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Abstract: G-Quadruplex-DNA fand – im Komplex mit CuII-
Ionen – bereits Anwendung als Katalysator in asymmetrischen
Reaktionen. Die grçßtenteils unspezifische nichtkovalente
Wechselwirkung erschwerte jedoch das Verst�ndnis der struk-
turellen Grundlage der Katalyse. Mit dem Ziel, die Bildung
katalytisch aktiver Spezies pr�ziser kontrollieren zu kçnnen,
beschreiben wir hier die Synthese von DNA-Quadruplexen, die
ortsspezifisch mit Linker-bpy-CuII-Komplexen derivatisiert
wurden, sowie ihre Anwendung in asymmetrischen w�ssrigen
Michael-Additionen. Die modifizierten Quadruplexe zeichnen
sich durch eine hohe Reaktionsbeschleunigung und Stereose-
lektivit�t aus, wobei unterschiedliche Faktoren das katalytische
Verhalten beeinflussen. Dazu z�hlen unter anderem die Posi-
tion der Modifizierung, die Topologie der Quadruplexe, die
Art des Liganden und die L�nge des Linkers zwischen Ligand
und DNA. Erstaunlicherweise fîhrte das Versetzen des glei-
chen Liganden um lediglich zwei Nukleotide zu einer Umkehr
der Stereochemie der Reaktion. W�hrend Quadruplexe, die an
Position 10 modifiziert wurden, vorzugsweise das (¢)-Enan-
tiomer mit einem Enantiomerenîberschuss von bis zu 92%
bildeten, lieferte die an Position 12 derivatisierte DNA bevor-
zugt das (++)-Enantiomer mit bis zu 75 % ee. Diese entgegen-
gesetzte Stereopr�ferenz wurde auch bei strukturell unter-
schiedlichen Michael-Akzeptoren beobachtet. Unsere Arbeit
zeigt einen neuen und einfachen Weg auf, die Stereoselektivit�t
in der DNA-basierten asymmetrischen Katalyse zu modulie-
ren.

Die DNA-basierte Hybridkatalyse gewinnt mehr und mehr
an Bedeutung in der asymmetrischen homogenen Katalyse im
w�ssrigen Medium.[1] In diesem katalytischen Konzept îber-
tr�gt doppelstr�ngige (ds)-DNA die Chiralit�t ihrer charak-
teristischen helikalen Struktur auf das Produkt einer kataly-
sierten Reaktion. Verschiedene Reaktionen konnten so
enantioselektiv katalysiert werden, beispielsweise Diels-
Alder-Reaktionen,[2] Friedel-Crafts-Reaktionen,[3] Michael-
Additionen,[4] Fluorierungen[5] und Hydratisierungen.[6]

Neben der wohlbekannten Doppelhelixstruktur kann DNA
auch in vielen anderen Formen vorliegen, wie Triplex-,
Haarnadel-, G-Quadruplex- und i-Motiv-Strukturen.[7] G-
Quadruplex-Strukturen sind topologisch komplexer als ds-

DNA und bieten eine grçßere strukturelle Vielfalt,[8] was sie
zu einer vielversprechenden Plattform fîr die DNA-basierte
Hybridkatalyse macht. Zwei gut charakterisierte G-Quadru-
plex-bildende Sequenzen, der humane telomere G-Quadru-
plex (h-Tel) und der c-kit-Promotor (c-kit), wurden bereits fîr
asymmetrische Diels-Alder- und Friedel-Crafts-Reaktionen
in Gegenwart von CuII-Ionen eingesetzt,[9] wobei h-Tel hç-
heren Umsatz und Enantioselektivit�t bewirkte. Da in diesen
Studien CuII jedoch in unspezifischer, sehr wahrscheinlich
rein elektrostatischer Weise an die G-Quadruplex-Strukturen
gebunden war, ist es unmçglich, die katalytisch active CuII-
Spezies und die Substratbindungstasche in der G-Quadru-
plex-Struktur zu lokalisieren. Daher kçnnen im Moment die
Faktoren, die die Aktivit�t und Selektivit�t dieser Katalysa-
toren bestimmen, weder verstanden noch vorhergesagt
werden.

