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Spezifische Spaltung von RNA-Dinucleotiden
durch eine synthetische dreikernige Metall(t)-
Phosphodiesterase auf Calix[4]aren-Basis**

Peter Molenveld, Johan F. J. Engbersen* und
David N. Reinhoudt*

Professor H. C. Beyerman zum 80. Geburtstag gewidmet

Phosphodiesterasen wie die Nuclease P1 verfiigen im
aktiven Zentrum iiber drei zweiwertige Metallionen (z.B.
Zn"), um die Hydrolyse von Phosphodiester-Bindungen in
Nucleotiden wie RNA und DNA zu Kkatalysieren.l!!' Syn-
thetische Katalysatoren, die die RNA selektiv an bestimmten
Stellen spalten, sind z.B. fiir zukiinftige Anwendungen in der
Gentechnologie von Interesse.> 3 Es gibt mehrere einkernige
Komplexe von dreiwertigen Metallionen®4 (z.B. Lantha-
noid(ir) und Co™), die RNA effizient spalten, weil sie stark
Lewis-sauer sind. Wie in vorhergehenden Untersuchungen
gezeigt, weisen einkernige und sogar zweikernige Zn"-Kom-
plexel®> ¢ im allgemeinen bei der RNA-Spaltung nur eine
méalige katalytische Aktivitdt auf. Kiirzlich konnten wir
zeigen, daB synthetische zwei- und dreikernige!”? Metall-
Phosphodiesterasen auf Calix[4]aren-Basis®® eine sehr hohe
katalytische Aktivitdt in der Umesterung des RNA-Modell-
substrats 2-Hydroxypropyl-p-nitrophenylphosphat (HPNP)
aufweisen.[® % 10]

Wir berichten hier, da3 1-Zn; effizient die Spaltung von
RNA-Dinucleotiden (3',5-NpN) durch die kooperative Wir-
kung der Zn'-Zentren mit groBer Steigerung der Geschwin-
digkeit und beachtlicher Selektivitét fiir Nucleobasen kataly-
siert. Der Hetero-Dreikernkomplex 1-Zn,Cu ist sogar noch
aktiver; er ahmt eine Phosphodiesterase mit einem hetero-

[*] Prof. Dr. J. F. J. Engbersen, Prof. Dr. D. N. Reinhoudt,
Dr. P. Molenveld
Laboratory of Supramolecular Chemistry and Technology
MESA* Research Institute, University of Twente
P.O. Box 217, NL-7500 AE Enschede (Niederlande)
Fax: (4+31)53-489-4645
E-mail: smct@ct.utwente.nl

[**] Diese Arbeit wurde vom Council for Chemical Sciences of the
Netherlands Organization for Scientific Research (CW-NWO) unter-
stiitzt. Wir danken Dr. F. C. J. M. van Veggel (Molecular Modeling)
sowie Dr. F. Venema und Dr. H. van Schijndel von Organon Teknika
BV fiir ihre Hilfe bei einfilhrenden Experimenten mit RNA-
Oligonucleotiden.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.wiley-vch.de/home/angewandte/ zu finden oder konnen
beim Autor angefordert werden.

in

0044-8249/99/11121-3387 $ 17.50+.50/0 3387



ZUSCHRIFTEN

dreikernigen Metallcluster mit einem Zn"-Zentrum im akti-
ven Zentrum nach.[!]

Die katalytische Spaltung der RNA-Dinucleotide 3',5-NpN
(0.09 mM) durch die Komplexe 1-M; (0.9 mm) wurde in
35proz. EtOH/20 mm HEPES-Puffer!'l bei 50°C durchge-
fihrt und durch HPLC verfolgt. Die Bildung der cyclischen
Ribonucleosid-Monophosphate (2',3-cNMP) und der ent-
sprechenden Nucleoside zeigt, da3 die RNA-Dinucleotide
durch intramolekulare Umesterung der Hydroxygruppe an
der 2'-Position gespalten werden.!'?l Die katalytische Aktivitit
von 1-Zn; wurde fiir eine Reihe von RNA-Dinucleotiden
gemessen: GpG, UpU, CpC, GpA, ApG und ApA (Ta-
belle 1). Der dreikernige Komplex 1-Zn; zeigt eine sehr hohe
katalytische Aktivitdt; die Erhohung der Geschwindigkeit

Tabelle 1. Beobachtete Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ord-
nung (ky,/10° s7!) fiir die Spaltung von RNA-Dinucleotiden.!?]

