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das Zwei-Phasen-System, wie von Herrmann et  al. gezeigt, als 
auBerordentlich nutzlich.['"l Das fur die Katalysatoraktivitat 
schadliche Pyridinoxid lost sich zum groBten Teil in der 
wafirigen Phase, so daB fast nur das fur Katalysatoraktivitat 
und -selektivitat entscheidende Pyridin als Ligand fur M T O  in 
der organischen Phase verbleibt. Sterisch anspruchsvollere 
Pyridine wie Picolin beschleunigen die Reaktion nicht. 

Die Epoxidierung terminaler Olefine verlauft unter diesen 
Bedingungen noch schleppend (Ianger als 92 h) .  Schneller 
Umsatz kann durch Liganden-Tuning erreicht werden. Ste- 
risch anspruchslose elektronenarme Pyridine wie 3-Cyan- 
pyridin fuhren zu vollstandiger Reaktion in weniger als 
30 Stunden.["l Die Elektronenarmut des Liganden scheint 
eine Koordination des Olefins zu erleichtern. Fur sehr 
empfindliche Produkte, z. B. Styroloxid, mulj noch Pyridin 
zugesetzt werden, um die Epoxidzersetzung zu verhindern 
[GI. @)I. 

0"' (b) 
MTO (0.5%), 3-CN-C5H,N (12%), 

aq. H 2 4 ,  30 h, 25T, CH,C12 (1.3 M) 

86 % 

Das neue, von Sharpless e t  al. beschriebene, Liganden- 
beschleunigte katalytische System[12] bietet eine einfache, 
sichere, okonomische und leicht durchzufuhrende Epoxidie- 
rungs-Reaktion, die zweifellos zahlreiche Anwendungenin 
der Synthese von Epoxiden aus Olefinen finden wird. D a  

effiziente Verfahren zur Darstellung und zum Recycling von 
MTO durch Herrmann et  al. entwickelt worden ~ i n d , " ~ ]  
scheint die Methode besonders fur Umsetzungen im groBen 
MaBstab geeignet und durch Venvendung chiraler Pyridine 
auch enantioselektiv durchfuhrbar. 

Stichworter: Chemoselektivitat - Epoxidierungen * Homo- 
gene Katalyse - Rhenium 
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Polyamide als kunstliche Regulatoren der Genexpression 

Klaus Weisz* 

Die sequenzspezifische Erkennung von Nucleinsauren ist 
Grundlage vielfaltiger Steuerungsmechanismen in der leben- 
den Zelle. So wird die Genexpression in Organismen durch 
Proteine kontrolliert, welche spezifisch Nucleinsauresequen- 
zen erkennen und daran anbinden konnen. Aber  auch viele 
naturliche, niedermolekulare Wirkstoffe konnen mit der 
DNA wechselwirken und dabei in genetische Mechanismen 
eingreifen. Die daraus erwachsende Moglichkeit, DNA- 
spezifische Liganden als neuartige molekularbiologische 
Werkzeuge oder Medikamente zur gezielten Kontrolle der  
Genexpression einzusetzen, hat zu groBen Anstrengungen in 
der rationalen Entwicklung synthetischer DNA-bindender 
Verbindungen gefuhrt. Sowohl die groRe als auch die kleine 
Furche einer DNA-Doppelhelix kann dabei als spezifische 
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Bindungsstelle fur Liganden dienen. Jedes der vier Basen- 
paare weist eine charakteristische Anordnung an freien 
Wasserstoffdonor und -acceptorstellen auf, die eine Erken- 
nung durch Bildung spezifischer Wasserstoffbruckenbindun- 
gen uber beide Furchen ermoglicht (Schema 1). Allerdings 
laBt die fast symmetrische Anordnung der Thymin-02- und 
Adenin-N3-Acceptorstelle eine Unterscheidung von AT- und 
TA-Basenpaaren in der kleinen Furche zumindest uber H-  
Wechselwirkungen kaum zu. 

