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(rBuNO,), Reduktion (LiAlH,, THF) und Kondensation mit Trioxan
hergestellt (51 % Gesamtausbeute). 4 und 5 wurden aus den entsprechen-
den Hydrazinen!'!! durch Reaktion mit Trioxan synthetisiert und durch De-
stillation bzw. Flash-Chromatographie gereinigt.

7ab-11ab: Zu einer Losung der Hydrazone 1-5 (3 mmol) in Toluol (a,
2 mL) oder Cyclohexan (b, 5 mL) wurden die Ketone 6a (6 mmol) bzw. 6b
(12 mmol) gegeben, und die Mischung wurde geriihrt, bis diinnschicht-
chromatographisch (DC) kein Hydrazon mehr nachweisbar war. Der
Ansatz wurde eingeengt und durch Flash-Chromatographie gereinigt.

7c—e und 1lc-e: Das Hydrazon 1 oder 5 wurde in einem Uberschu3
(ungefihr 5 Aquiv.) an Keton (6c—e) gelost und die erhaltene Mischung
bis zur vollstindigen Umsetzung des Hydrazons geriihrt (DC). Nicht-
umgesetztes Keton wurde durch eine Kugelrohrdestillation zuriickgewon-
nen (75-85%) und der Riickstand durch Flash-Chromatographie gerei-
nigt.

12 und 14 wurden aus 11 unter Standardbedingungen synthetisiert.

13: Ozon wurde durch eine Losung von 12 (1 mmol) in wasserfreiem
CH,Cl, (5mL) bei —78°C bis zum dauerhaften Auftreten einer blauen
Farbe (5-10 min) geleitet. AnschlieBend wurde Me,S (5 mmol) zugefiigt
und die Mischung auf Raumtemperatur erwirmt, eingeengt und der
erhaltene Riickstand durch Sdulenchromatographie gereinigt.

15: Die Ozonolyse wurde ausgehend von 14 wie fiir 13 beschrieben
durchgefiihrt, jedoch wurde nur 1 mmol Me,S zugegeben. Zur resultieren-
den Losung wurden fBuOH (12 mL) und Isobuten (10 mL) gegeben. Nach
dem Kiihlen auf 0°C wurde eine Losung von NaClO, (10 mmol) und
KH,PO, (9 mmol) in H,O (12mL) zugetropft und die Mischung 16 h
geriihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt, der Riickstand mit 1M NaOH
behandelt und mit Et,O (2 x 10 mL) extrahiert. Die wiBrige Phase wurde
auf pH1 angesduert (HCl) und extrahiert (AcOEt, 10 x5 mL). Die
vereinigten organischen Phasen wurden eingeengt und durch Flash-
Chromatographie gereinigt.
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Detektion spezifischer nichtkovalenter Zink-
fingerpeptid-Oligodesoxynucleotid-Komplexe
durch matrixunterstiitzte Laserdesorptions/
Ionisations-Massenspektrometrie**

Edda Lehmann und Renato Zenobi*

Das Genom aller Retroviren, einschliesslich des HIV-1,
codiert fiir ein gag-Polyprotein, das zinkbindende Doménen
des Typs CCHC enthélt (CCHC = Cys-X,-Cys-X-His-X,-Cys,
X = beliebige Aminosiure).l!l Diese Doménen spielen eine
wichtige Rolle bei der Erkennung viraler Ribonucleinsdure
und bei der Replikation des Virus. Die Wechselwirkung
zwischen Peptiden mit solchen Motiven und einstréngigen
Nucleinsiduren wurde eingehend untersucht,? 3! vor allem im
Hinblick auf die Entwicklung antiviraler Agentien fiir die
Behandlung von AIDS.¥ Die bei diesen Untersuchungen
verwendeten Methoden sind zeitaufwendig und teuer. Wir
zeigen nun, dass spezifische nichtkovalente Komplexe durch
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matrixunterstiitzte =~ Laserdesorptions/Ionisations(MALDI)-
Massenspektrometrie nachgewiesen werden konnen. Ausser-
dem scheint diese Methode fiir das rasche Screening anti-
viraler Agentien geeignet zu sein. Die MALDI-Massenspek-
trometrie wird heute bei der Analyse grosser Biomolekiile
intensiv genutzt.’! Der Nachweis spezifischer nichtkovalenter
Komplexe steckt jedoch noch in den Anfingen,® vielleicht
auch deshalb, weil Komplexe, die unter physiologischen
Bedingungen in Losung stabil sind, die Laserdesorptions-
und -ionisationsprozesse moglicherweise nicht {iiberleben.
Dank sorgfiltig geplanter Kontrollexperimente konnten wir
nun eine Korrelation zwischen dem Auftreten eines spezifi-
schen nichtkovalenten Dreifachkomplexes in Losung und in
den MALDI-Massenspektren zeigen.

