Homopolymerisation: 100 mL frisch destilliertes THF wurden auf — 78 °C abge-
kiithlt und 10 mL (200 mmol) Ethylenoxid aus der Ampulle in das ReaktionsgefaB
iiberkondensiert. Nach Zugabe von 250 uL (0.4 mmol) BuLi wurde die Reaktions-
mischung 30 Minuten bei —78°C geriihrt. Zu dieser Losung wurden 0.4 mL
(0.4 mmol) /Bu-P, zugegeben und die Losung 48 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Die Reaktion wurde mit 0.1 mL Essigsdure abgebrochen, das Losungsmittel im
Vakuum entfernt, der Riickstand in wenig THF geldst und das Polymer in Diethyl-
ether ausgeféllt. Das weille pulvrige Polymer wurde im Vakuum getrocknet.
Ausbeute: 7.4 g (84%). *H-NMR: § = 3.61-3.65 (CH,-0).
Blockcopolymerisation: Zu 80 mL wasserfreiem Toluol wurden 8 mL (70 mmol)
Styrol gegeben. Nach Zugabe von 600 uL (0.70 mmol) sBuLi wurde die Reaktions-
mischung 3 h bel Raumtemperatur geriihrt. Die Ldsung wurde daraufhin auf
—78°C abgekiihlt, und es wurden 11 mL (220 mmol) Ethylenoxid zugegeben. Die
rote Farbe der Losung verschwand sofort. Nach 2h Rithren wurden 720 uL
(0.72 mmol) tBu-P, zugefiigt. Die Reaktionsmischung wurde weitere 48 h bei
Raumtemperatur geriihrt und die Reaktion schlieflich mit 0.1 mL Essigsdure abge-
brochen. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Riickstand in THF
gelost, in Petrolether ausgefallt und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 12.8g (75%). 'H-NMR: 6 = 3.61-3.65 (CH,-0), 7.16-6.20 ppm
(arom. C-H), 2.06—1.14 (aliphat. C-H).

Charakterisierung: GPC-Messungen wurden in Chloroform mit Microstyragel-
Siulen (PorengroBe 10°, 10* und 10 A) durchgefiihrt, Die Molekulargewichtsmit-
telwerte wurden auf der Basis einer universellen Kalibrierung und relativ zu engver-
teiltem Polystyrol und Polyethylenoxid bestimmt. Zur Detektion wurde ein
Differential-Refraktometer (Waters model 410) in paralleler Anordnung zu einem
Differential-Viskometer (Viscotek model H502) verwendet.

'H-NMR-Spektren wurden in CDCl, auf einem Bruker AC-200-Spektrometer bei
200 MHz gemessen (8(TMS) = 0).

"Li-NMR-Spektroskopie wurde in [D;]Toluol auf einem Bruker-AMX-500 Spek-
trometer bei 194.4 MHz durchgefiihrt. Eine 4 M LiClO,-Lésung in D,0 wurde als
externer Standard benutzt.
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Automatisierte Festphasensynthese platinierter
Oligonucleotide via Nucleosidphosphonate **

Jirgen Schliepe, Ulrich Berghoff, Bernhard Lippert
und Dieter Cech*

Verbindungen des Platins, speziell cis-Diammindichloropla-
tin(u) (Cisplatin, CDDP) und einige seiner Derivate, werden
heute in groBem Umfang bei der Behandlung einer Reihe von
Tumorerkrankungen eingesetzt!*). Die cancerostatische Aktivi-
tit dieser Verbindungen steht ursdchlich mit einer Reaktion mit
Zell-DNA sowie der Bildung kovalenter Addukte im Zusam-
menhang'?!, Auf der Grundlage umfangreicher Studien an Mo-
dellnucleobasen, Nucleosiden, Nucleotiden sowie kurzen DNA-
Fragmenten glaubt man heute, grundlegende Aspekte dieser
Wechselwirkungen zu verstehen®!. Studien zur Platinierung von
Oligonucleotiden wurden bisher ausnahmslos an vorsyntheti-
sierten Priparaten vorgenommen!®. Unseres Wissens gibt es
bisher keinen Bericht {iber ein platiniertes Oligonucleotid, das
iber die direkte Einfithrung eines platinierten Nucleotid-Bau-
steins in die vollautomatische DNA-Synthese erhalten worden
wire, obwohl gerade dieser Weg uniibersehbare Vorteile im Hin-
blick auf Variationsmoéglichkeiten bietet.

