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Ein Sulfidbindungen enthaltendes
Oligonucleotid-Analogon mit selektiven
Hybridisierungseigenschaften**

Von Bin Meng, Stephen H. Kawai, Daguang Wang,
George Just*, Paul A. Giannaris und Masad J. Damha*

Professor Jean Jacques zum 75. Geburtstag gewidmet

Die Instabilitit von DNA- und RNA-Oligomeren in vivo
und die Schwierigkeit, diese Verbindungen in die Zelle einzu-
bringen, haben bewirkt, daf} intensive Anstrengungen zur Ent-
wicklung von Nucleinsdure-Analoga unternommen wurden,
die als spezifische Inhibitoren der Genexpression verwendet
werden kdnnen (Antisense-Strategie)!*!. Neben Oligonucleoti-
den mit modifizierten Phosphodiestergruppen sind einige An-
tisense-Systeme beschrieben worden, in denen die Phosphat-
gruppe vollstindig ausgetauscht wurde!?). Die Untersuchung
der DNA- und RNA-Hybridisierungseigenschaften derartiger
Systeme dient nicht nur dazu, ihre Brauchbarkeit als mégliche
Therapeutika abzuschitzen, sondern fithrt auch zu Erkennt-
nissen iiber die Rolle des Nucleinsdure-Riickgrats (in natiirlich
vorkommenden Stringen Zuckerphosphat-Einheiten) bei der
Bildung und Stabilisierung von Nucleinsdure-Helices.

Unsere Arbeiten auf dem Antisense-Gebiet konzentrieren
sich auf Oligonucleotid-Analoga, bei denen Phosphodiester-
gruppen durch Dialkylsulfid-Briicken® ersetzt sind. Wir ha-
ben diese Modifikation gewihlt, weil sie stabil und nicht hy-
drolysierbar ist und weil die Inspektion von Molekiilmodellen
vermuten lie3, daB diese Modifikation die Bindung an kom-
plementire Oligonucleotide nicht behindert. Wir haben die
Synthese von DNA-Stringen mit internucleosidischen Di-
alkylsulfid-Einheiten beschrieben und konnten zeigen, daf3
diese DNA-Strange durch Nucleasen nur schwer abgebaut
werden und daB sie an natiirlich vorkommende DNA und
RNA kooperativ binden!™!. Wir beschreiben nun die Dar-
stellung des gemischten Ribodesoxyribodinucleosid-Analo-
gons 11, bei dem die beiden Furanosen iiber eine Thioether-
bindung verkniipft sind, und den Einbau dieser Verbindung
in DNA. Dieses modifizierte System zeigte bei der Komple-
xierung mit komplementiren natiirlich vorkommenden Nu-
cleinsduren (DNA, RNA) itberraschenderweise eine bemer-
kenswerte Selektivitit fiir RNA.
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Das Phosphoramidat 9 wurde gemiB Schema 1 aus dem
3-Desoxy-3'-(2-hydroxyethyl)ribofuranosylthymin-Derivat
1 erhalten'®). Die p-Methoxyphenylgruppe in 1 konnte
mit Cerammoniumnitrat (CAN) oxidativ abgespalten wer-
den, und der dabei entstehende Alkohol 2 wurde mesyliert.
Auf diese Weise wurde das 5-Ende des Dimers mit einer
Gesamtausbeute von 74 % dargestellt. Die Kupplung des Me-
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Schema 1. Synthese der Phosphoramidate 9. TBDMSi = reri-Butyldimethyl-
silyl. a) CAN/H,0/MeCN, 0°C, 30 min (76%); by MsCl/Et,N/CH,Cl,, 1 h
97%); ¢) Cs,CO,/DMF (84%); d) NH,/MeOH, 0°C, 11h (97%); e)
DMTrCl/Et,N/Pyridin, 8 h, dann Ac,0 (62 Aquiv.) (76 %); f) nBu,NF/THF,
1h (94%); g) Pr,NP(CHOCH,CH,CN/Et;N/CH,Cl,, 6 h (72%); h) aus 8,
OPC: TFA/MeCn/H,0, dann NH,OH/H,O0.
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sylats 3 mit dem Thionucleosid 4'>! erfolgte mit Caesiumcar-
bonat in N,N-Dimethylformamid (DMF) in 84 % Ausbeute.
Vor der Reaktion wurde das Losungsmittel 20 min mit Stick-
stoff geséttigt, um Sauerstoff zu entfernen. Dies war notwen-
dig, um eine schnelle Oxidation des Thiols zum Disulfid unter
den basischen Reaktionsbedingungen zu verhindern. Die Des-
acetylierung von 5 mit Ammoniak fithrte in 97 % Ausbeute
glatt zum Diol 6. Die 5-Hydroxygruppe wurde dann durch
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Dimethoxytrityl(DMTr)ierung selektiv geschiitzt!®!, und an-
schlieBBend wurde das 2'-O-Acetat, das bei der nachfolgenden
Synthese am festen Trdger bendtigt wird, sofort wieder ein-
gefithrt, so daB Verbindung 7 entstand (76 % Ausbeute). Der
3'-Silylether wurde mit Tetra-n-butylammoniumfluorid ge-
spalten (94 %), und der entstehende Alkohol 8 mit 2-Cyan-
ethyl- N, N-diisopropylchlorphosphoramidat unter Standard-
bedingungen!”! in 68 % Ausbeute zum Dimer 9 (Gemisch von
P-Isomeren) umgesetzt, das fiir den Einbau in DNA aktiviert
1st.

