ZUSCHRIFTEN

Diese Ergebnisse sind in Einklang mit einer Struktur, in der
die Silicateinheiten in den zentralen Bereichen der Schichten
liegen und die endstindigen Cyanbiphenylgruppen zu einem
gewissen Grad iberlappent®®), Somit kann die smektische
Hochtemperaturphase als S, -Phase klassifiziert werden.

Die Klarpunkte der Verbindungen liegen niedriger als die ver-
gleichbarer linearer Siloxane mit mesogenen Seitengruppen
dhnlicher Struktur!®. Substanzen mit analogen tetraedrischen
oder cyclischen Siloxanzentraleinheiten haben hingegen dhnli-
che Kldrpunkte und héhere Glaspunkte; ihre Polymorphie ist
jedoch geringer!->*''l_ Mit den hier erhaltenen Ergebnissen
lassen sich die Octasilsesquioxane zwischen linearen Polymeren
und kleineren, tetrameren und cyclischen Systemen einordnen.
Dies ist insofern nicht erstaunlich, da Octasilsesquioxane als
verzwillingte Tetraeder oder doppelte viergliedrige Ringe be-
trachtet werden kénnen.

Experimentelles

Die zur Untersuchung der Strukturen und der Reinheit der Substanzen sowie zur
Bestimmung des Verhaltens der Mesophasen angewandten Methoden und verwen-
deten Geriite wurden bereits beschrieben!s!.

1: Eine 10proz. wiBrige Lésung von Tetramethylammoniumsilicat (4.7 g, 0.05 mol)
wurde zu einer Lsung von Heptan (100 mL), Dimethylformamid (200 mL) und
Chiordimethylsilan (100 mL) gegeben, die zuvor 20 min lang geriihrt wurde. Nach
der leicht exothermen Reaktion wurde langsam auf 4°C gekiihit; anschlieBend
wurde 1 L Wasser mit einer Temperatur von 4°C langsam zugegeben. Die organi-
sche Phase wurde von der wiBrigen Phase getrennt und so lange mit Wasser gewa-
schen, bis sie sdurefrei war. Die organische Phase wurde unter vermindertem Druck
eingeengt und auf 4°C gekiihtt, um die Ausfillung von 1 als weilen Festkorper zu
beschleunigen. Das Produkt konnte nach Umkristallisieren aus Aceton in einer
Ausbeute von 1.48 g (73.8%) erhalten werden. Spektroskopische Daten: IR (K Br):
¥ = 2960 (C-H), 2142 (Si-H); 'H-NMR (270 MHz. CDCl,, TMS). 6 = 4.7 (s, 1 H,
Si-H). 0.2 (s, 6H, Si-CH};); ?Si-NMR (53.5 MHz, CDCl,. TMS): d = 0.5 (H-Si-
CH,), — 108.8 (§i-(0),).

