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2.0<20<49.9°. Die Daten wurden anf einem Enraf-Nonius- N
CAD-4-Diffraktometer mit Moy.-Strahlung (1 = 0.70930 A) T
im o-Scan-Modus bei 290 K gesammelt. Die Strukturen HO
wurden mit Direkten Methoden unter Verwendung des
NRCVAX-Systems gelost. Nichtwasserstoffatome wurden

A \ion/Base
mit anisotropen thermischen Parametern verfeinert. Die Lo- o \

sungsmittelmolekiile in 1a waren fehlgeordnet und konnten Se
nicht genau lokalisiert werden. Daher wurden diese Atome 0
als Kohlenstoffatome behandelt und mit festen isotropen [
thermischen Parametern und flexibler Lagenbesetzung ver-
feinert. 1795 beobachtete Reflexe, 1027 mit / > 3.0a(1), 135
Parameter. R = 0.055, R, = 0.055. Die H-Atome der 4,4"-Bi- H
pyridinmolekiile wurden auf berechneten Lagen positioniert

(de-u =1.00 A). Restelektronendichte (min./max.) — 0.980/

0.420 und — 0.590/0.750 fiir 1a bzw. 1b. Die kristallographi-

schen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser Veroffent- IS
lichung beschriebenen Strukturen wurden als ,,supple- 0
mentary publication no. CCDC-179-126% beim Cambridge §
Crystallographic Data Centre hinterlegt. Kopien der Daten
kénnen kostenlos bei folgender Adresse angefordert wer-
den: The Director, CCDC, 12 Union Road, GB-Cam-
bridge CB21EZ (Telefax: Int. +1223/336033; E-mail:
teched@chemcrys.cam.ac.uk).
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1aBt sich am besten als Doppelschicht bezeichnen: P. Losier, K. N. Power, M. J.
Zaworotko, noch unveréffentlicht.
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Stark erhohte Affinitit modifizierter
Oligonucleotide mit in ihrer Konformation
eingeschrinkten Furanose-Ringen fiir
komplementire RNA-Stringe**

Alain De Mesmaeker*, Catherine Lesueur,
Marc-Olivier Béviérre, Adrian Waldner, Valérie Fritsch
und Romain M. Wolf

In kiirzlich erschienenen Publikationen wurden Analoga
natiirlicher 2’-Desoxyoligonucleotide beschrieben, bei denen die
Phosphodiester- durch Amidbindungen ersetzt waren!'! und die
als Antisense-Nucleinsduren genutzt werden sollten!?!. Von den
flinf strukturisomeren Amiden, die wir in Oligonucleotide ein-
bauten, bildeten die Verbindungen mit der Modifikation 2
(Abb. 1) thermodynamisch etwas stabilere Duplices mit kom-
plementiren RNA-Strangen. AuBerdem waren Oligonucleotide
mit alternierenden Phosphodiester- und Amidbindungen erheb-
lich stabiler gegeniiber Endo- und Exonucleasen. Die Verringe-

[*] Dr. A. De Mesmaeker, Dr. C. Lesueur, Dr. M.-O. Béviérre, Dr. A. Waldner,
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CH-4002 Basel (Schweiz)
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Abb. 1. Dimer in einem nativen DNA-Strang (links) und modifizierte Dimere (rechts). Die Tor-
sionswinkel in den modifizierten Strukturen sind wie in natiirlichen Nucleinsduren definiert (I1U-
PAC-IUB, Joint Commission on Biochemical Nomenclature, Eur. J. Biochem. 1983, 131,9). In den
Stringen, in denen abwechselnd modifizierte und Wildtyp-Monomere vorliegen, gibt es zwei unter-
schiedliche Typen von Resten: Die Reste i, die mit dem C3'-Ende, und die Reste i +1, die mit dem
C5-Ende an das modifizierte Riickgrat gebunden sind.

