
ZUSCHRIFTEN 
die Claisen-Umlagerung einer derartig konfigurierten Ver- 
bindung ist. Die in Abbildung 1 gezeigte Boot-Sessel-Kon- 
formation von 5 kann bereits aus den .i.T-Kopplungen im ‘H- 
NMR-Spektrum abgeleitet werden und wird durch die im 
zweidimensionalen Experiment beobachteten transanularen 
NO-Effekte gestutzt. Die sehr scharfen Signale deuten auf 
eine durch die drei planaren Zentren stark eingeschrankte 
Flexibilitat, die schon bei geringer substituierten Systemen zu 
bemerkenswerter Stereoselektivitat bei nachfolgenden Reak- 
tionen fuhrte.[*I 

Abh. 1. Aus NMR-Daten ahgeleitete Boot-Sessel-Konformation von 5. Die 
Pfeile geben beohachtete NO-Effekte wieder. 

Diese Tatsache sowie drei definierte chirale Zentren aus 
dem ursprunglichen Kohlenhydratgerust und die hohe Dichte 
funktioneller Sauerstoffgruppen, die synthetisch leicht zu 
verandern sind, lassen Verbindungen wie 5 als vielfaltig 
nutzbare Synthesebausteine attraktiv erscheinen, die nun in 
wenigen Schritten aus dem einfachen und verbreiteten Aus- 
gangsmaterial D-Glucose zuganglich sind. 

Experimentelles 

5: Eine Losung aus 52 mg (0.11 rnmol) 4 in 5 mL wasserfreiem Xylol wird 12 h 
unter RiickfluB erhitzt. Der nach Verdampfen des Losungsmittcls verbleibende 
Ruckstand wird chromatographisch an Kieselgel mit PetrolethedEthylacetat (51 
1) als Eluens gereinigt. Dahei werden 31 mg (60%) 5 als farhloser Sirup erhalten. 
[a]E =- 49.5 (c = 1. Chloroform). ‘H-NMR (400 MHz, CDCI?): 6 =2.43-2.50 
(m. H-7aq),2.60(ddd, H-sax, J=4.6, 12.7,13.2 Hz),2.85-2.95 (m. H-7ax),3.13 
(ddd, H-88q, J=4.1, 12.7Hz), 5.53 (d, H-2, J=8.6Hz),  5.62 (dd, H-5,5=7.1, 
11.2Hz). 5.71 (dd, H-3, J=8 .6 ,  10.7Hz), 5.92 (m, H-6). 6.22 (ddd, H-4, J=1.5, 
7.1, 10.2 Hz),  7.20-7.47, 7.79-7.85 (2 x rn, 9H, 6 H, Aryl). ‘ C N M R  (100 MHz, 
CDCI,): d=22.01 (C-7), 42.08 (C-8), 68.91 (C-4), 69.51 (C-3), 76.32 (C-2), 
126.88-132.63 (C-5, C-6, Aryl-C), 164.45, 164.48, 164.74 (3 x CO,), 203.78 
(C-1). 
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Die Spaltung von DNA mit 
Bis( phenanthro1in)kupfer verlauft ohne 
intramolekulare Wasserstoffwanderung** 
Ottilie Zelenko, James Gallagher und 
David S. Sigman” 

Die Hauptprodukte der chemischen Spaltung von DNA 
durch Bis(1,lO-phenanthro1in)kupfer [Cu(phen),]+ und Was- 
serstoffperoxid sind 5’- und 3’-Phosphomonoester, freie 
Purine und Pyrimidine sowie 5-Methylenfuranon (5-MF) 
(Schema l).r1l Bei 5-MF handelt es sich um ein cyclisches 
Lacton, dessen Carbonyl-Sauerstoffatom, das nicht nachtrag- 
lich mit Sauerstoffatomen des Losungsmittels austauscht,[21 
aus dem Losungsmittel Wasser ~tammt.[~I Die Umsetzung ist 
unter physiologischen Bedingungen schnell, und es wird keine 
Base als Katalysator fur die den Bruch des Phosphodiester- 
Ruckgrats auslosenden Eliminierungsreaktionen benotigt.L31 
Die Isolierung von 5-MF,L4I der ,,3’-Stagger“ in den Schnitt- 
stellen der beiden Strange von Duplex-DNA [4-61 und der 
Schutz vor Spaltung durch in der kleinen Furche bindende 
Liganden wie Netropsin[’I lassen vermuten, daR die Reaktion 
des tetraedrischen Chelatkomplexes von einer Bindungsstelle 
innerhalb der kleinen Furche erfolgt. 

