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Heptan ersetzt (3 mL). Die Losung wurde durch Kieselgel (Schichtdicke
0.5 cm) filtriert, um Metallsalze zu entfernen, und gaschromatographisch
analysiert (99.8% Umsatz zu 4). Die Kugelrohrdestillation (130-140°C/
0.04 mbar) lieferte 75 mg (ca. 100%) 4 als farbloses Ol. Eine analoge
Hydrierung mit 4 mmol 3 und 0.3 Mol-% 1f lieferte die gleichen
Ergebnisse. HPLC (Chiralcel OJ, iPrOH/Heptan (5/95), 0.5 mLmin",
20°C, 254 nm, g (R) =15.6 min, tz (S)=20.3 min), 98 % ee; [a]sg=—94.4
(CH,Cl,, ¢=2.93, 23°C); 'H-NMR (200 MHz, CDClL): 6=121 (d, J=
8.3 Hz, 3H; Me), 2.67-3.01 (m, 3H; CH, CH,), 3.77 (s, 3H; OMe), 6.81
(d, J=8.8Hz, 2H; arom. H), 7.07-726 (m, 7H; arom. H); BC-NMR
(75 MHz, CDCL): 6 =21.0 (Me), 40.7 (CH), 45.1 (CH,), 55.5 (OMe), 113.9,
126.1, 128.2, 128.4, 129.5 (arom. CH), 139.5, 141.3, 158.3 (arom. C).

HPLC-Analyse der Hydrierungsprodukte von 8-13 und 15-17
(0.5 mLmin~!, 20°C, 254 nm): 8 (Chiralcel OJ, iPrOH/Heptan 1/99) tz =
12.6 min (Hauptenantiomer), 20.6 min (Nebenenantiomer). 9 (Chiralcel
0OJ, iPrOH/Heptan 1/99) 12.9/15.7 min. 10 (Chiralcel OJ, iPrOH/Heptan 5/
95) 12.1/17.3 min. 11 (Chiralcel OD-H, iPrOH/Heptan 0.01/99.99) 15.3/
13.9. 12 (Chiralcel OD-H, iPrOH/Heptan 0.01/99.99) 14.1/16.0 min. 13
wurde hydrolysiert (MeOH/K,COs) und der resultierende Alkohol analy-
siert (Chiralcel OD-H, iPrOH/Heptan 5/95, 40°C) 17.4/15.1 min. 15
(Chiralcel OB-H, iPrOH/Heptan 0.5/99.5) 18.4/21.4 min. 16 (Chiralcel
OD-H, iPrOH/Heptan 5/95, 50°C), 16.4/14.6 min. 17 (Chiralcel OD-H,
iPrOH/Heptan 5/95, 40°C) 18.0/15.6 min. GC-Analyse des Hydrierungs-
produkts von 14 (20% tBu $-CD, 80% OV1701, 25 m, 0.5 bar H,, 50—
180°C, 1°min~1): tz = 52.4 min (Hauptenantiomer), 51.2 min (Nebenenan-
tiomer).
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Kupplung eines Nucleosids mit DNA durch
eine Methyltransferase**

Marc Pignot, Christoph Siethoff, Michael Linscheid
und Elmar Weinhold*

S-Adenosyl-L-methionin-abhéngige =~ Methyltransferasen
(Mtasen) katalysieren mit hoher Spezifitit die Ubertragung
der aktivierten Methylgruppe des Cofaktors S-Adenosyl-L-
methionin 1 auf Acceptoren mit Schwefel-, Stickstoff-, Sauer-
stoff- oder Kohlenstoffatomen (Schema 1), zu denen kleine
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Schema 1. Die von S-Adenosyl-L-methionin-abhéngigen Methyltransfera-
sen (Mtasen) katalysierte Reaktion. R = Acceptoren mit Schwefel-, Stick-
stoff-, Sauerstoff- oder Kohlenstoffatomen, an die die Methylgruppe
angekniipft wird.

organische Molekiile, Phospholipide, Proteine, RNA und
DNA zihlen.! Eine von Mtasen katalysierte Ubertragung
von grofBeren chemischen Gruppen wurde noch nicht be-
schrieben und ist daher eine interessante Herausforderung fiir
den bioorganisch forschenden Chemiker. Prinzipiell liefert
die kovalente Verkniipfung der aktivierten Methylgruppe mit
dem y-C-Atom von 1 eine dreigliedrige Thiiraniumverbin-
dung, die zu einer Kupplung des gesamten Cofaktors an das
Zielsubstrat fithren konnte. Da Thiiraniumverbindungen
jedoch in nucleophilen Losungsmitteln recht instabil sind,?
haben wir uns auf die stabileren Aziridinanaloga konzentriert,
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die nach der Protonierung des Ringstickstoffatoms als Alky-
lierungsmittel fungieren konnen.P! N-Adenosylaziridin 2
wurde durch nucleophile Substitution der Tosylatgruppe von
5’-Desoxy-5'-tosyladenosin  (Tosyl = T's = Toluol-4-sulfonyl)
mit Aziridin synthetisiert (Schema 2).
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Schema 2. Synthese von N-Adenosylaziridin 2.