Substrat  1-Zn; 1-Zn,Cu 1-Cus 2-7Zn, 3-Zn
GpG 72 88 28 0.45 ol
Uput 8.5 13 12 0.45 0.56
CpC 6.1 7.1 1.9 0.58 ol
GpA 4.6 59 Il Il ol
ApG 2.7 2.4 bl ol bl
ApAldl 0.44 0.46 0.47 0.28 0.31

[a] In 35proz. EtOH/20 mm HEPES (pH 8.0) bei 50°C; [Substrat]=
0.09 mM; [1-Zn;] = [1-Cu;] =[2-Zn,] = 0.9 mMm; 1-Zn,Cu ist ein statistisches
Gemisch von [1]=0.9 mM, [Zn] =1.8 mm und [Cu] =0.9 mm;"¥) [3-Zn] =
2.7 mM. [b] Nicht bestimmt. [c] kypcq~9-8 x 107 s715% [d] kypea = 1.7 X
10° S—l.[13]

gegeniiber den unkatalysierten Reaktionen liegt im Bereich
von 10*-10°* 131 Zudem ist 1-Zn, als echter Katalysator
anzusehen, weil er einen Turnover aufweist. Ein dreifacher
Uberschu UpU wird vollstindig umgesetzt, wihrend eine
Referenzlosung von UpU ohne Katalysator unangetastet
bleibt. Fiir unterschiedliche Nucleobasen in den Dinucleoti-
den wurden iiberraschenderweise gro3e Unterschiede in der
Geschwindikeit beobachtet: GpG > UpU > ApA (siche un-
ten).

Die Abhingigkeit der Geschwindigkeit vom pH-Wert fiir
die durch 1-Zn; katalysierte Spaltung von UpU zeigt sich in
einer glockenférmigen Kurve mit einem Optimum bei pH 8.
Der scheinbare pK,-Wert fiir ein an Zn" gebundenes Wasser-
molekiil in 3-Zn ist 7.9;°) der Wert fiir 1-Znj ist aufgrund von
hydrophoben und kooperativen Effekten geringer.[ % Des-
halb ist es wahrscheinlich, da bei pH 8 ein oder zwei Zn'-
Zentren in 1-Zn; durch ein Hydroxidion komplexiert sind.
Der dreikernige Komplex 1-Zn; ist bei der Spaltung von CpC,
UpU und GpG um den Faktor 10, 19 bzw. 160 reaktiver als der
zweikernige Komplex 2-Zn,. Diese Unterschiede in der
Aktivitét sind wesentlich grofer als die bei der durch 1-Zn;
und 2-Zn, katalysierten Umesterung des p-Nitrophenyl-
aktivierten Phosphatdiesters HPNP (Faktor 1.4).1% Dies kann
nur durch zusétzliche katalytische Effekte erklart werden, die
aus dem dritten Zn""-Zentrum bei der Umesterung der RNA-
Dinucleotide herrithren. Da die Basizitdt der Alkanolat-
Abgangsgruppe in einem RNA-Dinucleotid wesentlich héher
ist, kann eines der katalytischen Zentren von 1-Zn; diese
Abgangsgruppe stabilisieren.
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Bisher wurden in aktiven Zentren von Phosphodiesterasen
keine Cu'-Tonen gefunden, sie zeigen aber in abiotischen
Katalysatoren im allgemeinen eine héhere Hydrolyseaktivi-
tit.% 1 Wihrend 1-Zn, seinem Analogon 1-Cu, iiberlegen ist
(mit Ausnahme des Falles von ApA), zeigt ein statistisches
Gemisch von 1, zwei Aquivalenten Zn" und einem Aquiva-
lent Cu" - aus dem das hetero-dreikernige Analogon 1-Zn,Cu
als Hauptspezies gebildet wird!"™ — eine hohere Aktivitit
(Tabelle 1, Abbildung 1). Dies kann an der Synergie der
bevorzugten Eigenschaften!® 1! von Zn!"' beim Binden (K, )!'°)
und von Cu® bei der Umsetzung (k) des Phosphatdiester-
Substrats liegen.