rung der Ladung sollte die Aufnahme in die Zelle begiinsti-
gen®). Ermutigt durch diese vielversprechenden Eigenschaften
der Verbindungen mit der Modifikation 2 untersuchten wir wei-
tere strukturelle Varianten dieses Prototyps, um die Affinitat der
Oligonucleotide zu komplementidren RNA-Stringen zu verbes-
sern. Viele Parameter beeinflussen die potentielle Aktivitit eines
Oligonucleotids als Antisense-Wirkstoff unter physiologischen
Bedingungen!? *I; esist allerdings unverzichtbar, durch struktu-
relle Veranderungen des Stranges die Affinitdt zur Ziel-RNA
erheblich zu verbessern. Wir beschreiben hier die Synthesen von
Dimeren mit den Modifikationen 3-6, die 2'-Substituenten an
den Furanosylresten tragen, sowie den Einbau dieser Dimere in
Oligonucleotide (Abb. 1). Die stark verbesserte thermodynami-
sche Stabilitdt (ein MaB hierfiir ist die Schmelztemperatur 7, )
der Duplices, die aus den Oligonucleotiden mit den Modifika-
tionen 3 und 6 sowie den komplementdren RNA-Stringen zu-
sammengesetzt sind, wird neben einer Molecular-Modeling-Un-
tersuchung erldutert.

Unsere NMR-Untersuchungen® und Molekiilmechanikstu-
dien’® an RNA-DNA-Duplices, die nach Prototyp 2 modifi-
zierte DNA-Strdnge enthielten, ergaben, dafll die Furanose
annihernd eine C3-endo-Konformation einnimmt, wenn sie
das Amid-Riickgrat am C3’-Ende trdgt (Rest i in Abb. 1),
jedoch nicht, wenn sie es am C5-Ende trdgt (Rest i +1 in
Abb. 1). Im zweiten Fall verhélt sich die Furanose wie die
Desoxyribose in einem unmodifizierten RNA-DNA-Duplex,
sie oszilliert also zwischen der C2'-endo- und der C3'-endo-Kon-
formation!”],

Wir sind der Auffassung, daf} die thermodynamische Stabili-
tat der Duplices erhoht werden kann, wenn beide Zuckerreste in
die C3'-endo-Konformation gezwungen werden!®. Ein 2'-0-Al-
kylsubstituent an einem Ribonucleosid mit einem Phosphodi-
ester- oder Phosphothioat-Riickgrat begiinstigt die C3’-endo-
Konformation des Fiinfrings!”! und erhéht die Schmelztempe-
ratur T}, der Duplices mit der komplementiren RNA[% Der
EinfluB eines solchen 2'-O-Alkylsubstituenten auf den Zucker-
rest eines modifizierten Riickgrats ist allerdings schwer voraus-
zusagen. Je nach der bevorzugten Konformation, die von dem
modifizierten Riickgrat eingenommen wird, sind die Folgen der
Faltung der ,,oberen* und ,,unteren* Zuckerreste unterschied-
lich. Unsere NMR-spektroskopischen und Molecular-Mode-
ling-Daten legten nahe, daB die Oligonucleotide, die die Modifi-
kation 3 enthalten, eine bessere Affinitit zum komplemen-
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taren RNA-Strang aufweisen als die mit der Prototyp-Modifi-
kation 2. Ein 2'-0-Alkylsubstituent am oberen Zuckerrest wie in
Modifikation 4 sollte die Stabilitit der Duplices nicht wesentlich
beeinflussen, weil dieser Rest auch im Riickgrat des Prototyps 2
eher zur C3'-endo-Konformation neigt. Die Kombination von
2'-0-Alkylsubstituenten an beiden Zuckerresten (Modifikation
6) sollte daher zu einer dhnlichen oder geringfiigig gréBeren
thermischen Stabilitit der Duplices fiihren als die Modifikation
3. Wie hier beschrieben wird, wurden unsere Annahmen durch
die Versuchsergebnisse bestitigt.

Die Dimere mit den Modifikationen 3-6, die jeweils eine
5-DMT- und eine 3'-Phosphoramidit-Gruppe trugen, wurden
in die Oligonucleotide eingefiihrt. Die benétigten Amine 3 und
4 wurden aus 2’-OMe-Thymidin 1 synthetisiert (Schema 1). Das