Im Zusammenhang mit ds-DNA gibt es einige wenige
Beispiele fîr die kovalente Anbindung von Liganden fîr
�bergangsmetalle an DNA, die eine wesentlich kontrollier-
tere Platzierung eines Metallzentrums erlauben und die
Voraussetzungen fîr systematische Struktur-Funktions-Un-
tersuchungen schaffen.[10] Dagegen wurde lediglich ein ein-
ziger Bericht verçffentlicht, in dem ein kovalent modifizierter
G-Quadruplex-Katalysator (modifiziert mit Prolin) fîr eine
Aldol-Reaktion eingesetzt wurde, auch wenn keine Stereo-
selektivit�t beobachtet wurde.[11] Nach unserem besten
Wissen gibt es keine Publikationen îber kovalent modifi-
zierte G-Quadruplex-Strukturen mit metallbindenden Li-
ganden und deren Anwendung in asymmetrischen Michael-
Additionen.

Wir vermuteten, dass Reaktionsbeschleunigung und Ste-
reoselektivit�t durch mehrere Faktoren beeinflusst werden,
wie die Topologie des Quadruplexes, die Position, an der der
Metall-chelatisierende Ligand angebracht ist, die Art des
Liganden sowie die L�nge und Struktur des Linkers, der
DNA und Ligand verbindet. Hier berichten wir îber die erste
systematische Untersuchung dieser Parameter im Zusam-
menhang mit asymmetrischen Michael-Additionen, die durch
c-kit-Quadruplexe katalysiert werden.

Die r�umliche Struktur der Wildtyp(wt)-Sequenz von c-
kit (5-AGGGAGGGCGCTGGGAGGAGGG-3’) wurde
durch Rçntgenstrukturanalyse[13] und NMR-Spektroskopie
untersucht.[14] Demnach bildet c-kit eine einzigartige parallele
G-Quadruplex-Struktur, wie in Abbildung 1a dargestellt. Fîr
unsere systematischen Studien erwogen wir, den Liganden
auf zwei verschiedene Arten anzubringen. Im einen Fall sollte
die Anbindung des Liganden die ordnungsgem�ße Ausbil-
dung der G-Quadruplex-Stapel nicht beeinflussen, w�hrend
im anderen Fall eine ønderung erwînscht war. Fîr den ersten
Fall w�hlten wir Position 12, welche sich in einer apikalen
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Verbindungssequenz befindet, da kristallographische Unter-
suchungen keinen Einfluss sperriger Substituenten auf die
Faltungsstruktur zeigten.[13] Position 10 hingegen wurde als
wichtig fîr die einheitliche „all-parallel“ Faltungsstruktur des
c-kit-Quadruplex identifiziert, und NMR-Spektren legten
nahe, dass eine G10T-Mutante eine alternative Struktur be-
vorzugt.[14] Die exakte(n) Raumstruktur(en) dieser mutierten
Quadruplexe c-kit-T10 sind jedoch unbekannt; eine hypo-
thetische Struktur ist in Abbildung 1c dargestellt.

Folglich ersetzten wir an den Positionen 10 und 12 das
jeweilige natîrliche Nukleotid durch ein Desoxyuridinderi-
vat, das an der C5-Position mit einem Bipyridin-Rest kova-
lent modifiziert wurde, welcher îber Linker verschiedener
L�nge verbunden ist (Abbildung 1b und d). Modifizierte
Nukleoside wurden durch Sonogashira-Kupplung von 5’-
DMT-5-Iod-2’-desoxyuridin und Bipyridin-Alkinen mit un-
terschiedlichen Linkerl�ngen hergestellt (fîr weitere Details
siehe Hintergrundinformationen). Diese vier modifizierten
Nukleoside wurden durch Standardmethoden geschîtzt und
in Phosphoramidite umgewandelt. Die dU12- und dU10-
modifizierten DNA-Sequenzen wurden durch automatisierte
Festphasensynthese hergestellt (siehe Hintergrundinforma-
tionen) und nach Aufreinigung und analytischer Charakteri-
sierung gemeinsam mit CuII als Katalysatoren in asymmetri-
schen Michael-Additionen des Standardakzeptors 1a mit
dem Nukleophil Dimethylmalonat (DMM; 2) getestet.