Netropsin und Distamycin sind zwei naturliche Antibiotica, 
welche spezifisch an A/T-Sequenzen in der kleinen Furche 
einer DNA-Doppelhelix binden (Schema 2 a, b) .['I Die kon- 
kave Form dieser Oligopeptide ermoglicht wegen der Kom- 
plementaritat ihrer Struktur zum konvex geformten Boden 
der kleinen Furche maximale Wechselwirkungen mit der 
DNA, welche durch die fur A/T-Sequenzen charakteristische 
enge Furche der Doppelhelix noch verstarkt werden. Zusatz- 
lich zu elektrostatischen und van-der-Waals-Kraften tragen 
H-Brucken zwischen den Amidprotonen der  Oligopeptide 

2102 0 WILEY-VCH Verlag GmhH, D-69451 Weinheim, 1997 0044-8249197110923-2702 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 1997,109, Nr. 23 



HIGHLIGHTS 

n groBeFurche 

kleine Furche 

groBe Furche 

kleine Furche 

Schema 1. GC- (oben) und AT-Basenpaar (unten). Freie Wasserstoffdonor- 
sowie -acceptorstellen in der grol3en und in der kleinen Furche von Doppelhelix- 
DNA sind durch weil3e bzw. graue Pfeile gekennzeichnet. 

und den Adenin-N3- sowie Thymin-02-Acceptorstellen der 
Basenpaare zur Stabilitat und Am-Praferenz dieser Wirk- 
stoffe bei. Als der am besten untersuchte, in der kleinen 
Furche von DNA bindende Ligand wurde Netropsin haufig 
als Leitstruktur in der rationalen Entwicklung synthetischer 
Wirkstoffe venvendet. Der Austausch einer oder beider 
Pyrrolringe in Netropsin gegen Imidazol war ein erster 
Versuch, die Erkennungssequenzen auf GIC-Basenpaare aus- 
zuweiten.[*] Die so gebildeten Netropsin-Analoga sollten 
spezifische Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Imi- 
dazolringstickstoffatom und der exocyclischen Aminogruppe 
von Guanin-Basen ermoglichen. Zwar wurden GlC-Basen- 
paare in der Bindungssequenz zunehmend toleriert, doch 
nahm insgesamt die Affinitat und Spezifitat solcher Liganden 
stark ab. Offensichtlich spielen H-Briicken in diesen Kom- 
plexen eine untergeordnete Rolle und die Abnahme anderer 
nichtkovalenter Wechselwirkungen in der enveiterten kleinen 
Furche von GIC-Abschnitten beeintrachtigt die effektive 
Bindung des Liganden. 

Unenvartete NMR-Befunde von Pelton und Wemmer an 
Komplexen von Distamycin rnit Doppelhelix-DNA markier- 
ten schlieljlich einen Wendepunkt auf der Suche nach 
Netropsin-Derivaten mit modifizierter Sequenz~pezifitat.[~l 
Bei hoherer Konzentration von monokationischem Distamy- 
cin wurde festgestellt, dal3 zwei Molekiile des Wirkstoffs 

O Y A H  H 

Schema 2. Strukturen von DNA-bindenden natiirlichen und synthetischen Poly- 
amiden. a) Netropsin, b) Distamycin, c )  1-Methylimidazol-2-carboxamid-Ne- 
tropsin, d) das Hairpin-Polyamid ImPyPy-y-PyPyPy-P-Dp (Im = N-Methylimi- 
dazol, Py = N-Methylpyrrol, y = y-Aminobuttersaure, P =P-Alanin, Dp = N,N- 
Dimethylaminopropylamid) . 

gleichzeitig in der kleinen Furche des zentralen 5'-AAATT-3'- 
Segments einer DNA-Doppelhelix gebunden werden konnen. 
In diesen 2:1-Komplexen sind die beiden Liganden antipar- 
allel zueinander gestapelt, wobei jedes Distamycin-Molekiil 
vonviegend zum naheliegenden DNA-Strang H-Briicken rnit 
den Nucleobasen bildet. Durch Einlagerung eines Dimers in 
die kleine Furche wird diese aufgeweitet, so dalj an Sequen- 
Zen rnit verbreiterter Furche ein solches 2:l-Motiv bevorzugt 
sein sollte. 