Zur Klarung der Frage, ob das Cofaktoranalogon 2 in der
Tat als Cofaktor fiir eine Mtase fungiert, haben wir die DNA-
Mtase aus Thermus aquaticus (M - Taql) verwendet. Norma-
lerweise katalysiert M- Tagl die Ubertragung der Methyl-
gruppe des Cofaktors 1 auf die exocyclische Aminogruppe
von 2'-Desoxyadenosin innerhalb der doppelstriangigen
DNA-Sequenz 5-TCGA-3' (Schema 3, oben).! Fiir unsere
Untersuchungen haben wir das kurze doppelstriangige Oligo-
desoxynucleotid 3-4 (Schema 3) verwendet, in dem der
Strang 4 N°-Methyl-2'-desoxyadenosin (AM¢) an der Zielposi-
tion enthilt, so daB er von M- Taql nicht mehr methyliert
werden kann. Die Reaktion des Cofaktoranalogons 2 mit 3-4
wurde in Gegenwart stochiometrischer Mengen M- Tagl
durchgefiihrt und durch Anionenaustausch-Chromatographie
verfolgt. Wihrend der Reaktion wurde eine neue Verbindung
mit einer kleineren Retentionszeit als 3-4 gebildet (Abb. 1),
und nach 240 min war der Doppelstrang 3-4 quantitativ
umgesetzt. Die kiirzere Retentionszeit des Produkts ist im
Einklang mit der postulierten Struktur des Addukts 5-4
(Schema 3, unten), da 5-4 eine zusitzliche aliphatische
Aminogruppe trigt, die unter den bei der Chromatographie
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Abb. 1. Analyse der Reaktion des doppelstrangigen Oligodesoxynucleo-
tids 3-4 mit dem Cofaktoranalogon 2 in Gegenwart von M - Tagl durch
Anionenaustausch-Chromatographie. Nach verschiedenen Inkubations-
zeiten wurden der Reaktionsmischung Aliquote (50 pL) entnommen, mit
einer Harnstofflosung (100 pL, 6 M) versetzt und auf eine Anionenaus-
tauscher-Saule (Poros 10 HQ, 10 pm, 4.6 x 100 mm, PerSeptive Biosy-
stems) aufgetragen. Die Elution erfolgte mit KCI (0.5M, 5 min, gefolgt von
einem linearen Gradienten auf 1m in 30 min, 4 mLmin~') in Tris-HCI-
Puffer (10mm, pH 7.6). — A,5 = Absorption bei 260 nm.

verwendeten Bedingungen (pH 7.6) protoniert vorliegen
sollte.

Das Reaktionsprodukt 5-4 wurde durch Anionenaus-
tausch-Chromatographie gereinigt und seine Struktur mit
Umkehrphasen-HPLC-gekoppelter ~ Elektrospray-Ionisati-
ons-Massenspektrometrie (RP-HPLC/ESI-MS) verifiziert
(Tabelle 1). Der Doppelstrang 5-4 wurde nach 14.6 min
eluiert und als fiinffach negativ geladenes Ion bei m/z 1766.5
detektiert (Abb.2). Ein Teil des Doppelstrangs 5-4 disso-
ziierte im Massenspektrometer, und die Einzelstrange 4 und 5
wurden als dreifach negativ geladene Ionen bei m/z 1433.9
bzw. 1510.1 detektiert. Fiir einen mit N-Adenosylaziridin
modifizierten Strang 4 wurde kein Signal erhalten. Der
Doppelstrang 5-4 wurde zusitzlich mit ESI-MS analysiert,

rn-CHs
N <N
4
<N | y P
O
5GCCGC T cG-0—/  b-TGCCG®
ICGGCGAMGC T—ACGGC®
NH,
N X
H </ f\N
N
O
7 Y
NS\ HS OH
O
SGCCGC T CG-O ‘o-TGCCG®
YCGGCGA™GC T—ACGGC®
54

Schema 3. Von der DNA-Methyltransferase M- Taql katalysierte Reaktionen. Oben: Methylgruppeniibertragung mit dem natiirlichen Cofaktor S-
Adenosyl-L-methionin 1. Unten: Kupplung von protoniertem N-Adenosylaziridin 2 mit dem Doppelstrang 3 -4 (AM¢ = N°-Methyl-2'-desoxyadenosin).
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Tabelle 1. Charakterisierung von Oligodesoxynucleotiden durch Negativ-
Ionen-Elektrospray-Masenspektrometrie.