Um zu zeigen, dal die internucleosidische Sulfidbindung
einem enzymatischen Abbau gegeniiber stabil ist, wurde das
Triol 11 einer Reihe von Nucleasen ausgesetzt. (Das Triol 11
wurde aus 8 durch Spaltung der DM Tr-Gruppe mit Trifluor-
essigsdure (TFA) und durch Desacetylierung mit NH,OH
wihrend der Oligonucleotide-Purifcation-Cartridge(OPC)-
Reinigung erhalten.) Die Inkubation von 11 mit SVPDE,
Nuclease S,, Nuclease P, und CSPDE bewirkte keinerlei
Verinderung des Dimers'®!,

Das modifizierte DNA-Dodecamer 12 (Abb. 1), das drei
Sulfid-verkniipfte Ribofuranosylthymin-thymidin-Dimere 11
(TOUT) enthilt, wurde nach dem Phosphoramidat-Verfah-
ren'! unter Verwendung von Standardmethoden am festen
Triger!'% dargestellt. Am DNA-Syntheseautomat wurde eine

Gemischtes Oligomer 12: GCGTY{TTHTTMTGCT

DNA-Oligomer 13: GCGTTTTTTGCT
DNA-Oligomer 14: AGCAAAAAACGC
RNA-Oligomer 15: r(AGCAAAAAACGC)

Abb. 1. In 5 - 3'-Richtung wiedergegebene Sequenzen der Oligomere 12-15.
TORT steht fiir Sulfid-verkniipfte Dimere.

flinfte Flasche mit einer 0.08 M-Losung von 9 in Acetonitril
angebracht, und die Reaktionszeit fiir die Tetrazol-vermittel-
te Kupplung von 9 an die wachsende Kette wurde auf 10 min
verlangert. Um sicherzustellen, daB3 die in den Strang einge-
bauten Sulfide wéhrend des Oxidationsschritts des Synthese-
cyclus nicht zum Sulfoxid oder Sulfon oxidiert werden, wurde
eine Probe des Sulfiddimers 15 min (30mal ldnger als inner-
halb des Synthesecyclus) in dem Reagens 1,/Pyridin/THF/
H,O geriihrt. Durch Diinnschichtchromatographie mit einem
Gemisch von Sulfoxid- und Sulfondimeren, die mit gepuffer-
tem Oxone-Reagens (2KHSO,-KHSO,-K,SO,) erhalten
wurden, konnte eindeutig nachgewiesen werden, dal3 keine
Oxidation stattgefunden hatte. Die natiirlichen DNA-Stringe
13 und 14 sowie das RNA-Dodecamer 15 konnten ebenfalls
tiber Standardverfahren am festen Triger dargestellt wer-
denf!tl,