Fiir die Studie wurde ein Peptid des Typs CCHC mit 18
Aminosduren und der Sequenz acVKCFNCGKEGHIARN-
CRA-OH ausgewihlt. Diese Sequenz entspricht der ersten
Zinkfingerdomine des gag-Proteins p55 des HIV-1, genannt
pSSF1. Das Peptid hat in Abwesenheit von Metallionen keine
definierte Sekundirstruktur. Erst die Komplexierung von
Metallionen fiihrt zu der Faltung, die fiir die Wechselwirkung
mit Nucleinsduren notwendig ist.» 7 Peptide des Typs CCHC
binden Zn?* sehr stark, andere Ubergangsmetallionen dage-
gen viel schwicher.®! Im Zn-p55F1-Komplex ist Zn?** tetra-
edrisch durch drei Cystein- und einen Histidinrest koordi-
niert.’) Bei einer ersten MALDI-Studie zur Komplexierung
von Metallionen durch p55F1 fanden wir,'! dass der detek-
tierte Zn-pS5F1-Komplex spezifisch ist und dass die Kom-
plexbildung qualitativ mit jener in Losung korreliert (siche
auch Lit. [11]).

Nun untersuchten wir den Dreifachkomplex Zn-p55F1-
d(TTGTT) massenspektrometrisch, da eine Bindung von
d(TTGTT) an Zn-p55F1 in Losung nachgewiesen worden
ist.’l Das Oligodesoxynucleotid bindet an eine hydrophobe
Tasche an der Peptidoberfliche. Aus Stabilitdtsgriinden
werden {blicherweise einstrangige Oligodesoxynucleotide
als Bindungspartner fiir ribonucleinsdurebindende CCHC-
Zinkfinger verwendet.Fl

Alle hier vorgestellten Massenspektren wurden in positiver
Polaritdt mit einem linearen Flugzeitspektrometer aufge-
nommen, das bereits detailliert beschrieben ist.'] Abbil-
dung 1A zeigt das Massenspektrum einer Mischung aus
d(TTGTT) und p55F1. Die Signale der protonierten Mole-
kiilionen von p55F1 ([P+H]") und d(TTGTT) ([O+H]")
sind neben schwachen Signalen eines Oligodesoxynucleotid-
Fragments (m/z1399) und eines nichtspezifischen Addukts
beider Komponenten zu sehen. Dieses Addukt wird wahr-
scheinlich durch elektrostatische Wechselwirkungen zusam-
mengehalten. Nach der Zugabe von Zn?* tritt ein Signal fiir
den spezifischen Dreifachkomplex aus p55F1, Zn** und
d(TTGTT) auf (Abb. 1B, m/z3598); daneben werden schwi-
chere Signale von p55F1-d(TTGTT)-Addukten ohne Zn?*
und mit zwei Zn**-Ionen beobachtet. Alle Signale entspre-
chen einfach geladenen Spezies. Die Uberschussladung von
Zn*" wird durch Deprotonierung des Peptids oder Oligodes-
oxynucleotids kompensiert, was mit hochauflésender Fourier-
Transformations - Ionencyclotronresonanz (FTICR) - Massen-
spektrometrie bestitigt wurde. Adduktsignale bei hoheren
Massen waren von vernachlissigbarer Intensitét.
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Abb. 1. MALDI-Massenspektren (AMNP-Matrix) von p55F1 und
d(TTGTT) im Molverhiltnis 33:1 A) ohne Zugabe von Zn** bei pH 6.5 -
7, B) nach Zugabe von Zn?* (Molverhéltnis Zn*:p55F1 = 5:1) bei pH 6.5 -
7, C) gleich wie (B), aber bei pH 5-5.5, D) gleich wie (B), aber mit Zugabe
von LHRH bei pH 7, E) gleich wie (B), aber mit Zugabe von Cu*! in
gleicher molarer Quantitit wie Zn**. Die Metallionenaddukte an p55F1
(m/z2113) und sein Dimer (m/z4262) stammen aus einer nichtspezifischen
Gasphasenreaktion.