Wir beschreiben nun am Beispiel trans-(NH,),Pt"-modifizier-
ter Oligonucleotide deren automatisierte Synthese {iber ein 3'-
phosphityliertes Platin-Nucleosid-Synthon. Erste Studien zeig-
ten, daB es zweckmiBig ist, die Phosphitylierung vor der
Platinierung durchzufithren. Fiir diese Vorgehensweise gaben
wir aus Griinden der héheren Stabilitdt den Hydrogenphospho-
naten!®! gegeniiber den gingigeren Phosphoramiditen!®! den
Vorzug. Bisher haben wir uns auf die Umsetzung des 5'-di-
methoxytritylierten Thymidin-3'-phosphonats 1 mit trans-
{(NH,),PtCl,] (TDDP) konzentriert (Schema 1). 1 wurde ge-
miB Vorschrift synthetisiert!”), mit KOH zu 2 deprotoniert!®!
und anschlieBend mit frans-[(NH,),PtCl,] zum Pt-Komplex 3
umgesetzt!®!. 3 wurde elementaranalytisch sowie *H-NMR-,
195pt_NMR- und IR-spektroskopisch charakterisiert!*?. Das
195pt_.NMR-Signal von 3 (§ = — 2265, [D,]DMF) liegt im fiir
eine PtN,Cl-Koordinationssphére erwarteten Bereich!*!, und
seine chemische Verschiebung unterscheidet sich klar von denen
fiir freies srans-[(NH,),PtCl,] und dessen DMF-Solvolysepro-
dukte. Das Thymin-H6-Resonanzsignal in 3 ist gegeniiber dem
von 1 erwartungsgemaB hochfeldverschoben, wird aber von Re-
sonanzsignalen der Dimethoxytritylgruppe iiberlagert'*?l. Thre
Existenz kann jedoch mit *H,'H-COSY -Experimenten (Kopp-
lung mit C(5)CH, des Thymins) eindeutig belegt werden. Die
Formulierung von 3 als einem KCl-Addukt ergibt sich aus den
analytischen Daten! und ist mdglicherweise auf die von uns
mehrfach beschriebene Neigung!'* von N3-platiniertem Thy-
min oder Uracil zur Anlagerung weiterer Kationen tber O4
bzw. O2 zurilickzufiihren.

Die modifizierten Oligodesoxyribonucleotide 5-d(CXCA)
sowie 5-d(ATAGTAXACAGA) mit X = trans-[(NH;),Pt"[-T
wurden unter Verwendung von 3 mit einem vollautomatischen
Syntheseapparat (Gene Assembler, Pharmacia) dargestelit™**l.
Die Kopplung von 3 an die unmodifizierten Nucleotide erfolgte
entsprechend géngigen Syntheseprotokollen. Um die Ausbeute
zu verbessern, wurden 3 und das darauffolgende Phosphonat im

[*] Prof. Dr. D. Cech, Dipl.-Chem. J. Schliepe
Fachbereich Chemie der Humboldt-Universitat
Hessische StraBe 1-2, D-10099 Berlin
Telefax: Int. + 30/28972479

Dipl.-Chem. U. Berghoff, Prof. B. Lippert
Fachbereich Chemie der Universitit Dortmund

[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft gefordert.

0044-8249/96/10806-0705 8 15.00 +.25/0 705



ZUSCHRIFTEN

o) o
HC H.C K*
s NH : N-
, /K o l /k
DMTr-0 o. N o ——— opmmr-o N o
¢ ¢
n-!r:o H—II’=O
0" Nt 0" Nat
1 2
H
0 N\°/c1
H,C /Pt
N\
b} I /K NH,
DMTr~ N
-0 o o]
« KC|
Q
H~|,:=o
0~ Nat

3

Schema 1. DMTr = Dimethoxytrityl; a) +1 Aquiv. KOH, H,0; b) +1 Aquiv.
TDDP, N,N-Dimethylformamid (DMF).