HN
T
Yy

fBuPh,SI0  OMe

tBuPh,Si0 OMe

4
Schema 1. 2)1.3 Aquiv.1,, 1.3 Aquiv. PPhs, Py, RT, 5 h (90%); b) 3 Aquiv. NaN,,
DMEF, 60°C, 24 h (89%); c) 1.3 Aquiv. tBuPh,SiC), 1.1 Aquiv. (4-Dimethylami-
no)pyridin (DMAP), 2 Aquiv. Tmidazol, DMF, RT, 24 h (87%); d) 2 Aquiv.
SnCl,-2H,0, MeOH, RT, 20 h (72%); €} 1.5 Aquiv. p-CIC{H,0POCL,, 3 Aquiv.
1H-1,2 4-Triazol, Py, 50°C, 20 h; f) NH,(aq.) (25%), Dioxan, RT, 17 h (84%);
g) 1.6 Aquiv. N-Methylpyrrolidinondimethylacetal, THF/Py (1/1), RT, 20h;
h) 3 Aquiv. SnCl,-2H,0, MeOH, RT, 2 h (93%).

primére [odid wurde in hohen Ausbeuten durch Umsetzung von
1 mit Tod und Triphenylphosphan in Pyridin erhalten!!!!. Die
Substitution mit Natriumazid und der Schutz der 3’-OH-Grup-
pe mit tBuPh,SiCl fithrte zum Zwischenprodukt 2. Die Um-
setzung von Thymidin zum N-Methylpyrrolidin-geschiitzten 5-
Methylcytidin gelang in hoher Gesamtausbeute!*?!, Wie bei der
Herstellung des Dimers mit der Modifikation 2 wurde das Amin
(4) ohne vorherige Reinigung zur Dimer-Synthese eingesetzt!1),
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Anfangs versuchten wir, das Carboxyderivat 10 (Schema 2)
durch Addition des 3'-zentrierten Radikals an Allyltributylzinn
und anschlieBende oxidative Spaltung der C-C-Doppelbindung
herzustellen. Dieser Syntheseweg verlauft bei den 2'-Desoxyde-
rivaten sehr effizient!!!. Die Addition des Radikals aus dem
3’-Thionocarbonat von 1 (das einen 2-OMe-Substituenten
trdgt) an Allyltributylzinn fiihrte allerdings zum p-3'-Allylderi-
vat als Hauptptodukt und nicht zum gewilinschten a-3'-Allylde-
rivat. Diese Schwierigkeiten lassen sich umgehen, wenn man
von dem Anhydroderivat 5 ausgeht (Schema 2)[4.,

Die Addition des 3'-Radikals aus 6 an Allyltributylzinn ist
hoch stereoselektiv, weil sich alle Substituenten auf der B-Seite
befinden. Im Reaktionsgemisch konnte durch 500 MHz-'H-
NMR-Spektroskopie nur das 3'-Allylderivat 7 nachgewiesen
werden. Der Anhydroring wurde zur Thymidinbase hydroly-
siert und diese anschlieBend durch Behandeln mit BOMCI in
Gegenwart von DBU geschiitzt. Die Konfiguration der 2'-Posi-
tion wurde mit Chloressigsdure in einer Mitsunobu-Reaktion
umgekehrt!*?!. Der Chloracetatrest wurde dann mit NaOMe
abgespalten und der gebildete Alkohol methyliert. Die BOM-
Schutzgruppe wurde nach Dihydroxylierung der C-C-Doppel-
bindung (in 9) mit OsO, entfernt. Die gewiinschte Carbonsiure
10 wurde durch Behandeln mit NalO, und anschlieBende Oxi-
dation des Aldehyds mit NaClO, erhalten. Die Kupplung der
Carbonsdure 10 mit dem Amin 3 (oder 4) verlief in hohen Aus-
beuten (Schema 3, Tabelle 1). Die Dimere wurden dann fiir die
Festphasensynthese der Oligonucleotide aktiviert*%,

Fiir die Synthese von Verbindungen mit der Modifikation 5,
die eine 2'-OH-Gruppe am oberen Zuckerrest tragen, haben wir
eine neue Strategie entwickelt, Diese beruht auf der stereoselek-
tiven Glycosylierung eines Dimers, das einen Thyminrest am
unteren Zuckerrest trigt (Schema 4). Die Carbonsiure 25471

Tabelle 1. Ausbeuten der Syntheseschritte a-d ausgehend von den Monomeren 3, 5,
12 und 13 iiber die Dimere 14-18 (vgl. Schema 3; MeC* = 5-Methyl-N-methylpyr-
rolidon).