Die Signale des Dreifachkomplexes und des Zn-p55F1-
Komplexes sind schwicher als jene der Einzelkomponenten.
Im Falle von Zn-p55F1 wurden die Griinde schon disku-
tiert.'”] Ahnliche Argumente konnen fiir den Dreifachkom-
plex herangezogen werden: Unterschiedliche Desorptions-,
Ionisations- und Detektionseffizienzen des Dreifachkomple-
xes, des Zn-p55F1-Komplexes, des Peptids (im Uberschuss
vorhanden) und von d(TTGTT) sowie eine teilweise Oxida-
tion des Peptids und eine teilweise Dissoziation der Komplex-
Ionen wihrend der Kiristallisation oder des MALDI-Vor-
gangs tragen dazu bei, dass das Signal des Dreifachkomplexes
schwicher ist als diejenigen der Komponenten. Damit wird
klar, dass die relativen Konzentrationen der Spezies (Kom-
plex und seine Komponenten) in Lésung nicht direkt mit
ihren relativen Signalintensititen in den MALDI-Massen-
spektren verglichen werden konnen.!'™ Schlussfolgerungen
beziiglich der Spezifitit des Komplexes konnen auch nicht
allein anhand von Signalintensitdten gezogen werden; viel-
mehr miissen sorgféltig geplante Kontrollexperimente, z.B.
die Variation des pH-Wertes oder Konkurrenzexperimente,
durchgefiihrt werden. Die Spezifitit von Zn-p55F1 wurde
schon in solchen Experimenten nachgewiesen.'”) Ahnliche
Versuche fiir Zn-pSSF1-d(TTGTT) sind im folgenden be-
schrieben.

Die Untersuchung von Zn-p55F1 in Losung mit Circulardi-
chroismus hatte ergeben, dass dieser Komplex nur bei pH > 6
stabil ist.'! Dies erwarteten wir auch fiir den Dreifachkom-
plex, da das Oligodesoxynucleotid nur an das zinkkomple-
xierte p55F1 bindet. Reflektieren MALDI-Massenspektren
das Verhalten in Losung, dann sollte die Absenkung des pH
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auf einen Wert unter 6 zu einer signifikanten Schwéchung des
Signals des spezifischen Dreifachkomplexes fithren. Genau
dies wurde experimentell beobachtet (Abb. 1C): Das Signal
von Zn-p55F1 relativ zu demjenigen von pSS5F1 war viel
schwicher und das des Dreifachkomplexes verschwunden.
Statt dessen zeigten sich schwache Signale einer Vertei-
lung von nichtspezifischen Zn?"-p55F1-d(TTGTT)- und
-d(TTGTT),-Addukten. Wir nehmen an, dass die negativ
geladenen Phosphodiester-Gruppen des Oligodesoxynucleo-
tids nichtspezifische Addukte mit dem positiv geladenen
p55F1 und mit den Zn?>*-Ionen bilden. Diese Annahme
stimmt sehr gut mit der Beobachtung multipler Zn?*-Addukte
des Oligodesoxynucleotids im Massenspektrum in Abbil-
dung 1 C iiberein.

