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Der definierte Einbau von einem oder mehreren Metallionen
in Oligonucleotide ist von groBem Interesse fiir die Ent-
wicklung alternativer Basenpaare sowie fiir die Synthese von
DNA und RNA mit neuen katalytischen und elektronischen
Eigenschaften.! GemiB dem der Katalyse zugrunde liegen-
den Konzept stellt das Metallion die katalytische Eigenschaft
bereit, wiahrend der umgebende Oligonucleotidstrang einen
chiralen Liganden bildet, der tiber evolutiondre Methoden
optimiert werden kann.*? Kiirzlich haben die Arbeitsgrup-
pen um Leumann,® Meggers,®! Schultz,”® Shionoya,!” Swit-
zer® und Tor” metallkoordinierende Nucleinsduren (,,Li-
gandoside*) vorgestellt, die die Platzierung eines Metalls im
Innern der DNA-Doppelhelix ermoglichen.

Mit Blick auf eine elektronische Anwendung bauten
Shionoya et al. mehrere aufeinander folgende Ligandosid-
Basenpaare in einen Doppelstrang ein und konnten so fiinf
wahrscheinlich iibereinander gestapelte Kupferatome durch
diesen Oligonucleotidduplex koordinieren."! Auf dem Weg
zur Synthese metallbasierter katalytischer DNA ist es von
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besonderem Interesse, Metall-Basenpaare zu entwickeln,
denen Systeme zugrunde liegen, die fiir ihre herausragenden
katalytischen Eigenschaften bekannt sind (von Jacobsen
privilegierte Liganden“ genannt)."”’ Wir haben uns darum
fiir die Entwicklung eines Metall-Basenpaares entschieden,
das auf dem N,N'’-Bis(salicyliden)ethylendiamin(Salen)-Li-
ganden beruht.!'"! Dieser ist einer der heute am meisten ge-
nutzten Liganden fiir die enantioselektive Katalyse: Metall-
Salen-Komplexe werden fiir die Beschleunigung einer Viel-
zahl von Reaktionen wie Cyclopropanierungen, Epoxidie-
rungen,'? Oxidationen™ und kinetischen Racematspaltun-
gen"! eingesetzt.

Die Entwicklung unseres Metall-Basenpaares basiert auf
Studien von Sheppard, Gothelf et al., die Intrastrang-Salen-
komplexe aus Phosphat-gebundenen Salicylaldehyden auf-
gebaut haben.™ Zur Herstellung eines salenbasierten Metall-
Basenpaares, das optimal in die DNA-Doppelhelix passt,
entschieden wir uns, die Salicylaldehyde tiber das C4-Atom
an die Cl’-Position der 2'-Desoxyribose zu kuppeln. Die
computergestiitzte Modellierung des Systems verspricht bei
gegeniiberliegender Anordnung der Salicylaldehyde in einem
Oligonucleotidduplex die Bildung eines Salen-Komplexes
nach Zugabe von Ethylendiamin und einem geeigneten Me-
tallkation (Abbildung 1). Der Komplex sollte perfekt im
Basenpaarstapel liegen und das Metall in der kleinen Furche
exponieren. Anders als bei den bislang untersuchten Metall-
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Abbildung 1. Das Salicylaldehyd-Basenpaar (LL) und die Bildung des
Metall-Salenkomplexes im Innern des Doppelstrangs.

Basenpaaren beruht die Bildung des Metall-Salen-Komplexes
also auf der zwingenden Gegenwart zweier Komponenten:
Metall und Ethylendiamin. Der Einbau von Ethylendiamin
verleiht dem Metall-Basenpaar den Charakter einer Vernet-
zungseinheit zwischen Strang und Gegenstrang, wobei die
Bildung des Schiff-Base-Liganden in Wasser reversibel ist.!'"

Die Schutzgruppen am Liganden wurden wegen ihrer
Kompatibilitdt mit der Ligandosidsynthese und der Chemie

8-L-a = 5'-CACATTALTGTTGTA-3'
8-L-b = 3'-GTGTAATLACAACAT-5'
7-L = 5'-GTALAGTTTTCTLTAC-3"
L = Ligand 6

Schema 1. Synthese des Salen-Ligandosids 6 und des entsprechenden Phosphoramidits zusammen mit der Kristallstruktur von 6 und den Se-