Monomer Dimer Ausbeuten [%]

3 T, Y=0Me X =H,Y =0Me T*T 79 95 78 T
4 MeC* Y=0Me X=H,Y=O0OMe T*MeC* 70 80 80 79
12 T,Y=H X=0Me, Y=H T*T 80 91 81 74
13 MeC*, Y=H X =0Me, Y =0Me T*T 75 91 88 84

X =0Me, Y =0Me T*MeC* 80 70 74 83

Schema 2. a) 1.1 Aquiv. tBuPh,SiCl, 2 Aquiv.
Imidazol, DMF, RT, 18 h (72%); b) 4 Aquiv.
p-MeC(H,OCSCl, 4 Aquiv. NEt,, 2 Aquiv.
DMAP, 10 Aquiv. Py, CH,Cl,, RT, 40 h (82%);
c) 5Aquiv. Allyltributylzinn, 0.7 Aquiv. 2,%'-
Azobisisobutyronitrii {AIBN), Benzol, 20 h un-
ter RiickfluB (79%); d) 2 Aquiv. NaOH (2N),
THF/H,0 (2/1), RT, 5h (90%); e) 1.2 Aquiv.
Benzyloxymethylchlorid (BOMCY), 1.2 Aquiv.
1,8-Diazabicyclof5.4.0lundec-7-en (DBU),
MeCN, RT, 18h (92%); f) 2.5 Aquiv.
PPh,, 2.5 Aquiv. Diisopropylazodicarboxylat,
3 Aquiv. CICH,COOH, Toluol, RT, 50h
(83%); g) 0.3 Aquiv. MeONa, MeOH, RT, 1 h
(92%); h) 1.5 Aquiv. NaH, 1.5 Aquiv. Mel,
THF, RT, 17h (94%); i) 0.05 Aquiv. OsO,,
1.1 Aquiv. N-Methylmorpholin-N-oxid, Ace-
ton/H,0 (4/1), RT, 18 h (61%); j) H, (1 atm),
Pd/C (10%), MeOH, RT, 18h (83%); k)
1.1 Aquiv. NalO,, Dioxan/H,0 (3/1), RT, 18 h
(81%); 1) 6 Aquiv. NaClO,, 4 Aquiv. 2-Methyl-
10 2-buten, 4 Aquiv. NaH,PO,-H,0, tBuOH/H,0
(5/3), RT, 30 min (92%).
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Schema 3. a) 1.t Aquiv. NEt,, 1.1Aquiv. O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N -tetramethyluroniumtetrafluoroborat,
0.5 Aquiv. N-Hydroxybenzotriazol, MeCN/THF (1/1), RT, 1 h; 1 Aquiv. des 5’-Aminoderivats, 1.5 Aquiv. NEt,, RT. 12 h;

wurde in sehr guten Ausbeu-
ten an das Amin 12!** gekop-

T
° pelt. Die selektive Abspaltung
/ der Isopropylidengruppe aus

26 gelang mit Thiophenol in

:>:ox CF,COOH. Das erhaltene f-

IPr,N

Thioglycosid lieB sich in 51%
o Ausbeute isolieren. Nach Ace-
tylierung (Ac,0, Py, RT)
wurde das Thiophenylderivat
durch Umsetzung mit gerei-
P~0CH,CH,CN nigter mCPBA bei niedriger
Temperatur selektiv zum Sulf-
oxid 27 oxidiert; so wurde
die Bildung des Sulfons ver-
mieden, das die anschlieBen-

e P
<

19-24

b) 2.2 Aquiv. nBu,NF, THE, RT, 9h; ¢) 1.5 Aquiv. Dimethyloxytritylchlorid (DMTCI), Py, RT, 24h; d) 2.2 Aquiv. de  Glycosylierungsreaktion
(iPr,N),POCH,CH,CN, 2.2 Aquiv. Diisopropylammoniumtetrazolid, CH,Cl,, RT, 24 h.