Um den genauen Mechanismus der chemischen Spaltung L8I 
aufzuklaren, haben eine Reihe von Versuchen unter Verwen- 
dung von DNA mit deuteriumsubstituierten Desoxyribosen 
begonnen. Neuere Befunde von Sugiyama, Fujimoto und 
Saito, die durch Photolyse von 5-Ioduridin und 2-Desoxy-2- 
ioduridin C-2-Radikale erzeugten, sprechen fur die Spaltung 
des Phosphodiester-Ruckgrats [91 durch einen neuartigen Me- 
chanismus, den wir bisher nicht in Erwagung gezogen hatten. 
Sugiyama et al. zeigten, dal3 die Photolyse von C-l’D-2’- 
Desoxy-2’-ioduridin zum entsprechenden 2-Desoxyribolacton 
fuhrt, wobei mehr als 90% der Deuteriummarkierung nun in 
der C-2’-Position der Desoxyribose vorliegt (Schema 2). Die 
Ausbeute an 5-MF ist bei dieser Reaktion variabel und hangt 
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von der Polaritat des Losungsmittels ab.C91 Die Autoren 
vermuten, daB die Gegenwart eines 3'-Phosphatrests die 
heterolytische Spaltung der Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindung 
erleichtern ~ i i rde . [~ I  

Nach diesen Befunden ware ein moglicher Reaktionsweg 
fur die DNA-Spaltung, daB durch die Oxidation von 
[Cu( phen),]+ mit Wasserstoffperoxid ein Zwischenprodukt 
entsteht (dessen genaue Struktur noch untersucht wird), das 
ein Wasserstoffatom vom C-2'H in der kleinen Furche 
abstrahiert (Schema 3). Im AnschluB an die Wasserstoff- 
Abstraktion wurde das C-2-Radikal durch das DNA-gebun- 
dene [Cu(phen)J2+-OH in einer Einelektronen-Oxidation 
zum C-2'-Carbokation oxidiert werden. Durch 1,2-Hydridver- 
schiebung wurde dann ein C-1'-Carbokation erzeugt, und 
danach konnte eine Reihe nicht stereospezifischer Eliminie- 
rungsreaktionen ablaufen, die zu den erwarteten Produkten 
fiihren. 

6 H  b 

!? P 
m Thymin 

[ Cu ( phen)2]+-H,0, O- 

? H ? 

haltnis mlz 97:96 von 4.5 *0.4% (erwarteter Wert:-5.6%). 
Das 5-MFaus der Spaltung von DNA, die rnit C-1'-Deuterium 
markiertem Thymidin hergestellt wurde, zeigte ein Isotopen- 
verhaltnis mlz 97: 96 von 5.3%. Demnach ist das 5-MF unter 
diesen Bedingungen nicht rnit Deuterium angereichert. 

Diese Ergebnisse schlierjen aus, daB die DNA-Spaltung rnit 
einer C-2'H-Abstraktion beginnt (1. Schritt in Schema 3), 
sind aber in Einklang mit dem von uns postulierten Reak- 
tionsmechanismus, bei dem eine C-1'H-Abstraktion die Re- 
aktionssequenz einleitet (Schema 4). Die Tatsache, darj das 
DNA-Riickgrat spontan ohne Erhitzen oder Zugabe von 
Base gespalten wird, fiihrte zu der Annahme, daB das C-1'- 
Carbokation nicht zu einem Desoxyribonolacton reagiert. 
Statt dessen wird ein C-2-Proton abgespalten (Schema 4), ein 
Reaktionsschritt, der moglichenveise durch die benachbarte 
3'-Phosphatgruppe elektrostatisch begunstigt ist. Als nachstes 
erfolgt die Eliminierung des 3'-Phosphats unter Bildung des 

I -o--P, / o  p 
I 

/ o  -o--P, 
p 

Wir haben die Moglichkeit 
einer C-2'-Wasserstoff-Abstrak- 
tion mit anschlierjender 1,2- 
Wasserstoff-Verschiebung bei 
der DNA-Spaltung durch 
[Cu(phen),]+ iiberpriift, indem 
wir C-1'D-Thymidin enthalten- 
de DNA untersucht haben. Spe- 
zifisch markierte DNA, die den 
Sequenzpositionen - 40 bis 
+ 40 des E.-coli-lac-UVS-Frag- 
ments entspricht, wurde in bei- 
den Strangen rnit C-1'-deute- 
riertem Thymidin synthetisiert. 
Nach der Spaltung rnit 
[Cu(phen),]+ wurde das ent- 
standene 5-MF isoliert und rnit 
denselben massenspektroskopi- 
schen Methoden untersucht, 
mit denen der Ursprung des 
Sauerstoffs im 5-MF identifi- 
ziert w ~ r d e . [ ~ ]  5-MF aus unmar- 
kierter DNA zeigte - in Uber- 
einstimmung mit der Analyse 
von Grundmann und Kober [lo] 

- ein dem naturlichen Vorkom- 
men von Deuterium und I3C 
entsprechendes Isotopenver- 