quenzen der DNA-Stringe, die fiir diese Arbeit synthetisiert wurden. a) (CH,0),, NEt;, MgCl,, Toluol, 100°C, 10 h, 49%; b) 1,3-Propandiol, HC-
(OEt);, N(nBu),Br,, RT, 24 h, 86%; c) TIPS-OTF, NEt(iPr),, CH,Cl,, RT, 12 h, 87%; d) 2 Aquiv. tBuLi, Et,0, —78°C, 2 h; €) CuBr-SMe,, —78—
—30°C, 20 min; f) 3, CH,Cl,, 12 h, —78°C—RT, 78% (0a/p=3:2); g) K,CO;, MeOH, RT, 2 h, 72%,; h) DMT-CI, Pyridin, 3 h, 67%; i) CED-Cl, NEt-
(iPr),, THF, RT, 2 h, 78%; j) automatisierte DNA-Synthese; k) Entschiitzung der Aldehyde mit wasserhaltiger 2-proz. CHCI,COOH in CH,Cl,; I) Ab-
spaltung vom Festphasentrager und Abspaltung der TIPS-Schutzgruppe mit NH;,q /EtOH=3:1; m) N(nBu),F, THF; n) 2-proz. CHCI,COOH,
CH,Cl,. CED-Cl = (2-Cyanethyl)-N,N-diisopropylphosphorimidochloridit, DMT = 4,4’-Dimethoxytrityl, Tf = Trifluormethansulfonyl, TIPS = Tri-
isopropylsilyl, Tol =Tolyl. Kristallstruktur: Ligandosid 6 aus EtOAc kristallisiert.*l
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der DNA-Oligonucleotidsynthese gewidhlt. Die Tri-
isopropylsilyl(TIPS)-Schutzgruppe des Phenolrestes wird
analog den Bedingungen gespalten, die auch zur Abspaltung
des Oligonucleotides vom festen Trager angewendet werden.
Die Aldehydfunktion wurde als cyclisches Acetal geschiitzt,
das mit 2-proz. Dichloressigsdure in wasserhaltigem Di-
chlormethan gespalten werden kann. Diese Methode kommt
wihrend der DNA-Synthese auch zur Abspaltung der 5'-
DMT-Schutzgruppen zum Einsatz.

Die Synthese des geschiitzten Salicylaldehydes beginnt
gemill Schema 1 mit der Orthoformylierung von 3-Brom-
phenol (1) mit Paraformaldehyd in Gegenwart von MgCl,
und Triethylamin.'”! Der Formylierung folgt zunichst eine
speziell fiir Salicylaldehyde entwickelte Acetalbildung.'®!
Eine anschlieBende TIPS-Schiitzung fiihrt zum Ligandbau-
stein 2. Die C-Glycosidierung™ beginnt mit einem Brom-
Lithium-Austausch durch fert-Butyllithium, gefolgt von
Transmetallierung und Reaktion des erhaltenen Arylcuprates
mit a-2'-Desoxyribosylchlorid 3, das in zwei Stufen aus 2'-
Desoxyribose hergestellt wurde.”” Nach sdulenchromato-
graphischer Trennung der Anomere des Nucleosids 4 wurden
die Hydroxygruppen des Pentoserestes unter Zemplén-Be-
dingungen entschiitzt®!! und an 5-OH DMT-geschiitzt,
wonach schlieSlich das Phosphoramidit § erhalten wurde. Die
Konfiguration an C1’ wurde fiir beide Anomere von 4 durch
Auswertung der NOESY-Kontakte zwischen den Atomen
CIl'-H, C2-H und C3'-H bestimmt. Zur Verifizierung der
zugeordneten Konfiguration an C1’ wurde 4 mit Tetrabutyl-
ammoniumfluorid und Dichloressigsdure umgesetzt, was das
vollstandig entschiitzte Nucleosid 6 lieferte. Die Kristall-
struktur des aus Ethylacetat kristallisierten Salicylaldehydes 6
bestitigt das Vorliegen der gewiinschten B-Konfiguration
(siehe Schema 1).