2: Eine Lésung aus Toluol (20 mL). 4-Cyan-4'-(5-hexenyloxy(biphenyl) (0.55 g,
1.58 mmol) und 10 pL einer 3.0-3.5proz. Losung von Karstedts Katalysator in
Xylol wurdc vorbereitet und vorsichtig 20 s beliiftet. Dazu wurde bei Raumtempe-
ratur eine Losung von 1 (0.1 g, 0.098 mmol) in wasserfreiem Toluol (10 mL) trop-
fenweise innerhalb von 1 h gegeben. Einige Minuten nach der vollstindigen Zugabe
konnte im IR-Spektrum keine Si-H-Bande (2142 em™ ') mehr beobachtet werden.
Eine Spatelspitze Triphenylphosphan wurde zugesetzt, um den Katalysator in den
weniger reaktiven Triphenylphosphankomplex zu dberfithren. Die Lysung wurde
unter vermindertem Druck eingeengt; das oligomere Produkt wurde durch Ausfil-
len in Methanol isoliert, durch Filtrieren abgetrennt und durch mehrfaches Ausfil-
len aus Methanol so lange gereinigt, bis chromatographisch keine Monomere mehr
nachgewiesen werden konnten. Rekristallisation aus Pentan/Dichlormethan ergab
2in einer Ausbeute von 0.31 g(85%). Spektroskopische Daten: IR (KBr): ¥ = 3020
(Ar-H), 2940 (C-H), 2220 (C = N), 1600 (Ar), 860 (C-H)cm ' ; 'H-NMR (270 MHz,
CDCl;, TMS): 6 = 7.65 (m, 4H, Ar-H), 7.52 (m, 2 H, Ar-H), 6.95 (m, 2H, Ar-H),
3.93(t, 2H, Ar-O-CH,), 1.75 (m, 2H, O-CH ,-CH-), 1.45 (m, 6 H, CH,-CH,-CH,),
0.62 (t, 2H, t, CH,-Si), 0.14 (s, 6H, (CH,-Si); '*C-NMR (67.8 MHz, CDCl,):
¢ =0.01 (CH,-Si), 18.14 (CH,-Si), 23.49, 26.31, 24.78, 33.75, (CH,-CH,-CH,),
110.82(Ar. C4',C-CN), 115.19(Ar. C3,(5),126.89,128.48 (Ar. C2,C6,C2.C¥¢’),
131.56 (Ar. C1), 132.49 (Ar. C3, C5), 144.71 (Ar. C1"), 160.11 (Ar. C4, O-C),
118.87 (CN): *Si-NMR (53.5 MHz, CDCl;, TMS): 6 = 12.34 (Si-CH;), — 108.8
(81-(0),).
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Synthese und Eigenschaften von
PNA/DNA-Chiméren **

Eugen Uhlmann*, David W. Will, Gerhard Breipohl,
Dietrich Langner und Antonina Ryte

Synthetische Oligonucleotide spielen eine zentrale Rolle bei
einer Vielzahl molekularbiologischer Techniken, in denen sie
als Linker, Primer oder Gen-Sonden breite Anwendung fin-
den" 73 In jiingster Zeit ist jedoch ihre Bedeutung zur mégh-
chen therapeutischen Nutzung in Form von Antisense- oder
Antigene-Oligonucleotiden in den Vordergrund getreten!® 7.,
Damit Oligonucleotide in vivo die gewiinschte biologische Akti-
vitdt entfalten kénnen, miissen sie einerseits stabil sein gegen-
iiber den Nucleasen im Serum uad im Zellinneren, andererseits
missen sie zur Zellaufnahme beféhigt sein, um intrazefluldr in
sequenzspezifischer Weise an die Zielnucleinsduren zu binden.
Aus der grofien Vielfalt chemischer Modifikationen von Oligo-
nucleotiden® 81 nehmen nichtionische Oligonucleotid-Analo-
ga'® eine Sonderstellung ein, da man von ihnen neben einer
erhohten Stabilitit gegeniiber Nucleasen vor allem eine verbes-
serte Bindungsaffinitdt aufgrund der reduzierten Ladungsab-
stofung erwarten darf. Besonderes Interesse gilt dabei den Poly-
amid-Nucleinsduren (PNAs), da diese mit hoherer Affinitit an
komplementire DNA und RNA binden als die naturlichen
Oligonucleotide!!°~ 131,

PNAs sind Nucleinsdure-Mimetika, in denen das gesamte
Zucker-Phosphat-Geriist durch ein Riickgrat aus N-(2-Amino-
ethyl)glycin ersetzt ist. Obwohl PNAs in ihrer Bindung an kom-
plementare Nucleinsduren prinzipiell den Watson-Crick-Basen-
paarungs-Regeln gehorchen, haben sie gegeniiber den natiirli-
chen Nucleinsduren den Nachteil, daB sie nicht in eindeutiger
Orientierung binden, sondern sowohl antiparallele wie auch
parallele Duplexe bilden konnen! 31, Neben ihrer Tendenz zur
Selbstaggregation besteht ein weiteres Problem hinsichtlich ih-
rer Verwendbarkeit als Antisense-Oligonucleotide darin, daB
sie, wenn iiberhaupt, nur in sehr geringer Menge ins Zellinnere
aufgenommen werden!!?!, Hier berichten wir iiber eine Metho-
de zur vollautomatischen Synthese von PNA/DNA-Chiméren
(Abb. 1), die alle vier natirlichen Nucleobasen enthalten. Es
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1a o

NH-(CH,),OH

wird gezeigt, daB3 diese PNA/DNA-Chiméren nur in der bevor-
zugten antiparallelen Orientierung an komplementire DNA
und RNA binden. Aufgrund der negativen Ladungen im DNA-
Teil werden die Neigung zur Aggregation und die damit verbun-
dene Schwerloslichkeit positiv beeinfluft.