15 1-Zn,Cu
T 12
Kops/105 571
6
3
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 j

0 20 40 60 80 100
% Znin1-Zn Cu,, —>
Abbildung 1. Abhingigkeit der Geschwindigkeit der Spaltung von UpU,
katalysiert durch 1-Zn,Cu,, (n+m=3), von der relativen Konzentration
von Zn(ClO,), in bezug zur Gesamtkonzentration von M(ClO,), (M =Zn,
Cu; 2.7 mMm) bei einer konstanten Konzentration des Liganden 1 (0.9 mm)
in 35proz. EtOH/20 mm HEPES-Puffer (pH 8.0) bei 50°C. Bei der
maximalen Geschwindigkeit ist 1-Zn,Cu die Hauptspezies in Losung.!']

Die katalytischen Aktivitdten der dreikernigen Komplexe
hidngen von der Struktur der Nucleobasen in den RNA-
Dinucleotiden ab. Die Aktivitdt von 1-Zn; bei der Spaltung
von GpG ist um den Faktor 8.5 hoher als die fiir UpU und

M =2Zn, Cu
R = CH,CH,OFEt

RO OROROR

9
- ~ "O-P-0 o
NN o T o
)—/ HO OH
3-M HPNP 3',5'-NpN
O 0 NH, NH,
N N
_ NH H SN N
o STP O 8T
NTNTNH, N"TOo N"To N7y

G U C A

0044-8249/99/11121-3388 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 21



ZUSCHRIFTEN

sogar um den Faktor 160 hoher als die fiir ApA. Die
gemischten Dinucleotide GpA und ApG sind ebenfalls
reaktiver als ApA, aber sie sind weit weniger reaktiv als
GpG. Es scheint, daf3 eine Adenylnucleobase in einem RNA-
Dinucleotid die Aktivitdt des Katalysators 1-M; verringert.
Der Vergleich der Aktivitdt von 1-Zn; mit der der Referenz-
komplexe 2-Zn, und 3-Zn zeigt, dafl bei der Spaltung von
ApA die drei Metallzentren in 1-M; bei der Katalyse nicht
kooperieren (Tabelle 1). Dies wurde durch die Messung der
Geschwindigkeiten in Abhéngigkeit von der Konzentration
des Katalysators 1-Zn; bestitigt (Abbildung 2). Fiir ApA
steigt die Geschwindigkeit linear mit der Katalysatorkon-
zentration. Die geringe Steigung (k,=4.3 x 10-3m~!s7!) deu-
tet darauf hin, dal nur kleine Mengen eines reaktiven

vi109m s

0 L 1 1 1 | L
0 1 2 3 4

[1-ZngymM  ——>

Abbildung 2. Abhingigkeit der Geschwindigkeit der Spaltung von UpU
und ApA (0.09 mm) von der Konzentration von 1-Znj; in 35proz. EtOH/
20 mM HEPES (pH 8.0) bei 50 °C. Fiir die Ausgleichskurve fiir die Spaltung
von UpU lag eine Michaelis-Menten-Gleichung mit K, =0.34 mm und
ke =1.1 x 10~* s7! zugrunde. Fiir die Ausgleichskurve fiir die Spaltung von
ApA wurde ein Geschwindigkeitsgesetz zweiter Ordnung mit k,=4.3 x
10-*m~!s~! angenommen.