PhCOO

o PhCOO
w0 )
)< s O
g - )<
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e >=O 1) ‘>:O
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T

H HN
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Schema 4 a) 1.1 Aquiv. NEt,, 1.1 Aquiv. O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N -tetramethyluroniumte-
trafluoroborat, 0.5 Aquiv. N-Hydroxybenzotriazol, MeCN, RT, 1 h; 1 Aquiv. 12, 1.5 Aquiv. NEt,, RT,
12 1 (89%); b) PhSH/CF,COOH (1/3); 0°C — RT,7 h(51%); ¢) 15 Aquiv. Ac,O, Py, RT, 20 h (82%);
d) 1 Aquiv. mCPBA, CH,C!,, —78°C (96%); €) 1.1 Aquiv. Thymin, 2.2 Aquiv. Bistrimethylsilylaceta-
mid, 1 Aquiv. TMSOT (Tf = Triflat), 1,2-Dichlorethan, 90°C,2 h; dann 1.5 Aquiv. BF,-OEt,, CHCl,,
RT, 18 h (65%); f) 2 Aquiv. MeONa, MeOH, RT, 3h (78%); g) 2.4 Aquiv. DMTC), Py, RT, 24 h
(76%); h) 5 Aquiv. Ac,0, Py, RT, 20 h (48%); i) 1.5 Aquiv. nBu,NF, THF, RT, 3 h (94 %); j) 2.3 Aquiv.
(iPr,N),POCH,CH,CN, 2.2 Aquiv. Diisopropylammoniumtetrazolid, CH,Cl,, RT, 24 h (92%).

Tabelle 2. Schmelztemperatur T,, {°C] der Wildtyp-Duplices 1 und Differenzen AT,, [K] der Schmelztemperaturen von
Duplices, die [5’—3]-Oligonucieotide mit den Modifikationen 2—6 enthalten, und der der Wildtyp-Duplices.

nicht eingeht. Die zweite

Thyminbase wurde durch
Glycosylierung des anomeren Phenylsulfoxids
27181 stereoselektiv  eingefiihrt (Ausbeute
65%), ohne daB Epimerisierung der bereits
vorhandenen Thyminbase eintrat und ohne
daB die Amidbindung (z. B. durch Cyclisie-
rung) storte (Schema 4). Nach Austausch der
Schutzgruppen wurde das Phosphoramidit 29
erhalten.

Die Schmelztemperaturen T, der Duplices
aus unseren modifizierten Oligonucleotiden
und den komplementdren RNA- und DNA-
Stringen sind in Tabelle2 zusammenge-
faBt!*?1, Die T, -Werte fiir Duplices, die die Oli-
gonucleotide mit den Modifikationen 3-6
enthalten, kénnen anhand der Tabelle mit
denen fiir Oligonucleotide mit der Modifika-
tion 2 und fiir den Wildtyp 1 verglichen wer-
den!® 131 Ein 2'-OMe-Substituent an der un-
teren Zuckereinheit der Amide (Modifikatio-
nen 3 und 6) hat starke Auswirkungen auf den
T.-Wert der Duplices mit RNA (Sequenz A):
Die Schmelztemperatur ist durch die zusitz-
liche 2'-OMe-Gruppe um 1.7 bzw. 2.2 K héher
als beim Prototyp 2. Wenn die Modifikation 3
alternierend zu Phosphodiesterbindungen ein-
gefiihrt wurde, nahm die Schmelztemperatur
pro modifiziertem Dinucleosid um 2.5K im
Vergleich zum Wildtyp zu (Sequenz C). Bemer-
kenswert ist, daB} die Zunahme der Schmelz-
temperatur, die durch die zusitzliche 2'-OMe-
Gruppe hervorgerufen wird, beim
Amid-Riickgrat groBer ist als beim
nativen Phosphodiester-Riickgrat.

So ist der T, -Wert durch den 2'-

Sequenz [a]  Oligonucleotide Modifikation: 1 2 3 4 5 6 OMe-Substituenten an Thymidin-

T, AT, [b] und 5-Methylcytosinresten in Se-

A TTTT*TCTCTCTCTCT 516 404  +2.1 0 —12 426 duenz ¢ nurum + ! 0 K je Modifi-

kation héher als bei den entspre-

B TTTTT*CT*CT*CT*CT*CT 16 +06 chenden nativen 2’-Desoxyribo-
C T*TT*TT*MeCT*McCT*MeCT*MeCT*MeCT ~ 56.9 2.5 furanosiden!?°l.