Die Synthese von PNA/DNA-Chimdren sollte idealerweise in
beliebiger Sequenz (DNA-PNA oder PNA-DNA; Leserichtung
ist in Analogie zur reinen DNA von 5 nach 3') ,,on-line* am
Syntheseautomaten unter Beibehaltung der kommerziell erhilt-
lichen DNA-Bausteine moglich sein. Bisher wurde nur {iber sol-
che Synthesen von PNA/DNA-Chimiren berichtet, in denen
der DNA-Anteil ausschlieBlich aus den sdurestabileren Pyrimi-
din-Nucleosiden bestandf*~ 161 wobei in einem Fall zuséitzlich
speziell geschiitzte DNA-Bausteine erforderlich waren!*. Die
Bindungsaffinitit der PNA-DNA-Chimiren!'*) und der DNA-
Homo-PNA-Chimiren!!® war in diesen Untersuchungen nied-
riger als die der entsprechenden DNA-Analoga. Erst kiirzlich
haben wir liber die Synthese von reinen PNAs mit neuen PNA-
Monomerbausteinen berichtet!!”), in denen die gegen schwache
Séduren labile Monomethoxytrityl-Gruppe (Mmt) als tempori-
rer Schutz fiir die Aminofunktion des Aminoethylglycins dient,
wihrend die Aminofunktionen der Nucleobasen mit basen-
labilen Acylschutzgruppen versehen sind. Diese orthogonale
Schutzgruppen-Strategie ist pradestiniert fiir eine Kombination
mit der Phosphoramidit-Synthese von Oligonucleotiden nach
Caruthers!®!,

Zur Herstellung der DNA-PNA-Chiméren 1a, die 5'-termi-
nal mit DNA beginnen und mit PNA am (Pseudo-) 3'-Terminus
enden, wird zunéchst wie beschrieben!'”! der PN A-Teil mit den
PNA-Monomerbausteinen 2a—d (Abb. 2) an CPG (controlled
pore glass) als Trager aufgebaut. Durch Ankniipfung des Uber-
gangsbausteins 3a—d, der sich von N-(2-Hydroxyethyl)glycin
ableitet, eroffnet sich die Moglichkeit der Reaktion mit entspre-
chenden Nucleoside-Phosphoramiditen 4a—d. Mit einem erwei-
terten DNA-Synthesizer (Firma Eppendorf-Biotronik GmbH,
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Abb. 2. Struktur des Bausteine fiir die PNA-Synthese (2a—d) und die DNA-Synthe-
se (4a—d), sowie die Ubergangsbausteine PNA — DNA (3a—d) und der Uber-
gangsbausteine DNA — PNA (5a—d).

GmbH, Maintal) mit insgesamt zehn Positionen fiir Monomer-
bausteine konnten erstmals vollautomatisch die DNA-PNA-
Chiméren 6—9 (Abb. 3) hergestellt werden, die alle vier Nucleo-
basen im PNA-Teil sowie im DNA-Teil enthalten. Die 5'-termi-
nale Dimethoxytrityl-Schutzgruppe wird noch am Synthesizer
abgespalten, gefolgt von der Ammoniakbehandlung zur Ablo-
sung des Produkts vom Trager und Entfernung der basenlabilen
Phosphat- und aller Aminoschutzgruppen der Nucleobasen. Da
das eingesetzte CPG mit einem basenlabilen 6-Aminohexylsuc-
cinat-Linker!”! derivatisiert ist, fallen die DNA-PNA-Chimi-
ren in Form der terminalen Hydroxyhexylamide an. Die DNA-
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PNA/DNA-Chimir PNA-Anteil A (DNA-PNA-Chimar)-DNA 6-15 B DNA-DNA 12-15