Katalysator-Substrat-Komplexes gebildet werden. Die sehr
reaktiven Substrate UpU (Abbildung 2) und GpG zeigen
Siattigungskinetiken, was ein starkes Binden an den Kataly-
sator 1-Zn; bedeutet. Die Séattigungskurven gehorchen Mi-
chaelis-Menten-Kinetiken und wurden durch Eady-Hofstee-
Auftragungen analysiert. Obwohl die Bindungskonstante
(K,) fiir GpG (7.7 x 10°M™!) um den Faktor 3.8 niedriger
ist als fiir UpU (29 x 10>°M ™), ist k., um den Faktor 16.4
groBer (GpG: 18 x 10~*s7%; UpU: 1.1 x 10~*s7!). Diese Un-
tersuchungen zeigen, daf3 die hohere Aktivitdt in den Reak-
tionen von GpG und UpU gegeniiber ApA ihre Ursache in
der verstirkten Bindung an 1-Zn; hat. Die hohere Reaktivitat
von GpG verglichen mit UpU tritt aufgrund einer hoheren
Umsatzgeschwindigkeit auf.

Die reaktivsten Nucleotide, GpG und UpU, haben eine
saure Amid-NH-Gruppe, die durch einen an Zn" gebundenen
Hydroxoliganden deprotoniert werden kann. Das entstehen-
de anionische Stickstoffatom kann an das Zn-Zentrum
koordinieren unter Bildung eines stabilen Nucleobase-Zn'-
Komplexes.'] Auf diesem Weg kénnte eines der Zn''-Zentren
die RNA-Dinucleotide innerhalb des katalytischen Zentrums
orientieren (Abbildungen3 und 4). Folglich konnen die
beiden verbleibenden Zn"-Zentren die Phosphorylgruppe
durch eine doppelte Lewis-Sdure-Koordination aktivieren.
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Abbildung 3. Computer-Modell von einem Komplex aus dem Katalysator
1-Zn; und dem Substrat GpG, gebildet durch Koordination der Phospho-
rylgruppe und einer deprotonierten Guanosin-Gruppe an Zn'. Wasser-
stoffatome wurden der Ubersichtlichkeit halber nicht dargestellt.

Abbildung 4. Schematische Darstellung von moglichen Bindungsarten
von RNA-Dinucleotiden an 1-Zn;. Links: Mechanismus fiir die GpG-
Spaltung. Rechts: unproduktive Bindungsart fiir ApA.

Die Eliminierung der Abgangsgruppe kann durch die Pro-
tonierung durch ein an Zn" gebundenes Wassermolekiil
unterstiitzt werden. Die Spezifitét fiir GpG gegeniiber UpU
konnte von der — bedingt durch die unterschiedlichen Grofien
der Nucleobasen — geeigneteren Form herrithren. Die Ade-
nylgruppe hat mehrfache Metallionen-Bindungstellen, dar-
unter eine zweizdhnige Bindungstelle, die aus den Stickstoff-
atomen an den 6- und 7-Positionen gebildet wird. Die
zweifache Koordination einer Adenylgruppe des Substrats
fithrt zu einer anderen, weniger giinstigen Orientierung des
Substrats innerhalb des Katalysators 1-Zns;, verglichen mit
dem einfachen Binden einer deprotonierten Uracyl- oder
Guanin-Gruppe (Abbildung 4).

Erste Experimente mit einer 24mer-RNAI! ergaben, daB
1-Zn; und 1-Zn,Cu katalytische Aktivitdt bei der Spaltung
von RNA-Oligonucleotiden aufweisen. Dieser Befund o6ffnet
Moglichkeiten fiir die sequenzselektive Spaltung von RNA.[? 3l