Verb. Ladung (M2 exp. M.y, M.,
RP-HPLC/ESI-MSE!

5-40 S5— 1766.5 8837.5 8836.9
il 3— 1510.1 4533.3 4533.1
4l 3— 14339 4304.7 4303.8
340l S5— 1708.0 8545.0 8544.6
3l 3— 1412.7 4241.1 4240.8
ESI-MS nach direktem Einspritzen!d]

5l 77— 646.4 4531.9 4533.1
5lel 6— 754.5 4533.1 4533.1
5l 5— 905.6 4533.0 4533.1
4l 7— 613.7 4303.0 4303.8
4le] 6— 716.1 4302.7 4303.8
4l 5— 859.9 4304.5 4303.8
30 77— 604.8 4240.6 4240.8
3l 6— 705.7 4240.3 4240.8
30 5— 847.2 4241.0 4240.8

[a] Siehe Legende zu Abb. 2. [b] Daten aus Abb. 2. [c] In Abb. 2 oder 3
nicht gezeigt. [d] Siehe Legende zu Abb. 3. [e] Daten aus Abb. 3.
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Abb. 2. RP-HPLC/ESI-Massenspektrum des Produkts 5 - 4, aufgenommen
mit einem Ionenfallen-Elektrospray-Massenspektrometer (LCQ, Finnigan
MAT), das an ein Mikro-HPLC-System (M480 und M300, Gynkotek)
gekoppelt war. Eine gereinigte und entsalzte Losung des Doppelstrang 5 - 4
wurde auf eine Kapillarsdule (Hypersil-ODS, 3 um, 0.3 x 150 mm, LC
Packings) aufgetragen, die Elution erfolgte mit einem CH;CN-Gradienten
(7—-10% in 10 min, gefolgt von 10 -70% in 30 min, 150 uLmin~') in
Triethylammoniumacetat-Puffer (0.1m, pH 7.0). Das Chromatogramm
unter Detektion des Totalionenstroms ist im Einschub gezeigt. — [ =rela-
tive Intensitét.

wobei die Probe direkt in die Apparatur eingespritzt wurde
(Tabelle 1). Dabei war 5-4 nicht mehr in seiner doppel-
strangigen Form nachzuweisen. Die Einzelstrange 4 und §
wurden als fiinffach, sechsfach (Abb.3) und siebenfach
negativ geladene Ionen detektiert. Auerdem wurden 4 und
5 als Natrium-, Kalium- und Kupfer-Addukte detektiert, die
im RP-HPLC/ESI-MS-Experiment nicht erhalten wurden.
Aus den Massendifferenzen des fiir das [5—6H]°-Ion
erhaltenen Isotopen-Multipletts (AusschnittsvergroBerung in
Abb. 3) kann der sechsfach negative Ladungszustand von 5
direkt abgelesen werden. Die abgeleitete monoisotope rela-
tive Molekiilmasse von 4530.9 ist mit dem berechneten Wert
identisch.

Es ist allgemein bekannt, daf3 Aziridine mit den Nucleo-
basen der DNA reagieren konnen. Mehrere kovalente
Addukte zwischen Antitumor-Wirkstoffen wie Bis(2-chlor-
ethyl)methylamin (Stickstoff-Lost),”! 2,5-Bis(1-aziridinyl)-
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Abb. 3. ESI-Massenspektrum des Produkts 5-4 nach direktem Einsprit-
zen, aufgenommen mit einem doppeltfokussierenden Sektorfeldmassen-
spektrometer (MAT 90, Finnigan MAT), das mit einer Elektrospray-
Ionenquelle (ESI-II) ausgeriistet ist. Eine wiBrige, entsalzte Losung von
5-4 und 2-Propanol (liquid sheath flow) wurde mit einer Spritzenpumpe
(Harvard Apparatus, USA) durch die EinlaBkapillare zugefiihrt. In der
AusschnittsvergroBerung ist das isotopenaufgeloste Signal des [5 — 6 H]* -
Tons gezeigt. — [ =relative Intensitét.