0.45 0.37
6 5'-ACATCAtggtcg-h 50% 0.44 0.36
0.43 0.35

7 5'-aTGacggaata-h 72% 0.42 :
0.41 0.34
8 5' -GGGACCAtggcagee-h 53% 0.40 0.33
A 038 A 032

9 5'-CGCGAAttcgeg-h 50% 0.38 y
g 0.37 0.3
10 (5')Ac-ctctteTTTTtcttcte-h 76% 036 T T T T 1 0.30

10 20 30 40 50 60 70 80 90 10 20 30 40 50 60 70 80 90
1 5'-TTTTTTZtttttt-h 50%

Komplementdre Sequenzen und Referenz-

Sequenzen: c (DNA-PNA-Chimar)- RNA 6-17 D PNA-DNA 1315
12  5'-ACATCATGGTCG-3', 21 5'-CGTCCATGATGT-3"' 0.40 0.32
13 (5') -acatcatggtcg-h 22  5'-TATTCCGTCAT-3' 0.39 0.31
14  5'-ACATCATGGTCG-3' 23 5'-GGCTGCCATGGTCCC-3' 0.38 0.30
15  5'-CGACCATGATGT-3' 24  5'-TTTTTTTTTTTT-3' 0.37 ’
16  5'-TGTAGTACCAGC-3' 25  5'-GAGAAG-3' 0.36 0.29
17 5'-r(CGACCATGATGT) -3’ 26 5'-CTCTTCTTTTTCTTCTC-3' 0.35 0.28
18 5'-r (TGTAGTACCAGC)-3' 27  5'-GGGACCATGGCAGCC-3' A oaa A 027
19  5'-CGACCATGTTGT-3' 28  5'-ATGACGGAATA-3' 033 0.26
20 5'-CGACCTTGATGT-3"' 29 5'-CGCGAATTCGCG .
0.32 0.25
10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 1020 30405060708090
T/°C —» T{°C ——m
b = HN-(CH,) ,-OH Ac = CH3-CO Z = 0-{CH,)5CO Abb. 4. Schmelzkurven der Duplexe aus dem DNA-PNA-Chimiren 6 und der kom-
B plementiren DNA 15 (A) oder RNA 17(C) im Vergleich zu den Duplexen aus DNA
n = N = B N = B 12 (B) oder PNA 13 (D) und der kompiementiren DNA 15.
B -HN- -o-
[s] [} o
4 Tabelle 1. Vergleich der 7, -Werte [a] der Duplexe aus dem DNA-PNA-Chiméren 6 und
~ o/\/N\/lLN/ [N o. S der komplementiren DNA oder RNA mit den entsprechenden Duplexen, die DNA 12
P P
H VZAN o// \O oder PNA 13 enthalten.
Abb. 3. Sequenzen der im Text diskutierten Oligomere. Nucleotid-Einheiten sind in Sequenz Orien- T, [°C] T,[°C]
GroBbuchstaben, PNA-Einheiten in Kleinbuchstaben dargestellt. tierung gegen  gegen
des DNA RNA
Duplexes
PNA-Chiméren 6-9 sind gut wasserloslich und kénnen durch
Elektrophorese auf Polyacrylamid-Gelen oder mit Hochlei- 1517 8'-TGT AGT ACC AGC-5'  DNA/RNA [b]

; iissiech ¢ hie (HPLC 1 ( h 6 5'-ACA TCA tgg tcg-h  DNA-PNA aple] 526 52.1
stungsfliissigchromatographie ( ) auf Jonenaustauscher- |, ¢/ _ych 704 oG TCG-5'  DNA ap 479 445
Sdulen gereinigt werden. Zur Synthese des PNA-DNA-PNA- 13 (5')aca tca tgg tcg-h PNA ap 587 623
Chimérs 10 wird zunidchst der DNA-PNA-Teil wie zuvor fiir 14 5'-ACA TCA TGG TCG DNA-(S-DNA)  ap 434 a7
6-9 beschrieben aufgebaut. Als Ubergangsbaustein zum 5'-ter- ;6/ 18 g:’igi égi icc iGC'i' ggi/}l};f: 16l W <15 <3