W�hrend die Pufferkontrollen (Tabelle 1, Eintr�ge 1 und
2) und die unmodifizierte c-kit(wt)-Sequenz (Tabelle 1, Nr. 3
und 4) vernachl�ssigbare Aktivit�t und Stereoinduktion in
Abwesenheit oder Gegenwart von CuII zeigten, fîhrten die
vier unterschiedlichen dU12-modifizierten G-Quadruplexe
zu einer nahezu quantitativen Umsetzung (92–95%) mit
10 Mol-% Katalysator (Tabelle 1, Nr. 5–8). Diese Ergebnisse

zeigen, dass an bpy koordiniertes CuII, das kovalent an die G-
Quadruplex-DNA gebunden ist, ein besserer Katalysator ist
als Cu-Ionen, die lediglich unspezifisch an die Quadruplex-
DNA gebunden sind.

Die Stereoselektivit�t stieg fast linear mit der Linkerl�nge
von 31 % ee fîr den Propargyl- bis zu 52% ee fîr den Hexinyl-
Linker an. In allen F�llen wurde das (++)-Enantiomer im
�berschuss erhalten. Um sicherzustellen, dass die Stereose-
lektivit�t durch die r�umliche Struktur des DNA-Gerîsts und
nicht durch die Chiralit�t des modifizierten Nukleosids her-
vorgerufen wird, wurde die Reaktion in Gegenwart von un-
terschiedlichen Linker-bpy-modifizierten Desoxyuridin-Nu-
kleosiden mit oder ohne Zugabe von unmodifizierter Qua-
druplex-DNA durchgefîhrt (Tabelle 1, Nr. 9, und Tabelle S1
in der Hintergrundinformationen), wobei deutlich niedrigere
ee-Werte (das (¢)-Enantiomer wurde immer bevorzugt) und
Ums�tze beobachtet wurden. Diese Ergebnisse belegen, dass
die Ligand-modifizierten Quadruplexe sowohl die Reakti-
onsbeschleunigung als auch die Stereoselektivit�t hervorru-
fen.

Als n�chstes untersuchten wir die dU10-modifizierten G-
Quadruplexe, die wahrscheinlich anders gefaltet sind. Erneut
wurden nahezu vollst�ndige Umsetzungen und eine Zunahme
der Stereoselektivit�t mit der Linkerl�nge beobachtet (Ta-
belle 2, Nr. 3–6), wobei praktisch nîtzliche 92 % ee fîr
Hexinyl-bpy-dU10 erreicht wurden. Wie bereits bei c-kit(wt)
wurde eine vernachl�ssigbare Aktivit�t der c-kit-T10-Se-
quenz ohne Liganden gemessen. (Tabelle 2, Nr. 1 und 2).
�berraschenderweise wurde fîr alle dU10-modifizierten
Quadruplexe im Gegensatz zur dU12-modifizierten Sequenz
das (¢)-Enantiomer im �berschuss erhalten (Tabelle 2 vs.
Tabelle 1).

Folglich fîhrte ein mit einem Hexinyl-bpy-Liganden in
Position 12 derivatisierter c-kit-Quadruplex zu 95% Umsatz
und 52% �berschuss des (++)-Enantiomers, w�hrend der

Abbildung 1. G-Quadruplex-Faltung von verschiedenen DNA-Sequen-
zen in der Gegenwart von CuII. a) Beobachtete Faltung von c-kit-
(wt).[13, 14] b) Hypothetische Faltung und Metallbindung von dU12-mo-
difizierter DNA. c) Hypothetische Faltung von c-kit-T10 DNA. d) Hypo-
thetische Faltung und Metallbindung von dU10-modifizierter DNA.