Um die Spezifitidt des Dreifachkomplexes zu bestétigen,
wurde ein weiteres Peptid (LHRH, luteinizing hormone
releasing hormone, m/z 1182) zur Probe gegeben (Abb. 1D).
LHRH enthiélt einen Histidinrest und bindet deshalb poten-
tiell Zn**-Ionen. Es enthélt ausserdem Arginin mit seiner
positiv geladenen Seitenkette, das moglicherweise durch
elektrostatische Kréfte an die Phosphodiester-Gruppen des
Oligodesoxynucleotids binden kann. Diese beiden Wechsel-
wirkungen wiren nichtspezifisch. Tatsichlich weist das Spek-
trum weder ein Zn**-Addukt dieses Peptids (bei m/z1246
erwartet) noch einen Dreifachkomplex mit Zn?>* und
d(TTGTT) (bei m/z2730 erwartet) auf. Die entsprechenden
Komplexsignale von p55F1 sind hingegen genauso stark, d. h.
wegen des etwas hoheren pH-Wertes sogar stiarker als in
Abbildung 1B. Dieses Experiment bestétigt, dass die massen-
spektrometrisch beobachtete Komplexbildung von Zn?*,
p55F1 und d(TTGTT) spezifisch ist.

Wir untersuchten auch, wie sich p55F1 in Gegenwart
anderer Metallionen verhilt. Es zeigte sich, dass mit Cu?*
im Uberschuss die Thiolfunktionen des Peptids zu einer
intramolekularen Disulfidbindung oxidiert und Cu?* dabei zu
Cu* reduziert wird.'Y Da es die Cysteinreste chemisch
modifiziert, imitiert Cu?* die Wirkungsweise eines antiviralen
Agens. Das modifizierte p55F1 bildet weder mit Zn** noch
mit Oligodesoxynucleotiden Komplexe. Dieses Verhalten
spiegelt sich auch im MALDI-Massenspektrum wider: Bei
der Zugabe von Cu?* zur Probe werden die Cysteinreste
oxidiert und das Signal des Dreifachkomplexes verschwindet
(Abb. 1E). Statt dessen wird ein starkes Signal fiir das p5S5F1-
Dimer detektiert, da die Oxidation des Peptids unter Beteili-
gung der dritten Thiolgruppe auch zu intermolekularen
Disulfidbindungen fithren kann.

AuBer d(TTGTT) wurden zur Komplexierung von Zn-
p55F1 auch andere Sequenzen, z.B. d(TTATT) und
d(ACGCC), eingesetzt. Unsere MALDI-Experimente mit
d(TTATT) anstatt d(TTGTT) untermauern die Ergebnisse
von Lam et al.2! sowie von Gorelick et al.,l'? die berichten,
dass Zn-p55F1 in Losung nicht sequenzspezifisch ist: Wir
fanden, dass der Komplex mit d(TTATT) zu Signalen etwa
gleicher Intensitét fithrt wie der mit d(TTGTT). MALDI-
Experimente mit Oligodesoxynucleotid-Sequenzen ohne
Thymidin waren leider nicht sehr aussagekriftig: Bei der
Verwendung von d(ACGCC) als Bindungspartner konnte
kaum ein MALDI-Signal detektiert werden, obwohl der
entsprechende Dreifachkomplex in Losung stabil sein sollte.P!
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Es ist bekannt, dass Oligodesoxynucleotide, die kein Thymi-
din enthalten, weniger stabil sind und eher fragmentieren.
Deshalb sind sie unter den gleichen experimentellen Bedin-
gungen viel schwieriger zu detektieren als solche, die vor
allem Thymidin enthalten.[]