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse der thermischen Denatu-
rierung wiedergegeben!'2. Aus den MeBdaten geht hervor,
daB die Stringe, die TOYT-Dimere enthalten, iiber cinen
groflen Bereich von Salzkonzentrationen zwischen DNA- und
RNA-Stringen unterscheiden konnen. Fiir die kooperative
Bindung zwischen den nichtmodifizierten DNA-Stringen
13 und 14 sowie zwischen 13 und dem natiirlichen RNA-Oli-
gomer 15 wurden erwartungsgemil Schmelztemperaturen
T, von 55 bzw. 52°C (100 mM NaCl) gemessen. Fir die
Hybridisierung zwischen dem Sulfid-Oligomer 12 und
RNA 15 wurde bei derselben Salzkonzentration T, = 34°C
gemessen. Dies entspricht einer Senkung von T, um 6.3 K
pro Sulfid-Substitution. Das Ergebnis zeigt, daB} die Kom-
plexierung des modifizierten Oligomers mit RNA zwar
schwicher geworden ist, da} jedoch noch immer eine gute
kooperative Bindung méglich ist. Fiir die Komplexierung
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zwischen dem modifizierten Oligomer 12 und dem DNA-
Dodecamer 14 wurde dagegen iiber einen groflen Bereich
von Salzkonzentrationen keine kooperative Bindung beob-
achtet.

Tabelle 1. Schmelztemperaturen 7, [ °C] und Hypochromie (in Klammern) [a].

¢ (NaCl) [mm] 13/14 13/15 12/14 12/15
10 47 (24) [b] 19 (10)
100 55 (24) 52 (24) [b] 34 (10)
210 58 (24) [b] 39 (12)
910 65 (24) [b] 40 (12)

[a] Die thermische Denaturierung wurde in einem Phosphatpuffer (pH 7) bei
den angegebenen NaCl-Konzentrationen durchgefithrt. Die Kurven wurden
durch Aufzeichnung der Absorption bei 260 nm (Durchschnitt von 30 Ablesun-
gen) in Abstanden von 1 min zwischen 5°C und 80 °C und einer Aufheizge-
schwindigkeit von 0.5 Kmin~' erhalten. [b] 7}, wurde nicht beobachtet.

Diese Selektivitdt ist auch durch ,,Native-Gel**-Hybridi-
sierung eindeutig nachzuweisen. Gemische der komplemen-
tiren Oligomere 12 und DNA 14, 12 und RNA 15, DNA 13
und DNA 14 sowie DNA 13 und RNA 15 wurden in 30proz.
Saccharose-Losungen, die 10 mM Magnesiumchlorid enthiel-
ten, inkubiert und auf verschiedene Spuren eines Polyacryl-
amidgels (PAG) aufgetragen, welches keinen Harnstoff ent-
hielt. AuBerdem wurden die Oligomere 12 bis 15 auch einzeln
aufgetragen. Nach Elektrophorese (4°C, 18 h, 5 mA) zeigte
das Gel Banden, die folgenden Duplexen entsprachen: DNA
13/DNA 14, DNA 13/RNA 15 sowie 12/RNA 15. Die Bande
von 12/15 wanderte sehr viel langsamer als die der Duplexe
13/14 und 13/15. Diese Tatsache spiegelt die geringere Ladung
des Komplexes 12/15 (drei Phosphatgruppen weniger) wider.
Die Spur, die das Gemisch von 12 und DNA 14 enthielt, zeigte
dagegen zwei den nicht-assoziierten Einzelstringen entspre-
chende Banden.

Die Selektivitit von 12 fiir RNA ist iiberraschend. Es
existieren nur wenige Beispiele fiir Oligonucleotid-Analoga,
die zwischen DNA und RNA unterscheiden kdnnen, und
diese Systeme unterscheiden sich stark von natiirlichen
Strukturen!!3l. Es ist bekannt, daB DNA sehr viel bewegli-
cher ist als RNA, was sich darin zeigt, dal RNA-Duplexe
normalerweise A-Typ-Helices bilden, wihrend DNA-Du-
plexe polymorph sind*#!. Man sollte demnach erwarten, da83
jedes modifizierte System, das an RNA bindet, auch DNA
komplexiert. Es ist nun eine Herausforderung, eine Erkla-
rung fiir dieses ungewohnliche Selektivititsverhalten zu fin-
den.

