an
der 3'-Seite einer 5-AAAT-Sequenz (zwei einzelne Banden
bei T und G, denen Schmierbanden hoher Intensitdt voraus-
gehen). Diese Sequenz und der Komplementarstrang bilden
zwei A - T-Tripletts (zwei iiberlappende Rechtecke in
Abb. 1), welche die Stellen mit der héchsten Affinitit fiir das
Stamm-Metalloporphyrin Mn-TMPyP sind!'?. Aufgrund
friherer Untersuchungen wurde erwartet, da3 das freie Mn-
TMPyP das Duplex aus dem 35mer und dem freien 19mer-
Vektor nur an den der 3'-Seite eines jeden A - T-Tripletts
benachbarten Nucleotiden spaltet (T und G im vorliegenden
Fall, siehe Pfeile in Abb. 1). Dies ist bei héherer Konzentra-
tion (1 um) fiir das nichtvektorisierte Manganporphyrin
auch tatsdchlich der Fall (Spur 11). Bei nM-Konzentrationen
wurde mit diesem Porphyrin keine Spaltung erreicht
(Spur 12-14). Zwei einzelne Banden und starke Verschmie-
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rungen in den Spuren 68 lassen vermuten, daBl der Mecha-
nismus der DNA-Spaltung beim vektorisierten Manganpor-
phyrin nicht auf den spezifischen 5'-Mechanismus des freien
Metalloporphyrins Mn-TMPyP beschrinkt ist!!?],

12 3456 7 89101 12131

Mb-trisMPyP-19-mer ~ Mn-TMPyP
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Abb. 1. Elektrophoretische Analyse der Spaltung einer 5'-markierten 35mer-
Einzelstrang-DNA, die den Startcodon des HIV-1-TAT-Gens enthiilt, durch
das maBgeschneiderte kationische Manganporphyrin-Konjugat Mn-trisMPyP-
19-mer. Spur 1: Maxam-Gilbert A + G; Spur 2: C + T; Spur 3: G, Spur 4: C;
Spur 5: 1 uM des Konjugats Mn-trisMPyP-19-mer ohne KHSO; (Kontrolle):
Spuren 6 bis 10: 1 pm, 100, 10, 1 bzw. 0.1 nM des Konjugats Mn-trisMPyP-19-
mer, mit 1 mmM KHSO;; Spuren 11 bis 14: das Mn-porphyrin-Konjugat wird
durch 1 pm des freien 19-mers und 1 pM, 100, 10, bzw. 1 nM Mn-TMPyP mit
1 mM KHSO; ersetzt.

Die Beobachtung, dal3 die Kupplung der Spaltungsleit-
struktur Tris(methylpyridinio)porphyrinatomangan(m) an
einen 19mer-Vektor auch in Gegenwart eines groBen Uber-
schusses beliebiger DNA die selektive Erkennung und Spal-
tung des komplementdren Targets ermdglicht, rechtfertigt
weitere Untersuchungen mit Nuclease-resistenten Mangan-
porphyrin-Konjugaten an RNA-Targets sowohl in vitro (ein
geeignetes Modell filr HIV wire sicherlich eine Einzelstrang-
RNA, die einen AUG-Startcodon wie virale RNA enthilt)
als auch auf zelluldrer Ebene.

Experimentelles

Die Oligonucleotide wurden nach dem Standard-Festphasen-f§-Cyanoethyl-
phosphoramidit-Verfahren auf einer Cyclone-Plus-DNA-Apparatur von Milli-
gen/Biosearch synthetisiert. Sowohl das 35mer als auch das freie 19mer wurden
auf denaturierenden 20proz. Polyacrylamidgelen bis zur Homogenitit gerei-
nigt. Die Konzentration der Einzelstrang-Oligonucleotide wurden bei 260 nm
entsprechend Lit. [21] ermitteit. Das 35mer wurde am 5'-Ende durch Behand-
lung mit T4-Polynucleotid-Kinase und [y->?P]-ATP markiert.