Experimentelles

Die Synthese und Charakterisierung der Komplexe 1-M3, 2-M, und 3-M
(M =Zn, Cu) wurde bereits beschrieben.l! Lésungen fiir die kinetischen
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Messungen wurden durch Zugabe von bis zu 35% (v/v) EtOH zu einer
20 mMm wiBrigen Pufferlosung, die mit NaOH auf den gewiinschten pH-
Wert eingestellt wurde, hergestellt."!l Aliquote des Reaktionsgemisches
wurden durch Umkehrphasen-HPLC (Waters) mit 10 mm KH,PO, (pH 4.7
oder pH 5.5) und MeOH/H,O (3:2) als Eluens analysiert (1.0 mLmin™');
die Detektion von Guanosin, Uridin, Cytidin und Adenosin erfolgte bei
A =254, 260, 272 bzw. 260 nm. In einem typischen Experiment wurden der
Ligand 1 (10 puL, 50 mMm in EtOH) und M(ClOy,), (30 puL, 50 mm in Wasser)
zu 0.5 mL der Pufferlosung gegeben und bei 50°C thermostatisiert. Nach
einigen Minuten zum Aquilibrieren wurde 3,5-NpN (10 uL, 5mm in
Wasser) injiziert. Aliquote (20 uL) des Reaktionsgemisches wurden mit
einem UberschuB Tris(2-aminomethyl)amin (20 uL, 50 mm in EtOH)
versetzt und durch HPLC analysiert (2.0-uL-Injektion, 25 min Elution).
Anfangsgeschwindigkeiten wurden durch Analyse von mindestens vier
Aliquoten bestimmt (<10% Umsatz). Die Konzentration des gebildeten
Nucleosids wurde mit einer Kalibrierungskurve aus kommerziell erwor-
benen Nucleosiden bestimmt (Korrelationskoeffizient > 0.95). Die beob-
achteten Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ordnung kg, [s7!]
wurden aus den Anfangsgeschwindigkeiten berechnet (Korrelationskoeffi-
zient > 0.95).

Eingegangen am 24. Mirz,
verdnderte Fassung am 5. Juli 1999 [Z13208]
International Edition: Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 3189-3192

Stichworter: Calixarene - Enzymmimetika « RNA - Um-
esterungen - Zink

[1] N. Striter, W. N. Lipscomb, T. Klabunde, B. Krebs, Angew. Chem.
1996, 108, 2158; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1996, 35,2024; b) D. E.
Wilcox, Chem. Rev. 1996, 96, 2435.

[2] S. Matsuda, A. Ishikubo, A. Kuzuya, M. Yashiro, M. Komiyama,
Angew. Chem. 1998, 110, 3477; Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 3285.

[3] a) B. N. Trawick, A. T. Daniher, J. K. Bashkin, Chem. Rev. 1998, 98,
939; b) A. De Mesmaeker, R. Hiner, P. Martin, H. E. Moser, Acc.
Chem. Res. 1995, 28, 366; ¢) M. Komiyama, J. Biochem. 1995, 118, 665.

[4] M. Komiyama, Y. Matsumoto, H. Takahashi, T. Shiiba, H. Tsuzuki, H.
Yajima, M. Yashiro, J. Sumaoka, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1998,
691, zit. Lit.

[5] a) M. Yashiro, A. Ishikubo, M. Komiyama, J. Chem. Soc. Chem.
Commun. 1995, 1793; b) W. H. Chapman, Jr., R. Breslow, J. Am.
Chem. Soc. 1995, 117, 5462; c) F. Chu, J. Smith, V. M. Lynch, E. V.
Anslyn, Inorg. Chem. 1995, 34, 5689.

[6] P. Molenveld, S. Kapsabelis, J. F. J. Engbersen, D. N. Reinhoudt, J.
Am. Chem. Soc. 1997, 119, 2948.

[7] M. Yashiro, A. Ishikubo, M. Komiyama, Chem. Commun. 1997, 83.

[8] a) ,,Calixarenes“: C. D. Gutsche in Monographs in Supramolecular
Chemistry, Vol. 1 (Hrsg.: J. F. Stoddart), Royal Society of Chemistry,
Cambridge, 1989; b) V. Bohmer, Angew. Chem. 1995, 107,785; Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 1995, 34, 713; ¢) A. F. Danil de Namor, R. M.
Cleverley, M. L. Zapata-Ormachea, Chem. Rev. 1998, 98, 2495.

[9] P. Molenveld, W. M. G. Stikvoort, J. F.J. Engbersen, H. Kooijman,
A. L. Spek, D. N. Reinhoudt, J. Org. Chem. 1999, 64, 3896.

[10] P. Molenveld, J. F.J. Engbersen, H. Kooijman, A.L. Spek, D.N.
Reinhoudt, J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 6726, zit. Lit.