Tabelle 1: Durch dU12-modifizierte c-kit-DNA katalysierte Michael-
Addition.[a]

Nr. DNA Cu(NO3)2

(Mol-%)
n Umsatz

[%][b]
ee [%][b,c]

1 – – – <1 0
2 – 10 – 8 0
3 c-kit(wt) – – <5 <¢5
4 c-kit(wt) 10 – 6 ¢9
5 Propargyl-bpy-dU12 10 1 94 + 31
6 Butinyl-bpy-dU12 10 2 92 + 40
7 Pentinyl-bpy-dU12 10 3 94 + 43
8 Hexinyl-bpy-dU12 10 4 95 + 52
9 Hexinyl-bpy-dUrd 10 4 22 0

[a] Detaillierte Reaktionsbedingungen sind im Experimentellen Teil zu
finden. Alle Experimente wurden in dreifacher Ausfíhrung durchgefíhrt.
[b] Sowohl der Umsatz als auch der ee wurden mittels chiraler HPLC
bestimmt; die Ergebnisse sind innerhalb von �5% reproduzierbar.
[c]+ und¢ beziehen sich jeweils auf das Isomer mit niedriger und hoher
Retentionszeit auf der chiralen HPLC-S�ule.
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Katalysator mit demselben Liganden in Position 10 ebenfalls
95% Umsatz, aber 95% �berschuss des (¢)-Enantiomers
lieferte. Dieses Resultat war unvorhersehbar und nicht leicht
zu verstehen (siehe Abbildung 2 a,b). Um einen ersten
strukturellen Einblick in die molekulare Grundlage dieses
Ph�nomens zu erhalten, wurden CD-Spektren aufgenommen.
Abbildung 2c zeigt die CD-Spektren von c-kit(wt) und
Hexinyl-bpy-dU12-Sequenzen in Abwesenheit und Gegen-
wart von CuII. Diese Spektren sind nahezu identisch und
zeigen die typischen Eigenschaften eines parallelen Quadru-
plex: ein Minimum bei ca. 240 nm und ein Maximum bei ca.
260 nm. Dies l�sst vermuten, dass weder das Anfîgen des
Linker-gebundenen bpy-Liganden noch die Bindung des
Kupfers die Faltung ver�ndern. Die CD-Spektren der ande-
ren dU12-modifizierten Sequenzen weisen alle die gleichen
Merkmale auf, was auf die gleiche Faltungstopologie hin-
deutet (Abbildung S9). Fîr c-kit-T10 (Abbildung 2d) zeigt
das Spektrum in Abwesenheit von CuII ebenfalls die Eigen-

schaften eines parallelen Quadruplexes. Die Zugabe von
Kupferionen fîhrt jedoch zur Abschw�chung der Absorption
sowohl bei 240 als auch bei 260 nm und zum Auftreten einer
kleinen Schulter bei etwa 290 nm. Diese Merkmale wurden
h�ufig in Hybridstrukturen mit gemischten Parallel-/Anti-
parallel-Str�ngen beobachtet.[15, 16] Die Hexinyl-bpy-dU10-
Sequenz zeigt eine kleine Schulter bei 290 nm, welche nach
Zugabe von CuII st�rker hervortritt. Erneut fîhrten die an-
deren dU10-modifizierten Sequenzen zu sehr �hnlichen CD-
Spektren (Abbildung S10). Auch wenn nicht der gleiche In-
formationsgehalt wie mit einer hochauflçsenden Struktur zu

erreichen ist, stîtzen die CD-Spektren unsere
Vermutung, dass sich dU10- und dU12-modifi-
zierte c-kit-Quadruplexe in Gegenwart von CuII

zu unterschiedlichen, katalytisch aktiven Struk-
turen falten, die zu den verschiedenen Produkt-
enantiomeren fîhren.