Wir konnten in dieser Studie zeigen, dass spezifische
nichtkovalente Komplexe zwischen Zn?*, dem Zinkfinger-
peptid p55F1 und Oligodesoxynucleotiden durch MALDI-
Massenspektrometrie detektiert werden konnen. Dariiber
hinaus fanden wir, dass auf diese Art die Auswirkungen von
pH-Anderungen und chemischen Modifikationen des Zink-
fingerpeptids auf die Bildung des Dreifachkomplexes verfolgt
werden konnen. Deshalb ist diese Methode moglicherweise
fiir das rasche Screening antiviraler Agentien geeignet. Die
vorliegende Arbeit veranschaulicht nicht nur das Potential
der MALDI-Massenspektrometrie fiir einen schnellen und
direkten Nachweis nichtkovalenter Komplexe, sondern ver-
deutlicht auch, dass unter sorgfiltig gewéhlten Bedingungen
massenspektrometrische Daten die Losungschemie wider-
spiegeln konnen.

Experimentelles

p55F1 (m/z2049) wurde auf TentaGel-S-Harz aus Fmoc-geschiitzten
Aminosdurederivaten synthetisiert und auf einer C18-Sdule gereinigt.
Wegen der Oxidationsempfindlichkeit der drei Thiolgruppen der Cystein-
reste im CCHC-Motiv wurde p55F1 lyophilisiert und unter Argon oder
Stickstoff aufbewahrt. Die Experimente wurden rasch durchgefiihrt, um
die Oxidation zu minimieren. Die Oligodesoxynucleotide d(TTGTT)
(m/z1484), d(TTATT) und d(ACGCC) wurden in entsalzter Form von
Microsynth, Balgach, Schweiz, gekauft. Nach der weiteren Entsalzung mit
der , Tropfendialyse-Methode* von Milliporel'”) wurden MALDI-Massen-
spektren erhalten, die nur das Signal des protonierten Molekiilions des
Oligodesoxynucleotids aufwiesen und kaum welche von Alkalimetall-
ionen-Addukten. 2-Amino-4-methyl-5-nitropyridin (AMNP) wurde bei
der MALDI-Analyse der Zn-p55F1-Oligodesoxynucleotid-Komplexe als
Matrix verwendet. Diese schwach basische Matrix ist fiir die MALDI-
Untersuchung von Oligodesoxynucleotiden optimiert,['¥] erméglichte aber
auch den gleichzeitigen Nachweis des p55F1-Peptids und des Oligodes-
oxynucleotids bei einem physiologischen pH-Wert der Probenlosung. Fiir
die Probenpriparation wurden 10 pL der wissrigen Peptidlosung (5 x
10~*m) mit 2.5 uL einer wissrigen ZnCl,-Losung (1072M) und 2.5 pL einer
wissrigen Oligodesoxynucleotid-Losung (6.1 x 107°M) gemischt. Die
ZnCl,-Konzentration ist ungewdhnlich hoch fiir MALDI-Experimente,
fithrte aber zu guten Ergebnissen. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von
NH,HCO; auf 6.5-7 eingestellt. 3.5 pL dieser Mischung wurden mit 10 uL
einer gesittigten, wissrigen AMNP-Losung vermischt. 2—4 uLL der re-
sultierenden Losung wurden auf die Probenspitze aufgegeben und im
kalten Luftstrom getrocknet.
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Carbinhydridorutheniumkomplexe als
Katalysatoren fiir die selektive, ringoffnende
Olefinmetathese von Cyclopenten mit
Acrylsauremethylester®*