Experimentelles

5: Eine Losung von 3 (505 mg, 1.17 mmol) und 4 (479 mg, 1.29 mmol) in 14 mL
DMF wurde unter Stickstoff zu einer Suspension von Cs,CO, (549 mg,
1.68 mmol) in wasser- und sauerstofffreiem DMF (9 mL) gegeben. Das Reak-
tionsgemisch wurde 1 h gerithrt. Dann wurde das Losungsmittel abgedampft,
der Riickstand mit Dichlormethan extrahiert und die organische Phase mit
wiiBrigem Hydrogencarbonat und Wasser gewaschen. Nach chromatographi-
scher Reinigung des Rohrprodukts (SiO,, EtOAc/Hexan =1/2.5) wurde das
Sulfid § (84 %) erhalten. — *"H-NMR (300 MHz, CDCly): 6 = 0.092 (s, 6 H:
SiMe,), 0.90 (s, 9H, ¢Bu), 1.60—-1.80 (m, 2H; H1"), 1.92, 1.93 (25, 6H; 2 x 5-
Me), 2.10, 2.15 (25, 6 H; 2 x COMe), 2.18-2.26 (m, 2H; *H2"), 2.41-2.51 (m,
1H; *H3"), 2.51-2.70 (m, 2H; *H2"), 2.75 (A von ABX, 1H; *H5'A), 2.78 (B
von ABX. 1H; *H5B), 3.94 (q, 1 H; *H4), 4.10 (dt, 1 H; *H4'), 4.28-4.37 (m,
3H:3HY¥,°H5), 5.45(d, 1H; H2), 5.61 (s, 1 H; *H1'), 6.21 (t, 1 H; *H1’), 7.30,
7.56 (25, 2H; 2xH6), 9.01 (br s, 2H; 2xNH); J(°H1'°H2") = 0 Hz,
JGH1'3H2) = 6.6, J(°H2,SH3) = 6.0, JCH3,°H4') =7.5, JCH3 *H4) =
4.5, JCH4 PHS5A) = 5.7, JCH4',*H5B) =49, *JCHSA*H5B) = —13.8;
13C-NMR (75.4 MHz, CDCl,); § =11.11 (2 x 5-Me), 17.12 (Si-C-Me;), 20.22,
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20.32 (2 x CO-Me), 24.31 (’C1"), 25.21 (Si-Me,, Si-C-Me;), 30.50 (°C2'), 33.49
(3C5'), 39.87 (3C2'), 40.16 (°C3"), 62.88 (°C5"), 73.01 (°C3'), 76.67 (°C2'), 81.69,
84.54,85.18 (3C1', 2 x C4),91.27 (°C1'), 110.25, 110.70 (2 x C5), 135.35,135.62
(2 x C6), 149.82, 150.10 (2 x C2), 163.79, 163.87 (2 x C4), 169.21, 169.94 (2 x
CO-Me); FAB-MS (Glycerin/NBA (Nitrobenzylalkohol)): m/z 725 (MH",
7.5%), 599 (MH* — ThyH, 52), 473 (MH" — 2ThyH, 12), 399 (33), 341 (57),
295 (17), 213 (100).

8: FAB-MS: m/z 871 (MH*, 59%), 745 (MH* — ThyH, 28), 551 (MH"-
DMTrOH, 87); HRMS (FAB, Glycerin): m/z ber.: C,sH;,N,0,,S: 870.31459,
gef.: 870.31421.

9: FAB-MS: m/z 1072 (MH®, 10%), 946 (MH® — ThyH, 8), 853
(MH" — iPr,NP(OH)OCH,CH,CN, 5), 768 (MH* — DMTT, 9) 551 (16), 457
(100); 3'P-NMR (81.0 MHz, CDCL,): § =148.94, 149.31.