1,4-benzochinon,® Mitomycin CI"! sowie Carzinophilin (Azi-
nomycin A)®und DNA wurden bereits charakterisiert. Unter
den Bedingungen, unter denen diese Untersuchung durch-
gefiihrt wurde, war jedoch kein Produkt einer nichtenzyma-
tischen Reaktion zu beobachten. Die Bildung eines kovalen-
ten Addukts zwischen 2 und dem Doppelstrang 3 -4 erfolgte
nur in Gegenwart von M - Tagl, und in diesem Addukt wurde
lediglich Strang 3 modifiziert, der an der Zielposition inner-
halb der Erkennungssequenz von M - Tagl ein Adenin enthilt.
Der Befund, daB Strang 4, der N°Methyladenin an der
anderen Zielposition und ein Adenin auf3erhalb der Erken-
nungssequenz enthélt, nicht modifiziert wurde, liefert einen
starken Hinweis darauf, daf die Basen- und Sequenzspezifitit
von M- Tagl mit dem neuen Cofaktor 2 unverdndert ist.
AuBlerdem liefert dieses Ergebnis einen indirekten struktu-
rellen Beweis dafiir, da3 das an der Zielposition von Strang 3
befindliche Adenin modifiziert wurde.["3]

Die beschriebene Reaktion ist das erste Beispiel einer von
Mtasen Kkatalysierten Bindungskniipfung zwischen einem
Rest, der grofer ist als eine Methylgruppe, und dem Substrat
einer Mtase. Da die Cofaktorbindung von M - Tagl, wie sie in
der dreidimensionalen Struktur von M - Tagl im Komplex mit
dem Cofaktor 1 beobachtet wurde,® der von anderen DNA-,
RNA-, Protein- und Kleinmolekiil-Mtasen sehr #hnlich ist,[']
konnte 2 auch als Cofaktor fiir andere Mtasen fungieren.
AuBerdem ist es denkbar, den neuen Cofaktor 2 in Kombina-
tion mit M - Tagl als Ubertragungsreagens fiir fluoreszierende
oder andere Reportergruppen einzusetzen. So konnte durch
kovalente Ankniipfung dieser Reportergruppen an die 8-
Position, die in der Kristallstruktur von M - Tagl im Komplex
mit dem natiirlichen Cofaktor 1 fiir das Losungsmittel
zuginglich ist,®] ortsspezifisch markierte DNA erhalten
werden. Derart markierte DNA konnte interessante An-
wendungen in der Molekularbiologie finden.

Experimentelles

2: Zu einer Suspension aus 5'-Desoxy-5'-tosyladenosin (100 mg, 0.24 mmol;
Aldrich) und NEtPr, (125 pL, 0.7 mmol) wurde in einer Argonatmosphire
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langsam wasserfreies Aziridin!"!l (360 uL, 7.2 mmol) gegeben und die
resultierende Losung drei Tage lang bei Raumtemperatur geriihrt. An-
schlieBend wurde iiberschiissiges Aziridin im Vakuum entfernt, das
Rohprodukt in H,O (1 mL) aufgenommen und mit Essigsdure neutrali-
siert. Die Losung (jeweils 100 pL) wurde auf eine Umkehrphasen-HPLC-
Siule (Hypersil-ODS, 5 um, 120 A, 250 x 10 mm, Bischoff) aufgetragen
und das Produkt mit einem linearen CH;CN-Gradienten (7— 10% in
30 min, 2 mLmin~') in Triethylammoniumhydrogencarbonat-Puffer (0.1m,
pH 8.4) eluiert. Fraktionen, die das Produkt enthielten (Retentionszeit
11.3 min) wurden vereinigt, durch Gefriertrocknung auf ein Volumen von
5.5mL (10.5mM; berechnet mit A=260 nm, ¢=15400 fiir Adenosin)
konzentriert und bei —80°C gelagert. Ausbeute 0.058 mmol (24 %).
Vollstandige Gefriertrocknung eines Aliquots lieferte 2 als farblosen
Feststoff. 'H-NMR (500 MHz, D,0): 6 =8.36 (s, 1 H, 2-H), 8.30 (s, 1 H, 8-
H), 6.13 (d,3/=5.0Hz, 1H, 1'-H), 4.84 (dd =t, 3/ =5.3 Hz, 1H, 2'-H), 4.46
(dd=t,3J=5.1Hz, 1H, 3-H), 435 (ddd=dt, 3/ =4.6, 4.6, 6.7 Hz, 1H, 4-
H), 2.74 und 2.68 (AB-Teil eines ABX-Spektrums, 3/ =4.3, 6.6 Hz, 2/ =
13.3 Hz, 2H, 5'-Ha, 5'-Hb), 1.85-1.74 (m, 2H, Aziridin-H), 1.49-1.40 (m,
2H, Aziridin-H); FAB-MS (Thioglycolsiure): m/z (%): 293 (100) [M*+H],
250 (4) [MT—C,H,N], 178 (11) [B*+C,H,0], 167 (34), 165 (5), 164 (5)
[BT+CH,0], 158 (36) [M" —B], 149 (78), 136 (91) [BH;], 102 (23); B=
deprotoniertes Adenin.