Wolfram Stiier, Justin Wolf, Helmut Werner,*
Peter Schwab und Michael Schulz

Professor Ernst-Otto Fischer zum 80. Geburtstag gewidmet

Carbenrutheniumkomplexe des Typs [RuCl,(=CHR)-
(PR}%),], die von Grubbs und Mitarbeitern erstmals syntheti-
siert wurden, sind sehr effiziente Katalysatoren fiir die
Olefinmetathese! und finden zunehmend Verwendung in
der organischen Synthese.[’) Im Unterschied zu den analogen,
katalytisch aktiven Verbindungen von Mo und W weisen die
Ru-Katalysatoren den Vorteil der Toleranz gegeniiber Sub-
straten auf, die polare funktionelle Gruppen enthalten.P!
Nachteilig ist jedoch die geringere Metatheseaktivitdt bei
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sowie Dr. W. Buchner fiir die Aufnahme der 2H-NMR-Spektren.
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Verwendung elektronenarmer Olefine wie Acrylsdure und
deren Derivaten. Uns interessiert besonders die selektive
Ring-Offnungs-Metathese (ring opening metathesis, ROM)
von Cyclopenten mit verschiedenen acyclischen Olefinen als
Kettentransferreagentien (chain transfer agents, CTA), wobei
nicht wie in fritheren Arbeiten telechele Polymere die
gewiinschten Produkte sind,™ sondern lineare, funktionali-
sierte Olefine mit einer Kettenldnge von weniger als 20 Koh-
lenstoffatomen. Durch Arbeiten z.B. von Blechert, Crowe
und Mitarbeitern ist bekannt, daf3 fiir die Metathese von
elektronenarmen, acyclischen Olefinen als CTA die Grubbs-
Katalysatoren ungeeignet sind, wihrend die katalytisch
aktiven Carbenkomplexe vom Schrock-Typ bedingt einge-
setzt werden konnen.Pl Wir berichten hier iiber die ersten
Rutheniumkatalysatoren, die in der Lage sind, die selektive
ROM von Cyclopenten mit Acrylsduremethylester als Bei-
spiel fiir ein elektronenarmes Olefin zu katalysieren und
langkettige, funktionalisierte Olefine als Hauptprodukte zu
bilden.[!

Kiirzlich stellten wir eine effektive Eintopfsynthese
der Carbenrutheniumkomplexe [RuCl,(=CHCH,R)(PCys;),]
(R=H (4), Ph (5)) aus RuCl;, Mg, PCy;, H,, HC=CR und
H,O vor." Bei der Entwicklung der Synthese war der Befund
wichtig, daB bei der Umsetzung von 1¥! mit 1-Alkinen
zuniichst die Hydridovinylidenverbindungen 2 und 3! ent-
stehen, die mit HCI oder deren Synthesedquivalenten zu den
gewiinschten Carbenkomplexen 4 und 5 reagieren (L = PCy,).

L
Hc=cr Cl. |
[RUHCI(Ho)L) ———» "Ru==C==CHR
7
L
1 2,3
HCl
R
2,4 H
3,5 Ph [ O H
! Ru=C_
c”’ | CH.R
L
45

Uns interessierte nun, ob durch die Reaktion der Hydrido-
vinylidenverbindungen 2 und 3 mit Séuren HA, deren
Anionen nicht an Metallzentren koordinieren, kationische
Carbenkomplexe der allgemeinen Zusammensetzung
[RuCI(=CHCH,R)(PCys;),]" (mit A~ als Gegenion) zugéing-
lich sind, die als 14-Elektronen-Spezies der von Caulton et al.
kiirzlich ~ beschriebenen ~ Verbindung  [Ru(Ph)(CO)-
(PBu,Me),]*1%1 an die Seite gestellt werden konnen. Setzt
man Komplex 2 in Dichlormethan/Diethylether bei —80°C
mit HBF, in Diethylether im Uberschuf um, so erhilt man
nach geeigneter Aufarbeitung einen gelben Feststoff. Hierbei
handelt es sich jedoch nicht um die erwartete kationische
Ethylidenverbindung [RuCl(=CHCH;)(PCys;),]|BF,, sondern
wie die NMR-Spektren belegen um den Carbinhydridokom-
plex 6. Das 'H-NMR-Spektrum zeigt kein Signal im Tieffeld-
bereich, wie es fiir das a-H-Atom eines Ethylidenliganden zu
erwarten wire, sondern ein Triplett bei 6 =—6.91 3JJ(PH) =
15 Hz), das einem metallgebundenem Wasserstoffatom zuzu-
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