Elongationscyclus in zwei- bis dreifachem Uberschufl einge-
setzt. Die Ausbeuten wurden zu 98.3% pro Kopplungsschritt
sowie zu 85.2% als Gesamtausbeute abgeschitzt (durch Mes-
sung der DMTr-Freisetzung). Nach dem letzten Cyclus wurden
die Oligonucleotide vom Triger abgespalten und mit Umkehr-
phasen-Hochleistungsfliissigchromatographie (RP-HPLC) ge-
reinigt!*5]. Die Ausbeuten an platinierten Produkten betrugen
ca. 30% (Abschitzung anhand der HPLC-Signalintensitéten,
Abb. 1) bezogen auf Ausbeuten dhnlicher Synthesen von unmo-

d (ATAGTAXACAGA)

260 nm
/Afwj\«J\rJ\\\/\‘\/\aa_,,/‘\/
d (CXCA)
/M\ww\/vx\ ﬁ\\ 280 om
[ — R T L
0 10 20 30 min

Abb. 1. HPL-Chromatogramme der Oligonucleotide d(CXCA) und d(ATAGTA-
XACAGA) (X = Pt-T) vor der Reinigung [15].

difizierten Oligonucleotiden. Wihrend die Ausbeuten in den
einzelnen Kopplungsschritten und die abgeschitzte Gesamtaus-
beute im Erwartungsbereich der Standard-Oligonucleotidsyn-
these lagen, deuten die niedrigen Ausbeuten an isoliertem Pro-
dukt auf zahlreiche Nebenreaktionen bei der Abspaltung und
Aufarbeitung, die weiter optimiert werden miissen, hin. Deplati-
nierungen der empfindlichen Oligonucleotide spielen dabei ver-
mutlich eine wesentliche Rolle. Bei Entschiitzung mit NH,
bleibt die im Synthesecyclus entstandene trans-(NH,), TPt"(py)-

706 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1996

Einheit unverdndert, eine Substitution durch NH, wie im
Fall Cl-haltiger Verbindungen ¢! findet nicht statt. Mit matrix-
unterstiitzter Laserdesorptions-Massenspektrometrie (MALDI-
MS) konnte vom platinierten 12mer der Molpeak erhalten
werden (m/z 3985.0; berechnet: 3984.7 fiir rrans-[(NH,),-
Py{d(ATAGTATACAGA)-N3-T(7)}Pt]*). Das Nichtvorliegen
des Triamminkomplexes wird bestdtigt durch den HPLC-Ver-
gleich der Retentionszeiten des nach enzymatischer Hydrolyse
erhaltenen platinmodifizierten Nucleosids mit dem synthetisch
hergestellten [(NH,),(N3-T)Pt]*!"). Bei Entschiitzung mit
NaOH bleibt die trans-(NH,;),Pt"-Struktur ebenfalls erhalten.
Fiir das platinierte 4mer ergab die Ionenspray-MS Monoisoto-
penpeaks von m/z 1439.8 (z =1) und m/z 720.9 (z = 2). Dies
entspricht gleichfalls dem Pyridin-koordinierten Platinkomplex
(m/z 1440).

Die synthetisierten platinierten Oligonucleotide wurden vor
und nach Deplatinierung mit Natriumcyanid gelelektrophore-
tisch untersucht!*®. Die platinierten Oligos zeigen erwartungs-
gemif eine Verschiebung gegeniiber den entsprechend unmodi-
fizierten Oligos!'®), die nach Cyanidbehandlung nicht mehr
beobachtet werden kann (Abb. 2). Die enzymatische Hydrolyse
unter den {iblichen Bedingungen®® zeigt im HPL-Chromato-
gramm (Abb. 3) die erwartete Bruttozusammensetzung der Oli-
gonucleotide®!!, Indiz fiir den erfolgreichen Einbau des plati-
nierten Thymidins sind die Peaks bei 27.1 und 2.6 min. Letzterer
sollte aufgrund der Polaritit der Substanz dem platinierten Thy-
midin zugeordnet werden. Die platinmodifizierte Substanz er-