[11] Weil die Calix[4]arene in reinem Wasser unloslich sind, wurde EtOH
als Cosolvens zugegeben. Der im Text diskutierte pH-Wert bezieht
sich auf den pH-Wert des wilBrigen Anteils des Reaktionsgemisches
vor der Verdiinnung mit EtOH.

[12] Die Ribonucleosid-Monophosphate 2'-NMP und 3'-NMP wurden im
Reaktionsgemisch identifiziert. Dieser Befund zeigt, da 1-M; auch
bei der Hydrolyse der cyclischen Monophosphate 2',3-cNMP kataly-
tisch aktiv ist.

[13] M. Komiyama, K. Yoshinari, J. Org. Chem. 1997, 62, 2155.

[14] a) M. Wall, R. C. Hynes, J. Chin, Angew. Chem. 1993, 105, 1696;
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1993, 32, 1633; b) M. J. Young, J. Chin, J.
Am. Chem. Soc. 1995, 117,10577; ¢) S. Liu, Z. Luo, A. D. Hamilton,
Angew. Chem. 1997, 109, 2794; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1997, 36,
2678.

3390 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999

[15] Unter der Annahme, daB die Metallionen und 1 nur als komplexierte
Spezies innerhalb eines dreikernigen Komplexes 1-M; und das Binden
des zweiten und dritten Metallions unabhingig vom Inhalt der
Liganden in 1-M und 1-M, ist, ist 1-Zn,Cu theoretisch mit 44 % in
einem statistischen Gemisch zusammen mit 1-Zn; (30%), 1-ZnCu,
(22%) und 1-Cu; (4 %) vorhanden. Zudem konnen zwei Komplexe
mit der Zusammensetzung 1-Zn,Cu (44 % ) existieren, also 1-ZnZnCu
und 1-ZnCuZn mit theoretischen Mengen von 29 und 15%. Wenn
man die katalytische Aktivitdt von reinem 1-ZnZnCu oder 1-ZnCuZn
gegeniiber 1-Zn; betrachtet, dann ist die verstirkte Aktivitdt viel
hoher als um den fiir 1-Zn,Cu in Tabelle 1 und Abbildung 1 gezeigten
Faktor von 1.3.

[16] A.E. Martell, R. M. Smith, Critical Stability Constants, Vol. 2,
Plenum, New York, 1974.

[17] a) E. Kimura, T. Koike, Chem. Commun. 1998, 1495; b) K. Weis, M.
Rombach, H. Vahrenkamp, Inorg. Chem. 1998, 37, 2470; c) H. Sigel,
Chem. Soc. Rev. 1993, 255; d) H. Sigel, Inorg. Chem. 1998, 37, 2066.

[18] Eine synthetische RNA: 5-NH,-GAAUGGGAUAGAGUG-
CAUCCAGUG-3'.

Gold(®- und Gold(0)-Komplexe mit
Makrocyclen auf Phosphininbasis**
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Bei den weitaus meisten Goldkomplexen (metallorgani-
schen, Koordinations- und katalytisch aktiven Verbindungen)
hat das Metallzentrum eine Oxidationszahl von + 1 bis + 3.0
Monomere Komplexe mit nullwertigem Gold konnten — wie
die entsprechenden Spezies mit den anderen Elementen der
11. Gruppe des Periodensystems (Cu- oder Ag-Komplexe)P?! -
lange Zeit nicht isoliert werden und sind immer noch als
selten anzusehen.’! Auf jeden Fall scheinen diese Gold(o)-
Komplexe thermodynamisch zu instabil zu sein, um in
chemischen Umsetzungen verwendet werden zu konnen.
Die Carbonylderivate [Au(CO),] (n=1-3) wurden mit
kryochemischen Verfahren hergestellt und in einer Matrix
bei tiefen Temperaturen identifiziert; sie zersetzen sich
oberhalb von 77 K.¥ Daher ist die Synthese neuer und
stabilerer Au’-Spezies ein aktuelles, aber auch schwieriges
Forschungsgebiet.
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