Synthese des Konjugats Mn-trisMPyP-19mer: 5 mg (4.1 pmol) des kationisch
funktionalisierten Porphyrins (Schema 1; R = Methylpyridinio, R’ = OH;; fiir
die Herstellung siehe Lit. [22]) wurden in 600 pL einer wiBrigen Losung von
MnCl, - 4H,0 (10.3 mg, 52 pmol) partiell geldst und durch 4.5 h Erhitzen in
einem verschlossenen Schraubdeckel-Eppendorf-Rohrchen metalliert. Die L6-
sung wurde bis zur Trockene eingedampft (Speed-Vac), der Riickstand in was-
serfreiem Dimethylformamid (DMF) gel6st, die Losung filtriert und das Pro-
dukt durch Zugabe von THF ausgefillt. Das Gemisch wurde zentrifugiert
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(8000 Umin ™!, 25 min), der Uberstand abgesaugt, der Feststoff mit THF ver-
rieben und das Gemisch ein zweites Mal zentrifugiert. Das im Vakuum getrock-
nete metallierte kationische Porphyrin (2.87 mg, 2.3 pmol) wurde in 150 pL
wasserfreiem  DMF  gelost und mit Carbonyldiimidazol (CDI, 7.11 mg,
44 pmol) versetzt. Nach 13 h wurde 1-Hydroxybenzotriazol (12 mg, 88 pmol)
zugegeben und nach 4 h bei Raumtemperatur das Gberschiissige CDI durch
Zugabe von 20 uL 0.2 m Hepes-Puffer, pH 8, hydrolysiert. Nach 30 min wur-
de die Losung zu 2.1 Einheiten optischer Dichte (1 Einheit optischer Dichte
liefert in 1.0 mL 0.1 M NaCl bei pH 7.0 und hier 2 = 260 nm eine Absorption
von 1.0 bei einer Kiivettenlinge von 1 cm, 13.4 nmol) des NH,-19mer-Oligo-
nucleotids in 20 uL Puffer gegeben (dieses Oligonucleotid wurde mit der auto-
matischen Phosphoramidit-Methode hergestellt und in der 5'-Position nach der
Methode von Wachter et al. [23] funktionalisiert). Die Lésung wurde 20 h bei
37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Lésungsmittel im Vakuum (Speed-
Vac) entfernt, der Riickstand in 500 L Wasser aufgenommen und diese Losung
auf eine mit Wasser dquilibrierte Bio-Gel-P-2(F)-Sdule (2.5 g, 10 mL) von Bio-
Rad gegeben. Das Rohprodukt wurde durch HPLC gereinigt (Gen-Pak-Fax-
Sédule von Waters; A = 0.025 M Tris - HCI, pH 8.5; B = A +1 M NaCl; linearer
Gradient: 10 bis 90% B innerhalb von 45 min; FlieBgeschwindigkeit =
0.7mLmin""; 2-Kanal-Diodenarray-Detektor) und auf einem Bio-Gel-P-
2(F)-Bett (2 g, Wasser) entsalzt. Ein Vergleich der UV/Vis- Spektren vor und
nach dem Entsalzen zeigte keinen Verlust an Produkt. Die spektrophotometri-
schen Daten sind: Oligonucleotid: £,50 =1.6 x 10° M~ *em ™ !; Mn"™-Porphy-
rin: gy =0.98x10° M~ 'em™!; Hybridmolekiile berechnet: &,44/6560 =
0.62, gemessen: A e/ A6, = 0.63. Die Ausbeute betrug nach dem letzten Reini-
gungsschritt und dem Entsalzen 25% (UV-spektroskopisch bei 264 nm be-
stimmt). Die HPLC-Retentionszeit des Konjugats betrug 20.1 min, die des
freien Oligonucleotids 22.6 min.

In jeder DNA-Spaltungsreaktion (siche Abb. 1) wurden 3.75 nM des 5'-markier-
ten 35mers (21300 cpm/nmol~ !, 9.6 nCinmol™!), 0.1 nM bis 1 umM des Mn-
trisMPyP-19mers (DNA-Spalter/Target-Verhiltnis von 0.026 bis 260) und
400 pM an Nucleotiden von Doppelstrang-DNA aus Lachshoden (3000 Aqui-
valente in bezug auf das 35mer) in einer Losung, 125 mM an NaCl und 50 mm
an Tris - HCI-Puffer (pH 8), eingesetzt. Zur Hybridisierung des freien Mn-
trisMPyP-19mers mit dem 35mer wurde das Gemisch 3 min auf 90 °C erhitzt,
anschliefend innerhalb von 4 h auf 37 °C abgekiihlt und ca. 12 h bei 4 °C aufbe-
wahrt. Alle Tests (Gesamtvolumen 16 uL) wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Bei
den Umsetzungen ohne Konjugat wurde das freie 19mer mit dem 35mer hybri-
disiert und dann mit 1 nm bis 1 puM des DNA-Spalters Mn-TMPyP ohne Vektor
(Pentaacetat von meso-Tetrakis(N-methylpyridinio)porphyrinatomangan(i);
zur Herstellung siehe Lit. [11]) 15 min bei 4 °C vorinkubiert, bevor KHSO,
zugegeben wurde. Die DNA-Spaltungsreaktionen wurden durch die Zugabe
von 1 mm KHSO, gestartet. Nach 1 h bei 4°C wurden die Reaktionen mit
40 mm Hepes-Puffer (pH 8) gestoppt und die Mischungen 30 min auf 90°C
erhitzt (alle angegebenen Konzentrationen sind Endkonzentrationen). Nach
dem Kiihlen auf 4°C wurden die Proben mit 1yl tRNA auf Hefe
(10 mgmL~') und 100 pL 0.3 M Natriumacetat in Wasser (pH 5.2) verdiinnt,
mit 300 L Ethanol ausgefillt und schlieBlich mit 75proz. Ethanol gespiilt und
lyophylisiert. Die DNA-Fragmente wurden durch Elektrophorese an 20proz.
Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen (7 M Harnstoff) wie
friher beschrieben [12] analysiert.
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Transferhydrierung und -deuterierung von
Buckminsterfulleren C, durch 9,10-Dihydro-
anthracen bzw. 9,9°,10,10’-[D ,|Dihydroanthracen**