1 2 3 1 2 3

Abb. 2. A) Gelelektrophorese von d(CXCA) vor (Bahn 1) und nach Deplatinierung
(Bahn 2) sowie von d(CTCA) (Bahn 3), B) Gelelektrophorese von d(ATAGTAXA-
CAGA) vor (Bahn 1) und nach Deplatinierung (Bahn 2) sowie von d(ATAGTATA-
CAGA) (Bahn 3) (18].

dAde
platin-
modifizierte dGua
Substanz Thyd platin-
dCyt modifizierte
R \\ Substanz A
J A N

30 min
Abb. 3. Enzymatische Hydrolyse des modifizierten 12mers (A) und des unmodifi-

zierten 12mers (B) mit 0.2 u Schlangengift-Phosphordiesterase und 2 u alkalischer
Phosphatase wie in Lit. [20] beschrieben.
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scheint allerdings zunichst bei einem Peak bei 27.1 min, der mit
der Zeit zugunsten des bei 2.6 min erscheinenden Peaks abge-
baut wird. Vermutlich handelt es sich bei der dem ersteren Peak
zuzuordnenden Verbindung um ein platiniertes Dinucleotid mit
dem eingebauten platinierten Thymidin, d. h., offenkundig fiihrt
die Modifikation zu einer Verlangsamung der enzymatischen
Hydrolyse. Derartige Produkte enzymatischer Hydrolyse fiir
modifizierte Oligonucleotide sind bekannt*?. Die Gegenwart
von Pt in den synthetisierten Oligonucleotiden wurde qualitativ
mit SnCl, diinnschichtchromatographisch sowie elektroche-
misch nachgewiesen!?’. Eine quantitative Pt-Analyse mit
Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) ergab 1.05 Pt pro Tetra-
mer bzw. Dodecamer.

Mittelfristiges Ziel unserer Arbeiten ist es, platinierte Oligo-
nucleotide zu synthetisieren, die in der Lage sind, iiber das Me-
tall-Ion mit Zielsequenzen von RNA oder DNA zu reagieren.
Entsprechende Reaktionen sind mit den von uns erhaltenen,
koordinativ abgesittigten Platin-Oligonucleotiden nicht zu er-
warten. Sie kénnten dann zur Entwicklung brauchbarer chemi-
scher Nucleinsdure-Sonden und/oder Antisense- und Antigen-
Agentien fithren!?4],
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Neuartige neutrale und anionische Rhodium-
Komplexe mit Imidoliganden**

Cristina Tejel, You-Mao Shi, Miguel A. Ciriano *,
Andrew J. Edwards, Fernando J. Lahoz und
Luis A. Oro*

Das Interesse an der Chemie von Imido-Ubergangsmetall-
Komplexen!! ist in den letzten Jahren stark gestiegen. Man
nimmt an, daB diese Verbindungen in vielen wichtigen Katalyse-
prozessen wie der Ammoxidation von Propen!?], der Reduktion
von Nitrilen!, dem Transfer von Imid-Gruppen!* und der Re-
duktion sowie der Carbonylierung von Nitroarenen!®! interme-
didr auftreten. Zudem sind sie Modellverbindungen fiir Habers
Ammoniaksynthese. Die meisten Komplexe mit Imidoliganden
enthalten frithe Ubergangsmetalle in hohen Oxidationsstufen,
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[**] Wir danken der Direccion General de Investigacion Cientifica y Técnica (DGI-
CYT) firr die finanzielle Unterstiitzung (Projekte PB94-1186 und PB92-86-C2)
und ein Stipendium fiir Y.-M. S. (als Gast des Dalian Institut of Chemical
Physics, chinesische Akademie der Wissenschaften) sowie dem Human Capital
and Mobility Program der Europdischen Union (CT93-0347) fiir ein Stipen-
dium fiir A.J. E.
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