Enzymreaktion: Die Synthese, Reinigung und Hybridisierung von Oligo-
desoxynucleotiden und die Herstellung von M- Tagl wurden wie bereits
beschrieben durchgefiihrt.'” Die Enzymreaktion erfolgte in einer Losung
(500 pL) aus M - TaglI (10 um), 3-4 (10 um), 2 (1 mm) und Tris-OAc (20 mm,
pH 6.0;  Tris =Tris(hydroxymethyl)aminomethan), KOAc (50mm),
Mg(OAc), (10mm) und Triton X-100 (0.01 %) bei 37°C.
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Langmuir-Blodgett-Filme von Einzelmolekiil-
Nanomagneten™*

Miguel Clemente-Le6n, Hélene Soyer,
Eugenio Coronado,* Christophe Mingotaud,*
Carlos J. Gomez-Garcia und Pierre Delhaés

In den letzten Jahren wurde gezeigt, da3 einzelne Molekiile
als nanometergroBe Magnete dienen konnen.>? Die am
griindlichsten untersuchten Einzelmolekiil-Magnete sind die
gemischtvalenten Mangancluster [Mn;,O;,(Carboxylat);]
(Carboxylat = Acetat,[' 3] Propionat,l BenzoatP! und 4-Me-
thylbenzoatl®l), die wir hier kurz als Mn,, bezeichnen. Das
gegenwirtige Interesse an dieser Art magnetischer Cluster ist
hauptséchlich auf die starke magnetische Hysterese zuriick-
zufiihren, dhnlich der von Hartmagneten.[" Dies macht eine
molekulare Bistabilitdt moglich, die einen Weg zur Informa-
tionsspeicherung auf molekularem Niveau eroffnet. Ande-
rerseits sind diese Nanomagnete einzigartige Studienobjekte,
um das Tunneln eines Elektrons durch die Potentialbarriere
zu verfolgen, die eine Spinorientierung von der anderen
trennt — ein bedeutendes Problem in der Physik.! Die
Verwendung der Langmuir-Blodgett(LB)-Technik'”! ist ein
eleganter Ansatz, um Molekiile in organisierten Mehrschicht-
filmen anzuordnen. Zwar wurde diese Methode meistens
eingesetzt, um organische Molekiile zu organisieren, doch
zeigte sich kiirzlich, daB3 anorganische Cluster(!!l oder sogar
aus ausgedehnten Schichten bestehende Feststoffel'l auch als
LB-Filme organisiert werden konnen. Wir berichten hier tiber
die ersten LB-Filme aus den Einzelmolekiil-Magneten Mn,,.
Diese Materialien enthalten gut organisierte magnetische
Monoschichten aus Mn,,-Clustern, die erwartungsgeméif eine
ausgeprigte magnetische Hysterese aufweisen.

Bei den Mn,,-Clustern wird der metallische Kern von
einem internen Tetraeder aus vier Mangan(iv)-Ionen gebildet
(jedes mit einen Spin von S=7%2), der von acht Mangan(i1)-
Ionen mit S=2 umgeben ist (Abb.1).') ITm kristallinen
Zustand tritt bei diesen neutralen Clustern bei 2K eine
Hysterese auf, wenn Koerzitivfelder in der Groenordnung
von 1.5 T angelegt werden.['""! Diese Hysterese ist molekiil-
bedingt; sie geht auf die magnetischen Relaxationseigen-
schaften des Clusters zuriick: Austauschwechselwirkungen
innerhalb des Clusters fithren zu einem Grundzustand mit
hohem Spin (S = 10), der bei der Umkehrung der Magnetisie-
rungsrichtung entlang der magnetischen Hauptachse auf eine
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