Um die G-Quadruplex-katalysierten Micha-
el-Reaktionen weiter zu untersuchen, haben wir
fîr die zwei vielversprechendsten F�lle, n�mlich
die Hexinyl-bpy-modifizierten dU10- und dU12-
Katalysatoren, Umsatz und Stereoselektivit�t bei
abnehmender Katalysatorkonzentration vergli-
chen (Tabelle 3). �berraschenderweise erwies
sich der dU10-Katalysator, bei dem die îbliche
Quadruplex-Faltung gestçrt wurde, als der bes-
sere Katalysator: Auch bei 1 Mol-% Katalysator
wurden 83% Umsatz gemessen, entsprechend
einer Umsatzfrequenz von 1.2 h¢1. Der dU12-
Katalysator ergab unter diesen Bedingungen
46 % Umsatz, d.h., 0.6 h¢1. In beiden F�llen
wurde die Enantioselektivit�t durch die Kataly-
satorkonzentration nicht beeinflusst.

Inspiriert durch diese ersten Ergebnisse
w�hlten wir Hexinyl-bpy-dU12 und Hexinyl-bpy-
dU10 in Kombination mit CuII als Katalysator,
um die Michael-Addition durch die Wahl unter-
schiedlicher Akzeptorsubstrate 1a–g genauer zu
untersuchen (Tabelle 4). In allen F�llen beob-
achteten wir eine Pr�ferenz fîr die Bildung der
(++)-Produktenantiomere (3a–g), wenn Hexinyl-

bpy-dU12 als Katalysator verwendet wurde, und eine Pr�fe-
renz fîr die (¢)-Enantiomere bei Hexinyl-bpy-dU10 (siehe
Abbildungen S2–S8).

Tabelle 2: Durch dU10-modifizierte c-kit-DNA katalysierte Michael-Ad-
dition von 1a mit 2.[a]

Nr. DNA Cu(NO3)2

(Mol-%)
n Umsatz

[%][b]
ee [%][b,c]

1 c-kit-T10 – – <5 <¢5
2 c-kit-T10 10 – 8 ¢11
3 Propargyl-bpy-dU10 10 1 92 ¢32
4 Butinyl-bpy-dU10 10 2 92 ¢57
5 Pentinyl-bpy-dU10 10 3 91 ¢69
6 Hexinyl-bpy-dU10 10 4 95 ¢92

[a], [b], [c] Siehe Fußnoten zu Tabelle 1.

Abbildung 2. Beziehung zwischen Quadruplex-Struktur und Stereoselektivit�t in der
Michael-Addition. a) Trennung der Enantiomere von Produkt 3a fír die durch c-kit-
(wt) und Hexinyl-bpy-dU12 katalysierte Michael-Addition. b) Dasselbe fír c-kit-T10
und Hexinyl-bpy-dU10. c) CD-Spektren von c-kit(wt) und Hexinyl-bpy-dU12 in der Ab-
wesenheit und Gegenwart von CuII. d) Dasselbe fír c-kit-T10 und Hexinyl-bpy-dU10.

Tabelle 3: Abh�ngigkeit der DNA-katalysierten Michael-Addition von 1a
mit 2 von der Katalysatorladung.[a]

Nr. DNA[d] Cu(NO3)2

(Mol-%)
Umsatz
[%][b]

ee [%][b,c]

1 Hexinyl-bpy-dU12 10 95 + 52
2 Hexinyl-bpy-dU12 5 81 + 52
3 Hexinyl-bpy-dU12 2.5 72 + 52
4 Hexinyl-bpy-dU12 1 46 + 52
5 Hexinyl-bpy-dU10 10 95 ¢92
6 Hexinyl-bpy-dU10 5 95 ¢92
7 Hexinyl-bpy-dU10 2.5 94 ¢92
8 Hexinyl-bpy-dU10 1 83 ¢92

[a], [b], [c] Siehe Fußnoten fír Tabelle 1. [d] DNA-Konzentration wurde
proportional zu Cu(NO3)2 ver�ndert.
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Folglich bevorzugen beide Katalysatoren die stereose-
lektive Bindungsknîpfung auf einer bestimmten Seite des
Molekîls, die sie auch gegenîber verschiedenen Substraten
beibehalten. Mit Ausnahme von Substrat 1 f (welches durch
die stark elektronenziehende CF3-Gruppe ein schlechter
Akzeptor ist), zeigten alle anderen Substrate guten bis her-
vorragenden Umsatz, sowohl in Gegenwart von Hexinyl-bpy-
dU12 als auch von Hexinyl-bpy-dU10. Im Hinblick auf die
Enantioselektivit�t erwies sich Substrat 1g als optimal fîr
Hexinyl-bpy-dU12, w�hrend 1a fîr Hexinyl-bpy-dU10 am
besten geeignet war.