Die DNA-Synthese erfolgte nach einem iiblichen Phos-
phoramidit-Verfahren auf einem Expedite DNA Synthesizer
mit verldngerten Kupplungszeiten fiir das Salicylaldehyd-
phosphoramidit. Nach zusitzlicher Behandlung der trégerfi-
xierten Oligonucleotide mit Dichloressigsdure in CH,Cl, und
Abspaltung vom Triger mit NH,OH,,/EtOH wurden die
Stringe 7, 8-a und 8-b iiber Umkehrphasen-Hochleistungs-
fliissigchromatographie (RP-HPLC) gereinigt und mittels
MALDI-ToF-Massenspektrometrie  charakterisiert. Das
Vorliegen des freien Salicylaldehydes wurde zusitzlich durch
Reaktion der Oligonucleotide mit einem Amin angezeigt, die
zum Auftreten einer fiir Salicylaldimine charakteristischen
gelben Farbung fithrte. Des Weiteren lieferten die Reaktion
der DNA-Stringe mit O-Benzylhydroxylamin sowie die re-
duktive Aminierung mit verschiedenen primédren Aminen
und Natriumcyanoborhydrid quantitativ das entsprechende
O-Benzyloxim bzw. die sekunddren Amine, was massen-
spektrometrisch belegt wurde. Tabelle 1 zeigt die syntheti-
sierten DNA-Doppelstringe und -Haarnadeln sowie ihre
Schmelzpunkte. Das Salicylaldehyd-Basenpaar LL (Tabel-
le 1, Nr. 7) fiihrt zu einer Herabsetzung des Schmelzpunktes
um 9.0 K gegeniiber demjenigen eines AT-Basenpaares in
einer analogen Sequenz (Tabelle 1, Nr.1). Zugabe eines
Uberschusses an Ethylendiamin (en) zu einer Losung des
DNA-Duplex fiihrte zu einer Erh6hung des Schmelzpunktes
um 4.8 K (Tabelle 1, Nr. 4 und 5), begleitet von Anderungen
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Tabelle 1: Schmelzpunktexperimente mit den Oligonucleotiden 7 und 8.

Nr. Striange® Additive Tw [°C]
1 8-A-a/-T-b [d] 50.1
2 8-L-a/b [b] 39.9
3 8-L-a/b 100 pm en 3 pm Cu?* bl 82.4
4 8-L-a/b [d 40.7
5 8-L-a/b 100 um en [c] 45.5
6 8-L-a/b 100 uMm en 3 uMm Mn*td 68.81
7 8-L-a/b [d] 4.1

8 8-L-a/b 100 uMm en 400 um Zn**d 488
9 8-L-a/b 100 pm en 400 pm Nzt 36.5
10 8-La/b 200 pm MeNH, 4 pm Cutt 523
M 8-L-a/b 4 um Cu?tl 54.9
12 8-L-a/b 6 UM Mn2tHd 40.7
13 7-L [b] 19.9
14 7-L 100 uM en 6 pum Cu?* ! 65.2
15 7-L [d] 22.1
16 7-L 100 pum en 4 um Mn*+H [fl

17 7-T/A 46.5

[a] Sequenzen siehe Schema 1. In 8-A-a und 8-T-b ist der Salicylaldehyd
durch ein A bzw. T ersetzt. Alle Proben enthielten 3 um DNA (Duplex
oder Haarnadel) und 150 mm NaCl. Die Schmelzkurven wurden zwi-
schen 0 und 85°C (fur Cu®*: 95°C) mit einer Temperaturidnderung von
0.5 Kmin~" gemessen. Weitere Details in den Hintergrundinformatio-
nen. [b] Alle Experimente mit Cu”* und die entsprechenden Kontrollen
wurden in 10 mm N-Cyclohexyl-2-aminoethansulfonsiure(Ches)-Puffer
bei pH 9.0 durchgefiihrt. [c] Alle Experimente mit Mn®* und die ent-
sprechenden Kontrollen wurden in 10 mm N-(2-Hydroxyethyl) piperazin-
N'-(2-ethansulfonsaure) (Hepes)-Puffer bei pH 9.0 durchgefiihrt. [d] Ge-
messen in 10 mm 2-Amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol(Tris)-
Puffer bei pH 7.4. [e] Reproduzierbare Unterschiede zwischen der De-
und Renaturierungskurve wegen des thermischen Zerfalls des Komple-
xes (siehe Hintergrundinformationen). [f] Kein T, bestimmt (siehe
Hintergrundinformationen).

der Fluoreszenz- und Emissionsspektren, die fiir die Bildung
von Salicylaldiminen typisch sind.