. . . . ’ - gg tecg- - p
minalen PNA-Teil (Abb. 1, Struktur 1b) wird ein 5-N-MONo- 13 (5)aca toa teg tee-h PNA P 476 435

methoxytrityl-5-amino-2’,5'-dideoxynucleosid-3'-O-phosphor-

T!°C ——» T1°C ——=

[a] Die T,-Werte wurden unter physiologischen Bedingungen (140 mM KCI, 10 mm
NaH,PO,, 0.1 mM Na-EDTA, pH 7.4) in der Kithlphase von 85°C nach 15°C mut
0.5K min~? bei 260 nm gemessen. [b] Fiir RNA ist T = U. [c] ap = antiparalleler

amidit 5a-d gekuppelt, an dessen Aminofunktion nach
Detritylierung mit Trichloressigsdure der PNA-Teil synthetisiert

wird. Alle neuen Verbindungen 6—11 wurden mit Elektrospray-
Massenspektrometrie charakterisiert.

Zur Ermittlung der Bindungsaffinitit der DNA-PNA-Chi-
méren an komplementire Nucleinsduren wurde die Schmelz-
temperatur 7., der Duplexe bestimmt. Abbildung 4 zeigt die
Schmelzkurven des chimiren (DNA-PNA) -+ DNA-Duplexes
6 -15 (Abb. 4 A) im Vergleich zum DNA + DNA-Duplex 12 15
(Abb. 4B) und PNA - DNA-Duplex 13 :15 (Abb. 4D). Der T, -
Wert des PNA - DNA-Duplexes liegt mit 59 °C am hdchsten,
aber auch der chimire (DNA-PNA) - DNA-Duplex mit einem
T, -Wert von 53 °C zeigt eine deutlich erhohte Stabilitit im Ver-
gleich zum natiirlichen DNA - DNA-Duplex (7, = 48°C).
Wihrend das reine PNA 12 mit 15 in antiparalleler (7, = 59 °C)
und mit 16 in paralleler Orientierung (7, = 48 °C) bindet, geht
das analoge DNA-PNA-Chimdr 6 nur mit dem antiparallelen
Oligonucleotid 15 eine Doppelstrangbildung ein; der parallele
Duplex 6 -16 dagegen ist bei Raumtemperatur nicht nachweis-
bar (Tabelle 1). Da fiir die Anwendung der DNA-PNA-Chimé-
ren als Antisense-Strukturen ihre Bindung an mRNA relevant
ist, wurden die 7, -Werte der verschiedenen Oligomeren auch
gegen komplementire RNA-Sequenzen gemessen (Tabelle 1,
Abb. 4C). Wiederum bildet das Oligomer 6, das zu 50% aus
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Duplex; [d] p = paralleler Duplex.

PNA besteht, einen deutlich stabileren antiparallelen Duplex als
das DNA-Analogon (47, = 8 K). Das reine PNA zeigt zwar in
der antiparallelen Anordnung eine héhere Bindungsaffinitit als
das Chimire und das Oligodesoxynucleotid, bindet jedoch zu-
satzlich wieder an eine parallele komplementare Sequenz. Da in
biologischen Systemen bisher fast nur Oligonucleotid-Phos-
phorothioate untersucht wurden, galt unser Interesse einem
Vergleich mit dem Phosphodiester-Phosphorothioat-Chiméren
14, bei dem die im DNA-PNA-Chiméiren analogen Basen als
Phosphorothioat (S-DNA) vorliegen. Interessanterweise bildet
das DNA-PNA-Chimir 6 mit der komplementiren RNA 17
einen um etwa 10 K hoher schmeizenden Duplex als das ent-
sprechende DNA-(S-DNA)-Chimér 14. Die Bindungsaffinitdt
héngt im groBen MaBe vom Verhiltnis PNA:DNA im Chimir
ab. So schmilzt der Duplex des Undecamers 7, bei dem 72 % des
Oligomers als PNA vorliegen, um 14 K hoher als der des ent-
sprechenden DNA-Analogons 28 (Tabelle 2). Das Chimar 8 ist
im DNA-Teil {iber Phosphorothioat-Briicken verkniipft und
bindet ebenfalls besser an komplementire DNA als das entspre-
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Tabelle 2. Vergleich der 7, -Werte der DNA/PNA-Chiméren 7-10 in ihren Duplex-
en mit denen der korrespondierenden DNA-Oligomeren 26 29,