Von Christoph Riichardt*, Matthias Gerst, Jochen Ebenhoch,
Hans-Dieter Beckhaus, Fleanor E. B. Campbell,

Ralf Tellgmann, Helmut Schwarz, Thomas Weiske

und Stephan Pitter

Seit der Entdeckung und Charakterisierung von Buckmin-
sterfulleren Cy, wurden viele Versuche zu dessen Derivatisie-
rung unternommen'*!. Auch die hydrierten Fullerene C,H,
waren Gegenstand zahlreicher, meist theoretischer Publika-
tionen'?l, die zu dem SchluB fithrten, daB primér und exo-
therm eine 1,2-Addition von Wasserstoff eintritt. Lediglich
bei der Birch-Reduktion von C,,'* konnte ein diinnschicht-
chromatographisch (DC) einheitliches Produkt C,,H;, iso-
liert werden, dessen ElektronenstoBionisations(EI)-Massen-
spektren allerdings auf die Prisenz einer zweiten Kompo-
nente mit der Summenformel C¢,H,, hinwiesen. Es konnte
nicht entscheiden werden, ob das nicht isolierte C,,H 4 ein
Produkt der Birch-Reduktion oder ein Pyrolyseprodukt von
CeoHj; war.

Wir haben nun gefunden, daB sich Buckminsterfulleren
C,o mit dem von uns kiirzlich beschriebenen neuen Verfah-
ren der Transferhydrierung!® ! vollstindig und reproduzier-
bar in zwei Hydrierungsprodukte, C,,H,, oder C,,H,q,
tberfithren 1a8t. Das Verfahren eignet sich auch zur Syn-
these von C,,D ;g und C¢,D54. Da es sich bei dem ersten
Schritt dieser Reaktion um eine molekiilinduzierte Radikal-
bildung!® durch H-Addition handelt, war C,, wegen seiner
Qualifizierung als ,,Radical Sponge*!”! in dieser Reaktion
eingesetzt worden.

[*] Prof. Dr. C. Riichardt, Dipl.-Chem. M. Gerst, Dipl.-Chem. J. Ebenhoch,

Dr. H.-D. Beckhaus
Institut fiir Organische Chemie und Biochemie der Universitit
Albertstrafie 21, W-7800 Freiburg
Dr. E. E. B. Campbell, cand. phys. R. Tellgmann
Fakultit fiir Physik der Universitit Freiburg und
Freiburger Materialforschungszentrum
Prof. Dr. H. Schwarz, Dr. T. Weiske
Institut fir Organische Chemie der Technischen Universitit Berlin
Strafe des 17. Juni 135, W-1000 Berlin 12
Dipl.-Chem. S. Pitter
Institut fir Anorganische Chemie der Universitit Heidelberg

[**] Bimolekulare Radikalbildung durch H-Transfer, 3. Mitteilung. Diese Ar-
beit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds
der Chemischen Industrie gefordert. Herrn Prof. Dr. F. Diederich, ETH
Ziirich, danken wir fir reines Cq,, den Herren Dr. W. Deck, Dipl.-Chem.
R. Neuber und Dipl.-Chem. A. Meissner fiir 'H-NMR- bzw. FT-IR-Spek-
tren, Prof. Dr. H. Griitzmacher fiir anregende Diskussionen.
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