I I I I ~ O ~ ~ - O ~ ~ ~ T  : 
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Schema 3. T a n  den Positionen C-1' steht fur Thymin 
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Schema 4. T a n  den Positionen C-1' steht fur Thymin 

resonanzstabilisierten Carbokations, welches dann nucleophil 
rnit Wasser reagiert, wodurch das Carbonylsauerstoffatom in 
5-MF eingebaut wird. Nach Sugiyama et al.L9] verlauft die 
intramolekulare 1,2-Hydridwanderung stereospezifisch, wah- 
rend der Verlust von C-2'H keine ausgepragte stereochemi- 
sche Praferenz zeigen sollte. Da etwa 30% der in der DNA 
gespaltenen Nucleotide Thymidinreste waren und die Spal- 
tungsreaktion effektiv ,,Nucleotid-neutral" verlauft - mit 
einer geringfugigen Praferenz fur Gs, einer herabgesetzten 
Praferenz fur Cs und keiner fur A und TC5x61 -, sollte das 
Isotopenverhaltnis mlz 97: 96 im Falle eines Mechanismus mit 
1,2-Hydridwanderung gut feststellbare 19% betragen. 

Die Analyse des Isotopen-,,Scramblings" in DNA, die mit 
Nucleotiden hergestellt wurde, die im Desoxyribose-Teil 
spezifisch deuteriert sind, ergibt Hinweise auf Zwischen- 
produkte, die nicht in einem kinetisch langsamen Schritt 
gebildet werden. Die Bildung von 5-MF bei der chemischen 
Spaltung von DNA durch [Cu(phen),]+ und H202 erfordert 
die Abspaltung eines C-2-Wasserstoffatoms. Ware eine 
Wanderung von C-Z'D in die C-2-Position erfolgt, wie nach 
den mechanistischen Untersuchungen der Photolyse von 
C-l'D-2'-Desoxy-2'-ioduridin zu erwarten war, hatte sich das 
Isotopenverhaltnis mlz 97: 96 vergrosern mussen. Die Tatsa- 
che, daB wir keine Wanderung des C-1'-Deuteriumatoms 
beobachten konnten, spricht eindeutig gegen einen oxidati- 
ven Angriff auf das C-2'-pro-R-Wasserstoffatom durch die an 
DNA gebundene oxidierende Spezies, die bei der Reaktion 
von Wasserstoffperoxid rnit dem Kupferion entsteht. Unsere 
Ergebnisse sind hingegen in Ubereinstimmung mit der 
Vorstellung, daR im ersten Reaktionsschritt das C-1'-Wasser- 
stoffatom durch die in der kleinen Furche reagierende 
chemische Nuclease abstrahiert wird. 

Experimentelles 

Alle Chemikalien fur Synthesen wurden von Aldrich bezogen, nur die fur die 
Oligonucleotidsynthese benotigten Phosphoramidit-Bausteine von Glen-Re- 
search. Das am C-1' der Desoxyribose deuterierte Thymidinphosphoramidit 
wurde nach Literaturvorschriften synthetisiert [ l l ,  121. Die Strukturaufklarung 
der Verbindung erfolgte durch 'H-NMR- und "P-NMR-Spektroskopie (Bruker 
400 MHz). Der Deuteriumgehalt wurde durch 'H-NMR zu 2 95% ermittelt. Die 
Synthese der Einzelstrange des lac-UV5-Fragments ( - 40 bis + 40) wurde mit 
der Standard-Phosphoramiditchemie an einem Pharmacia LKB Gene Assembler 
durchgefuhrt. Die Reinigung der Oligonucleotide erfolgte durch Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese (PAGE, 15%) unter denaturierenden Bedingungen. 
Bci einem typischen Spaltungsexperiment wurde doppelstrangiges lac-UV5- 
Fragment (250 fig, 15 f i ~ )  in 50 mM TrisiHCl (pH 8.0) und 5 mM Ascorbinsaure 

mit [Cu(phen),]+ (10: 1 phen:CuSO,) bis zu einer Endkonzentration von 10 FM 
Cu2+ versetzt. Die Reaktion wurde bei Raumtemperatur 40 min durchgefuhrt. 
Nach Erhitzen (90"C, 40 min) wurde 5-MF durch Extraktion in Ether isoliert. 
Das konzentrierte Etherextrakt wurde wie beschrieben [3] durch GCiMS 
analysiert. Unter den Bedingungen erfolgte ~ wie anhand der Analyse von 
Umsetzungen mit "P-markierter DNA gezeigt werden konnte - eine vollstandige 
Spaltung der DNA. Bei der Anwendung von 20% PAGE blieb keine Ausgangs- 
bande zuruck, und es wurde nur eine Hauptbande erhalten, die einem Fragment 
rnit 5 2 Basen entsprach. 

Eingegangen am 21. Februar, 
veranderte Fassung am 18. August 1997 [Z10147] 
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