Der Durchbruch auf dem Weg zur Entwicklung von 
Netropsin-Analoga rnit einem erweiterten Erkennungsreper- 
toire gelang schlieljlich den Arbeitsgruppen von Dervan und 
Wemmer. 1-Methylimidazol-2-Carboxamid-Netropsin ( Sche- 
ma 2 c) , ein synthetisches, monokationisches Tripeptid rnit 
einem N-terminalen I-Methyl-2-carboxamidimidazolrest und 
zwei N-Methyl-2-carboxamidpyrrol-Einheiten erkannte eine 
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5'-TGACT-3'-Sequenz rnit hoher Spe~ifitat.[~] Strukturunter- 
suchungen ergaben die Bildung eines 2:l-Komplexes rnit 
antiparalleler Anordnung der zwei Liganden in der kleinen 
Furche der DNA, wie sie schon fur Distamycin bei hoher 
Konzentration festgestellt wurde (Schema 3 a)  .L51 Als Uber- 
raschung envies sich die spezifische Erkennung von GC- und 
CG-Basenpaaren, welche auf die erhoffte Wechselwirkung 
zwischen dem Imidazol-N3-Ringstickstoffatom und der vom 
Boden der kleinen Furche hervortretenden 2-Aminogruppe 
von Guanin zuruckgefuhrt werden muljte. Offensichtlich war 
fur die Unterscheidung von GC-, CG- und AT-Basenpaaren 
ein binarer Code bestehend aus zwei Polyamid-Einheiten 
notwendig: Ein Imidazolring gepaart rnit einem Pyrrolring am 
zweiten Liganden des Dimermotivs erkennt ein GC-Basen- 
paar; die Kombination Pyrrol/Imidazol erkennt entsprechend 
ein CG- und die Kombination Pyrrol/Pyrrol sowie N- und C- 
terminale Alkylreste ein AT- oder TA-Basenpaar. Letztere 
sind vonviegend entartet. Die ursprunglichen Netropsin- 
Analoga waren dagegen aufgrund ihrer dikationischen Struk- 
tur und der damit auftretenden AbstoBungskrafte nicht in der 
Lage, in einem solchen 2:1-Motiv zu binden. Die allgemeine 
Gultigkeit des 2:1-Erkennungscodes konnte anschlieflend an 
mehreren kurzeren Sequenzen bestatigt werden.[61 Weitere 
Verbesserungen im Design von Pyrrol-Imidazol-Polyamiden 
gelangen in der Folgezeit Dervan und Mitarbeitern. Durch 
kovalente Verknupfung zweier Polyamide uber einen y- 
Aminobuttersaure-Linker und Einfuhrung eines C-termina- 
len P-Alaninrestes konnte einerseits eine deutlich hohere 
DNA-Affinitat und Spezifitat durch Bildung eines Hairpin- 
Motivs erzielt werden (Schema 2d und 3 b), andererseits 
waren die Polyamide nun auch durch Festphasensynthesen in 
einfacherer Weise z~gangl ich.[~~~] 

Die kurzlich veroffentlichte Arbeit von Gottesfeld et al. 
fugt der Erfolgsgeschichte der Pyrrol-Imidazol-Polyamide ein 
weiteres Kapitel hinzu.19] Zum ersten Ma1 konnte gezeigt 
werden, daB Polyamide als kunstliche Regulatoren gezielt in 
die Genexpression eukaryontischer Zellen eingreifen konnen. 
Ein gegen die Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors 
TFIIIA in der kleinen Furche gerichtetes Polyamid rnit acht 

h h  
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Schema 3. Modell der sequenzspezifischen Bindung von a)  I-Methylimidazol-2- 
carboxamid-Netropsin und b) ImPyPy-y-PyPyPy-B-Dp in der kleinen Furche 
einer DNA-Doppelhelix. Graue und schwarze Kreise reprasentieren Pyrrol- bzw. 
Imidazol-Einheiten des Polyamids. 
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aromatischen Einheiten blockierte in spezifischer Weise die 
Transkription des SS-RNA-Gens in Xenopus-Nierenzellen. 
Daraus kann geschlossen werden, daB Polyamide in die Zelle 
und den Kern gelangen und dort aufgrund ihrer hoheren 
Affinitat gegenuber der Zielsequenz Transkriptionsfaktoren 
wirksam verdrangen konnen. 