Die anschlieBende Titration der Ethylendiamin enthal-
tenden Oligonucleotidlosung mit zweiwertigen Metallionen
fihrte zu einer stark ausgeprdgten Duplexstabilisierung
(Abbildung 2a und b), begleitet von Anderungen der CD-
Spektren (Abbildung 3a und b). Ein Aquivalent Cu** be-
wirkte einen Anstieg des Schmelzpunktes um mehr als 30 K
(verglichen mit dem normalen AT-Basenpaar) auf 82.4°C
(Tabelle 1, Nr. 3; +42.5K verglichen mit dem Duplex, der
das LL-,,Basenpaar“ enthilt; Tabelle 1, Nr.2 und Abbil-
dung 2a). Zugabe von mehr Cu’" hatte keine weitere Wir-
kung. Unseres Wissens ist dies die groBte Duplexstabilisie-
rung, die jemals fiir ein Metall-Basenpaar gemessen wurde.
Zugabe eines Aquivalents Mn** (das nach der Komplexie-
rung durch Salen-Liganden zu Mn** oxidiert wird)? erhohte
Ty um 28.1 K auf 68.8°C (Tabelle 1, Nr. 4 und 6 und Abbil-
dung 2b). Auch hier bewirkte die Zugabe von mehr Mn**
keinen weiteren Effekt. Zugabe von Zn** erhéhte Ty, um
7.7 K (Tabelle 1, Nr. 7 und 8). Interessanterweise verursachte
die Zugabe von Ni*" reproduzierbar eine Herabsetzung des
Schmelzpunktes um 4.6 K (Tabelle 1, Nr.7 und 9, Hinter-
grundinformationen). Die Experimente mit Zn und Ni er-
forderten allerdings hohe Metallkonzentrationen. Wurde
Ethylendiamin durch Propylendiamin ersetzt, fithrte nur die
Zugabe von Cu’*' zu einer Schmelzpunkterhthung (Zusatz
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Abbildung 2. Schmelzprofile von 3 um 8-L-a/b mit 100 um Ethylen-
diamin (en) in Gegenwart verschiedener Mengen von a) Cu®* (0-1
Aquiv.) und b) Mn?* (0-1 Aquiv.). Die Proben enthielten 150 mm NaCl
und 10 mm Puffer (Ches pH 9 fiir Cu®*, Hepes pH 9 fiir Mn%).

von Butylendiamin hatte keinen Effekt). Alleinige Zugabe
von Cu’* ohne Ethylendiamin resultierte in einem Schmelz-
punktanstieg von 15.0 K relativ zum Duplex mit dem LL-
»,Basenpaar® (Tabelle 1, Nr. 2 und 11). Im Unterschied dazu
verinderte Mn®* in Abwesenheit von Ethylendiamin den
Schmelzpunkt nicht. In Abwesenheit von einer oder beiden
Salicylaldehydnucleobasen traten in keinem der Kontrollex-
perimente Schmelzpunktverdnderungen auf, was eindeutig
dafiir spricht, dass die Bildung des Salenkomplexes fiir die
drastischen Schmelzpunktverdnderungen verantwortlich ist.
Die Komplexierung konnte durch Zugabe eines Uberschus-
ses an EDTA riickgéngig gemacht werden. Um den Beitrag
der Vernetzung zu untersuchen, wurden zum Duplex 8-L-a/b
Cu®* und Methylamin gegeben. In diesem Fall konnte eine
Erhohung des Schmelzpunktes von nur ca. 12 K beobachtet
werden (Tabelle 1, Nr. 10).

Die Bildung des Salenkomplexes in der Helix konnte auch
durch CD-Spektroskopie am Duplex 8-L-a/b und der Haar-
nadel 7-L bei Fehlen und in Gegenwart von Metall und
Ethylendiamin verfolgt werden (Abbildung 3). Die zwischen
80 und 10°C gemessenen CD-Spektren zeigen klar, dass die
DNA in allen Fillen in der B-Konformation vorliegt (Hin-
tergrundinformationen).”® Zugabe von Ethylendiamin und
entweder Mn®* oder Cu®* resultierten in Anderungen der
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Abbildung 3. Vergleich der CD-Spektren bei 10 und 80°C von a) 8-L-af
b und b) 7-L in Abwesenheit und Gegenwart von Ethylendiamin und
Mn?t,

CD-Spektren unterhalb der jeweiligen Schmelzpunkte, was
auf die Bildung der Salenkomplexe schlieBen lasst (nur die
Mn**-Spektren sind abgebildet). Oberhalb des Schmelz-
punktes sind die CD-Spektren des Duplex unabhidngig von
der Gegenwart des Metalls ununterscheidbar. Die CD-
Spektren der Haarnadeln 7-L unterscheiden sich jedoch bei
80°C sehr stark fiir die Proben mit und ohne Metall, was
darauf hindeutet, dass der Salenkomplex selbst bei sehr
hohen Temperaturen in der Haarnadelstruktur intakt bleibt
(analoge Ergebnisse wurden fiir die Proben mit Cu®* beob-
achtet).

Wir haben hier den Einbau eines salenbasierten Metall-
Basenpaares in einen DNA-Doppelstrang, der das Metall im
Innern der Helix tréagt, beschrieben. Wir glauben, dass die
drastische Erhohung des Schmelzpunktes um mehr als 40 K
auf die reversible Vernetzung der Salicylaldehyde mit Ethy-
lendiamin zuriickzufiihren ist. Zusétzlich spielt eventuell die
axiale Koordination des Metalls durch Heteroatome der
DNA-Basen oberhalb und unterhalb der Ebene des Metall-
Basenpaares eine Rolle.
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