Zusammenfassend l�sst sich feststellen, dass G-Quadru-
plex-DNA, die kovalent mit Linker-bpy-CuII-Komplexen
modifiziert ist, ein effizienter Katalysator fîr asymmetrische
Michael-Additionen im w�ssrigen Medium ist. Die Quadru-
plex-Topologie, der Ligand und seine Anknîpfungsposition
sowie die L�nge des Linkers, der DNA und Ligand verbindet,
sind fîr die Katalyse von Bedeutung. Die Beobachtung, dass
l�ngere Linker zu hçheren ee-Werten fîhrten, entspricht
nicht den Erwartungen. Dieses Ergebnis kçnnte darauf zu-
rîckzufîhren sein, dass fîr eine stereoselektive Katalyse eine
optimale Orientierung des bpy-Liganden relativ zum G-
Quadruplex, beispielsweise durch p-Stacking, erforderlich ist,
die mit l�ngeren Linkern besser erreicht wird. Interessanter-
weise kann die Stereoselektivit�t der Reaktion durch Wahl
unterschiedlicher Anknîpfungspositionen an die DNA ein-
fach beeinflusst werden kann. Durch Versetzen des gleichen
Linker-modifizierten bpy-Liganden um zwei Nukleotide
wurde das stereochemische Ergebnis der Reaktion komplett
ver�ndert: W�hrend Quadruplexe mit einer Modifikation an
Position 10 vorzugsweise das (¢)-Enantiomer mit hohem ee
bildeten, bevorzugten Quadruplexe mit derselben Modifika-
tion an Position 12 das (++)-Enantiomer. Fîr jeden dieser
Katalysatoren blieb die Stereopr�ferenz erhalten, wenn un-
terschiedlich substituierte Michael-Akzeptoren verwendet
wurden. Dieses erste Beispiel einer kovalent mit einem Me-
tallkomplex modifizierten Quadruplex-DNA und die be-
schriebene Abh�ngigkeit der katalytischen Effizienz von
strukturellen Variationen erweitert die Anwendungsmçg-
lichkeiten der DNA-basierten Hybridkatalyse.

Experimentelles
Standardisierte Vorschrift fîr die Michael-Addition: Eine w�ssrige
Stammlçsung mit 40 nmol Oligonukleotid wurde zun�chst lyophili-
siert. Danach wurde die lyophilisierte DNA in 297 mL einer Lçsung
von 3-(N-Morpholino)propansulfons�ure(MOPS)-Puffer (20 mm,
pH 7) und KCl (100 mm) gelçst und anschließend 3 mL Cu(NO3)2-
Lçsung (10 mm) hinzugefîgt. Die Endkonzentration an DNA und
CuII betrug 133 mm bzw. 100 mm. Die Lçsung wurde 5 min auf 90 88C
erhitzt, langsam auf Raumtemperatur abgekîhlt und vor Gebrauch
îber Nacht bei 5 88C aufbewahrt. Zu dieser Katalysatorlçsung wurden
3 mL einer frisch hergestellten Stammlçsung des Michael-Akzeptors
(100 mm) in Acetonitril gegeben, gefolgt von der Zugabe von 3.42 mL
Dimethylmalonat. Die Reaktionsmischung wurde 3 Tage bei 5 88C
gerîhrt und anschließend mit Et2O extrahiert (3 × 500 mL). Nach
Trocknung der Reaktionsmischung mit wasserfreiem Na2SO4 wurde
das Lçsungsmittel entfernt, um das Rohprodukt zu erhalten. Letz-
teres wurde direkt mittels chiraler HPLC analysiert, um den Umsatz
und den Enantiomerenîberschuss zu bestimmen.
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