12-15: Die DNA-Oligomere wurden mit einem Applied-Biosystems-DNA/
RNA-Syntheseautomaten (Modell 381A) unter Verwendung von Amidin-ge-
schiitzten Phosphoramidaten und LCAA-CPG-tragenden (LCAA = long
chain alkyl amine, CPG = Controlled Pore Glass) 3'-terminalen Desoxyribo-
nucleosiden dargestellt. Die Oligomere wurde in Mengen von 1.0 umol iiber den
Standardcyclus synthetisiert. Im Falle von 12 wurde eine 0.08 M-Lésung von 9
an einen fiinften EinlaB des Syntheseautomaten gebracht und die Kupplungs-
zeit von 60 s auf 10 min verlingert. Der Wirkungsgrad der Kupplung war
normalerweise >98 %, wie man anhand der Freisetzung des DMTr-Kations
verfolgen konnte. Das RNA-Oligomer 15 wurde unter Standardbedingungen
dargestelit.
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Molekulare Erkennung von
Hexaaquaiibergangsmetall(11)-Ionen **

Yon Ulf Auerbach, Claudia Stockheim,
Thomas Weyhermiiller, Karl Wieghardt*
und Bernhard Nuber

Professor Heinrich Noth zum 65. Geburtstag gewidmet

Die Bedeutung nichtkovalenter Wechselwirkungen bei der
molekularen Erkennung von Molekiilen in Lésung fiir bio-
logische Rezeptoren und fiir supramolekulare Molekiilver-
biinde ist unumstritten. Sterisch giinstige hydrophobe (z.B.
Stapelung aromatischer Baueinheiten) und hydrophile
Wechselwirkungen (Wasserstoffbriickenbindungen) sind fiir
die stereognostischen!!! Eigenschaften von Molekiilverbin-
den entscheidend. Die ,,Koordination in der zweiten Koordi-
nationssphire® wird nach Stoddart et al.!?! als die nicht-
kovalente Bindung molekularer Einheiten an die erste
Koordinationssphire eines Ubergangsmetallkomplexes defi-
niert. Dieses Konzept geht auf A. Werner zuriick!l. Beson-
ders eindrucksvoll ist die Bindung von Kronenethern, bei-
spielsweise in der zweiten Koordinationssphdre von
Amminkomplexen durch Bildung mehrerer N-H - - - O-Briik-
kenbindungen, dokumentiert'*. Cyclodextrine!®! und
Calix[4]arene!® haben dagegen sogenannte hydrophobe Ta-
schen, in die Komplexe mit hydrophoben Liganden eingela-
gert werden konnen. Wir haben nun beobachtet, dafl
oktaedrische Neutralkomplexe mit einer cis-Trisphenolato-
metall(im)-Struktureinheit ~ Hexaaquaiibergangsmetall(i)-
Tonen in der zweiten Koordinationssphire mit einer gewissen
Selektivitit zu binden vermogen.

Kiirzlich haben wir berichtet, daB3 der Ligand 1,4,7-Tris(5-
tert-butyl-2-hydroxybenzyl)-1,4,7-triazacyclononan (LH,)
mit Cr''-, Fe- und Co™-Tonen auBerordentlich stabile, in
allen organischen Losungsmitteln gut 16sliche Komplexe
LM™ 1-3 bildet!®l. Die drei koordinierten, cis-stindigen
Phenolato-Sauerstoffatome in 1-3 haben noch basische Ei-
genschaften, wie ihre Reaktion mit wiBriger HCIO, in
CH,OH zeigt. Dabei bilden sich zweifach O-H:--O-ver-
briickte, dinucleare Komplexe des Typs [(LH),M}|(CIO,), -
2H,0'9). Diese Restbasizitit der O-Donoratome kann auch
zur Komplexbildung genutzt werden.

Die Umsetzung von 3 in Aceton mit den Hexaaquame-
tall(m)-Kationen [M"(OH,):]J(C10,), im Verhiltnis 2:1 fithrt
zu den kristallinen, dreikernigen Komplexen 4, 5a, 6-8.
Wird [Fe'™(OH,)J(Cl0,), eingesetzt, erhdlt man rote Kri-
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