Chimir - DNA 7, 1°C] DNA - DNA T, [°Cl
722 53.5 28-22 399
823 68.4 27-23 64.6
9-9 fa 67.5 2929 54.5
10 - 25 [b] 64.6 26-25 27.3

[a] liegt als Chimiir - Chimér-Duplex vor: [b] bei pH 5 gemessen, liegt als
5'-CGCGAAtLtegeg-3! Tripelhelix vor:
3! -pgcgctt AAGCGC- 5! St.ctette-TT
31 -GAGAAG T
(8")-ctctte-£T

chende Oligonucleotid 27. Das selbstkomplementire DNA-
PNA-Chimire 9, bei dem {iber den gesamten Duplex 9-9 die
PNA- mit den DNA-Basen paaren, hat einen um 13 K héheren
T -Wert als der DNA-analoge Duplex 29 - 29. Das PNA-DNA-
PNA-Chimére 10 ist so konzipiert, dall der carboxyterminale
PNA-Teil (Pseudo-3"-Ende) liber Watson-Crick-Basenpaarung
an das komplementire Hexamer 25 bindet, wobei der DNA-Teil
als Schleifenstruktur zur Riickfaltung dient, um die Bindung des
aminoterminalen zweiten PNA-Teils liber Hoogsteen-Basen-
paarung zu ermdglichen. Die im sauren Milieu resultierende
Triplex-Struktur zeigt fiir einen Hexamer-Komplex einen er-
staunlich hohen T,-Wert von 65°C im Vergleich zum DNA-
Analogon, das bereits bei 27 °C schmilzt.

Um die Spezifitdt der Basenpaarung im PNA- und DNA-Teil
des PNA-DNA-Chiméren zu itberpriifen, wurden die Schmelz-
temperaturen des DNA-PNA-Chimédren 6, des DNA-Oligo-
mers 12 und des PNA-Oligomers 13 gegen komplementére
DNA-Sequenzen mit jeweils einer Basen-MiBpaarung an drei
unterschiedlichen Positionen gemessen. Eine Miflpaarung be-
findet sich im DNA-Teil, eine im PNA-Teil und eine direkt am
DNA — PNA-Ubergang. Wie aus Abbildung 5 ersichtlich, sind

12 (6, 13) 5'-ACATCATGGTC G-3'

15 3'-TGTAGTACCAG C-5'
19 3'-TGTTGTACCAG C-5'
20 3'-T GTAGTTCCAG C-5'
21 3'-T GTAGTACCTG C-5'
Sequenz 19 20 21

6 PNA-DNA 10.1 6.8 11.0

12 DNA 10.3 7.3 9.3 AT, (K]
13 PNA 10.2 7.5 10.5

Abb. 5. Vergleich der Anderung der 7,-Werte (4T, [K]) der Duplexe aus dem
DNA-PNA-Chimiren 6, DNA 12 oder PNA 13 und dem komplementiren DNA-
Strang 15 mit den entsprechenden Duplexen. in denen im komplementiren DNA-
Strang 19-21 an drei unterschiedlichen Positionen Basen-MiBpaarungen (A — T)
eingefiihrt wurden.

die destabilisierenden Effekte, die durch die Basenmifipaarung
relativ zum Paarungskomplex mit DNA 15 verursacht werden,
an den identischen Positionen fiir PNA und DNA anndhernd
gleich. Eine BasenmiBpaarung am Ubergang von DNA — PNA
fuhrt ebenfalls zu einer deutlichen Absenkung des 7, -Wertes.
Dies spricht dafiir, daB auch die Nucleobase des Ubergangsbau-
steins kooperativ an der Bindung zur komplementiren Nuc-
leinsdure teilnimmt. Es kénnen aber auch besser zugingliche
Ubergangsbausteine eingebaut werden, die allerdings nicht an
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der Basenpaarung teilnehmen, beispielsweise der y-Hydroxy-
buttersiure-Linker in Sequenz 11. Die Tatsache, daB der 47 -
Wert bei Einfithrung einer BasenmiBpaarung fiir das DNA-
PNA-Chimire geringer ist als fiir die reinen PNA- oder DNA-
Oligomere, koénnte dafiir sprechen, daB am Ubergang von
DNA — PNA cine geringfiigige strukturelle Storung vorliegt.