Das Potential synthetischer Polyamide, als spezifische 
Genregulatoren zu wirken, kann allerdings trotz vielverspre- 
chender Ansatze noch nicht endgultig abgeschatzt werden. 
Die Mehrzahl der DNA-bindenden Proteine wechselwirkt 
mit Nucleobasen in deren groBer Furche. Es bleibt deshalb zu 
klaren, ob und wie in der kleinen Furche bindende Liganden 
die Protein-DNA-Erkennung und daraus resultierende Re- 
gulationsmechanismen wirksam in verschiedenen Zelltypen 
modulieren konnen. Auch bleibt abzuwarten, wie selektiv 
einzelne Gene durch synthetische Polyamide erkannt werden. 
Statistischen Uberlegungen zufolge mussen abhangig von der 
Basenzusammensetzung ungefahr 17 Basenpaare gelesen 
werden, damit ein Ligand eine einzigartige Sequenz im 
menschlichen Genom erkennt.['O] Infolge der Entartung von 
AT- und TA-Basenpaaren im Imidazol/Pyrrol-Erkennungsco- 
de mu13 diese Zahl allerdings noch hoher angesetzt werden. 
Gerade hier bestehen jedoch noch Einschrankungen bei 
Polyamidliganden. Die Affinitat und Spezifitat von Poly- 
amiden mit mehr als funf Ringen, d. h. rnit Erkennungsse- 
quenzen von mehr als sieben Basenpaaren, nehmen gegen- 
uber denen der Zielsequenz mit wachsender Zahl der Ringe 
kontinuierlich ab.["l Dies kann darauf zuruckgefuhrt werden, 
daB die Polyamidgeometrie nicht perfekt der Doppelhelix 
angepaBt ist und sich leichte Unregelmaljigkeiten rnit zuneh- 
mender Lange der Bindungsstelle verstarken. Durch Ver- 
bruckung zweier Dreiring-Polyamid-Untereinheiten rnit ei- 
nem Spacer wie P-Alanin konnte jedoch die Erkennungsse- 
quenz eines solchermaljen verlangerten Liganden bis auf 13 
Basenpaare ausgedehnt werden.['*I Allerdings treten neben 
dem 2:1-Bindungsmotiv rnit vollstandig uberlappenden Poly- 
amiden auch ,,Slipped"-Motive rnit nur teilweise uberlappen- 
den Monomeren auf. Fur die Zukunft wird es deshalb wichtig 
sein, Polyamide zu entwickeln, welche in eindeutiger und 
vorbestimmter Weise auch an langere Basensequenzen rnit 
hoher Affinitat und Spezifitat binden. 

Einstrangige ,,Anti-Gen"-Oligonucleotide binden anders 
als Polyamide in der groBen Furche einer Doppelhelix unter 
Bildung einer Tripelhelix. Neuere Untersuchungen rnit einem 
kovalent verknupften Polyamid-Oligonucleotid-Konjugat ha- 
ben ergeben, daB dieses bereits bei subnanomolaren Konzen- 
trationen gleichzeitig an die grolje und kleine Furche binden 
kann.[13] Anti-Gen-Oligonucleotide, welche modular aus den 
gleichen Bausteinen wie die Doppelhelix selbst aufgebaut und 
damit optimal an das Zielmolekul angepaljt sind, kennen 
keine Einschrankungen bezuglich der Lange ihrer Zielse- 
quenz. Die Erkennung ist allerdings vonviegend auf AT- und 
GC-Basenpaare in Homopurinsequenzen beschrankt, da bis- 
lang kein effektiver Erkennungscode fur TA- und CG- 
Basenpaare existiert. Die Kombination beider Bindungsmo- 
tive zu einem chimaren Liganden kann deshalb nicht nur die 
Bindungsaffinitat und Spezifitat erheblich erhohen, sondern 
sollte auch das Spektrum moglicher Zielsequenzen stark 
erweitern. Angesichts dieser Entwicklung im Design kiinst- 

1997 0044-8249/97/10923-2704 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 19W, 109, Nr. 23 



HIGHLIGHTS 

licher Regulatoren der Genexpression scheinen DNA-bin- 
dende Polyamide trotz einiger noch offener Fragen auf dem 
besten Weg in eine vielversprechende Zukunft. 

Stichworter: DNA-Erkennung - Genexpression - Nuclein- 
sauren Polyamide 
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ABONNIEREN STATT FOTOKOP 
Zeitschriften-Beitrage sind rnit Sachverstand und Sorgfalt aus 
dem groBen Berg von Informationen ausgewahlt, geschrie- 
ben, zusammengestellt . . . 
. .. ergeben zielgerechte Informationen: Erfahrungen, die man 
kaufen kann. 
Denn uns liegt daran, daB Sie als Leser rnit erweitertern Wis- 
sen und verrnehrten Einsichten gut gerustet sind. 
Dies ist in Gefahr, wenn Zeitschriftenaufsatze kopiert werden! 

Deutsche Fachpresse, Frankfurt am Main, Bonn 

EREN 
Fotokopien werden nicht abonniert . . . 
. . . und das bedeutet langfristig, daB Fachzeitschriften und 
wissenschaftlichen Zeitschriften die wirtschaftliche Basis ent- 
zogen wird. 
. . . und aui3erdern: Sie als Leser sollen imrner ein komplettes 
Heft in die Hand bekornrnen, darnit Ihr Wissen nicht einseitig 
wird ... 
... und darnit IHRE ZEITSCHRIFT auch kunftig fur Sie da ist. 
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