Im Hinblick auf eine Anwendung der PNA/DNA-Chiméren
als Antisense- oder Antigene-Oligomere ist es unverzichtbar,
daB diese Verbindungen in das Zellinnere gelangen. Daher wur-
de das DNA-PNA-Chimire 11 am 5'-Ende des Oligonucleotid-
Teils mit **S-y-ATP radioaktiv markiert und seine Aufnahme
bei Inkubation mit Verozellen bestimmt. Abbildung 6 zeigt, daf

= PNA-DNA (1 uM)
g  DNA (1uwm
081 - - |E3 PNA-DNA (10 um)
DNA (10 itw) Rz

0.6} - - -

04

0.2

—_
~
N
Y

Abb. 6. Zelluliire Aufnahme des am 5'-Ende des Oligonucleotid-Teils mit 3°S-y-ATP
radioaktiv markierten DNA-PNA-Chiméiren 11 im Vergleich zum entsprechend
markierten DNA-Qligomeren 24 bei 37 °C in Verozellen.

die zellulire Aufnahme des DNA-PNA-Chiméren, gemessen als
zellassoziiertes Oligomer!'®), bei 1 uM und bei 10 pM extrazellu-
ldirer Oligomerkonzentration nahezu identisch ist mit der des
entsprechenden Oligodesoxynucleotids 24. Erste Untersuchun-
gen in Zellkultur zeigen, dall die DNA-PNA-Chimiren als Anti-
sense-Oligomere die Expression spezifischer Target-Gene selbst
dann zu hemmen vermogen, wenn der DNA-Anteil nur 30%
ausmacht. Von Bedeutung koénnte dabei sein, daB die PNA-
DNA-Chimiren im Gegensatz zu den reinen PNAs im Duplex
mit RNA die zellulire RNase H aktivieren, wodurch wie im
Falle eines DNA - RNA-Duplexes eine Spaltung der RNA in-
duziert wird. RNase-H-aktivierende Oligonucleotid-Analoga
sind im allgemeinen hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitit
solchen Derivaten iiberlegen, die dieses Enzym nicht aktivie-
rent* 31,

Wir haben eine allgemein anwendbare Methode zur automa-
tischen Synthese von DNA/PNA-Chimiren entwickelt, die
kompatibel mit der Standard-Festphasen-Synthese von Oligo-
nucleotiden ist und keine zusétzlichen Schritte bei der Entschiit-
zung der Oligomeren erfordert. Die Bindungsaffinitit der
DNA-PNA-Chimiren ist héher als die dhnlicher DNA-Phos-
phorothioat-Chimérer oder natirlicher Oligonucleotide. Im
Gegensatz zu den reinen PNAs binden die untersuchten DNA-
PNA-Chiméren unter physiologischen Bedingungen ausschlief3-
lich in der bevorzugten antiparallenen Orientierung. Die DNA-
PNA-Chimiren, in denen der PNA-Teil an das 3'-Ende der
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DNA konjugiert ist, sind besonders stabil gegen 3'-Exonucle-
asen, die im Serum den Hauptanteil der Oligonucleotid-ab-
bauenden Enzyme bilden. Da die DNA-PNA-Chimiiren von
Zellen in dhnlichem AusmaB wie Oligonucleotide aufgenommen
werden, zudem weitgehend nucleaseresistent sind und eine gute
Bindungsaffinitit an komplementire RNA haben, entsprechen
sie den an Antisense-Wirkstrukturen gestellten Anforderungen.

Eingegangen am 15. Juli 1996 [Z 9333]
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Phosphonsiiureester-Nucleinsiiuren (PHONAs):
Oligonucleotid-Analoga mit achiralem Riickgrat
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Sascha Augustin, Gerhard Breipohl, David W. Will,
Andrea Schifer und Holger Wallmeier

Oligonucleotide haben als Therapeutika und in der Diagno-
stik stark an Bedeutung gewonnen!!: 2. Insbesondere an Anti-
sense-Oligonucleotide werden neben der effizienten, sequenz-
spezifischen molekularen Erkennung von DNA und RNA
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weitere Anforderungen gestellt, wie Nucleasestabilitit und Zell-
giingigkeit!- 2, Daher kamen zahlreiche Oligonucleotid-Analo-
ga mit verbesserten Eigenschaften zum Einsatz!'!; Derivati-
sierungen der Oligonucleotide reichten von der einfachen Modi-
fikation der Phosphodiester-Briicke, z. B. in Phosphorothioa-
ten, bis hin zum Austausch der Phosphat-Gruppe!!: ! oder des
gesamten Zucker-Phosphat-Riickgrats, z.B. in den Morpho-
lino-Nucleosid-Oligomeren!*! oder den Polyamid-Nucleinsiu-
ren (PNAs)L Die PNAs (Schema 1) stehen wegen ihrer hervor-

B B
o o o 0o
/ﬁ\ \\P/ /ﬁ\ \\P/ oM
\O o~ ~0 0/ \0/

B
0 Kﬁo o Kﬁo PNA
\H)J\/N\/\N/U\/N\/\H/
H
B 8
PHONA

Schema 1. Strukturelemente von DNA, PNA und PHONA.

ragenden Bindungseigenschaften an komplementare DNA und
RNA im Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses. Sie sind
aus (N-2-Aminoethylglycin)-Einheiten aufgebaut, an die die
Nucleobasen iiber einen Methylencarbonyl-Linker gekoppelt
sind. Die Synthese der PNAs erfolgt durch Kondensation der
Monomere nach peptidchemischen Methoden!®~ 7). PN As sind
zur PNA-DNA-Duplexbildung und zur Bildung auBergewohn-
lich stabiler (PNA),-DNA-Tripelhelices fahig. Die grofiten Pro-
bleme bei der Anwendung der PNAs als Therapeutika sind ihre
schlechte Wasserloslichkeit, die mit einer hohen Tendenz zur
Selbstaggregation verbunden ist, sowie eine unzuldngliche Zell-
aufnahmel®- 81,

Wir beschreiben hier den Aufbau eines achiralen Riickgrats,
an das die Nucleobasen dhnlich wie bei den PNAs iiber Methy-
lencarbonyl-Linker gekniipft sind und das negative Ladungen
trigt, um eine ausreichende Wasserloslichkeit zu garantieren.
Um die Bindung an komplementire DNA zu gewihrleisten,
wurde auch der Abstand zwischen den Basen von der PNA-
Struktur ibernommen. Ein Geriist, das diese Forderungen er-
fiillt, ist das N-(2-Hydroxyethyl)aminomethylphosphonsiure-
ester-Riickgrat (Schema 1; phosphonoester nucleic acid =
PHONA). Im folgenden beschreiben wir die Synthese eines
Nonamers dieser Verbindungsklasse sowie dessen Bindungsei-
genschaften an komplementire DNA. Als Nucleobase wihlten
wir Thymin, da dieses keiner zusitzlichen Schutzgruppe bedarf.

Die Synthese des Nonamers erfolgte in Losung durch Block-
kondensation, die bei der DN A-Synthese nach der Phosphotri-
ester-Methode erfolgreich eingesetzt wurde!®). Entscheidend fiir
eine erfolgreiche Synthese oligomerer Verbindungen ist die
‘Wahl geeigneter Schutzgruppen. Fiir die Monomere 1 a—c wihl-
ten wir die orthogonale Kombination aus 4-Methoxyphenyl-
diphenylmethyl(Mmt)- fiir den Alkoho! und 2-(4-Nitrophe-
nylethyl{ NPE)-Gruppe!!®! fiir die Phosphonsiure (Schema 2).
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