D GCGT*TT*TT*TT*TT*TGCG 502 —03 420 408 +3.0 Eine 2-OMe-Gruppe an der

E TTTT*TCTCTCTCTCT 923 -17  -22 oberen Zuckereinheit hat viel ge-

F GCGT*TT*TT*TT*TT*TGCG 541  —1.5 401 —15 +0.6 ringere AUSWIrkung-e " a}s eine an

: ) ) der unteren Zuckereinheit (Modifi-

{a] A-D mit komplementiirem RNA-Strang, E~F mit komplementidrem DNA-Strang. [b] AT,, = [T, (modifiziertes kationen 4 bzw. 3)- Der obere Zuk-

Oligonucleotid) - T, (Wildtyp)}/(Zahl der modifizierten Dinucleoside). kerrest nimmt eine Konformation

2962 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1996 0044-8249/96/10823-2962 8 15.00 + 250 Angew. Chem. 1996, 108, Nr. 23i24



ZUSCHRIFTEN

ein, die der C3'-endo-Konformation des Prototyps 2 dhnelt. Da-
her hat die zusitzliche 2-OMe-Gruppe der Modifikation 4
kaum EinfluB auf die Faltung des Ribofuranoserings. Liegt da-
gegen eine 2'-OH-Gruppe vor, kann diese eine intramolekulare
Wasserstoffbriickenbindung mit dem Amid-Riickgrat eingehen.
Dies wiirde zu einer Konformationsidnderung des Riickgrats
fithren. Die negative Auswirkung des 2’-OH-Substituenten in
Modifikation 5 wurde experimentell bestitigt (AT, = —1.2 K).
Durch Methylierung beider 2'-OH-Gruppen (Modifikation 6,
Sequenzen A und D) wurde die Schmelztemperatur um 2.6 bzw.
3.0 K verglichen mit dem Wildtyp erhdht.

Auffillig ist, daB die Modifikationen 2, 3, 4 und 6 die thermo-
dynamische Stabilitit von Duplices mit komplementiren DNA-
Striangen erheblich weniger verbessern (Sequenzen E und F) als
die mit komplementdren RNA-Stringen.

Molekiilmechanik- und -dynamikstudien wurden mit dem
AMBER-Kraftfeld !} durchgefiihrt, wie es im Programm DIS-
COVER 2.9.5 der Firma MSI (BIOSYM), San Diego, USA,
implementiert ist. Die Konformation wurde an Octamerdupli-
ces der Form 1[GAG] - d[CTTT*TTTC] mit einem modifizier-
ten T*T-Dimer in der Mitte des DNA-Strangs analysiert; die
Studien zur Molekiildynamik wurden mit alternierend modifi-
zierten, 14 Basenpaare langen RNA-DNA-Duplices der Struk-
tur r[{G(A),,G] - d[CT(T*T)sTC] und den unterschiedlichen
Amidmodifikationen durchgefiihrt!!-6l,

Ungeachtet der Modifikationen an C2’ werden durch die
Konformationsanalyse im allgemeinen die Befunde fir die Ver-
bindungen mit amidmodifiziertem Rickgrat ohne weitere C2'-
Substituenten bestétigt. Die beiden energiedrmsten Konforma-
tionen der Modifikationen 3-6 dhneln a (niedrigstes Energie-
nieveau) bzw. b (zweitniedrigstes Energienieveau), wie dies in
Abbildung 2 fiir die Modifikation 6 veranschaulicht ist. Wie

Abb. 2. Konformationen niedrigster Energie der Modifikation 6, die aus dem
DNA-Strang des RNA-DNA-Octamer-Duplex herausgeschnitten wurde. Die Kon-
formation b ist um 0.5 kcalmol ! energiereicher als a (wenn man die Energien des
Octamer-Heteroduplex vergleicht) und unterscheidet sich hauptsichlich in den Tor-
sionswinkeln S(i) und {(i + 1) (fiir Definitionen siche Abb. 1).

beim Prototyp 2 ist die Konformation b im allgemeinen etwa
0.5—1.5 kcalmol ! energiereicher (bezogen auf den gesamten
Octamerduplex). Die Konformation a weist mit (&, 8, y) =~ (¢, 1,
1) eine Geometrie auf, die zum Teil in DNA-A-Helices als Va-
riante der (g7, 1, g*)- Standardkonformation des DNA-Riick-
grats vorkommt22],

Die Molekiildynamik(MD)-Verldufe wurden fir alle Modifi-
kationen aufgezeichnet, wobei die energicarmen Konformatio-
nen als Ausgangsstrukturen verwendet wurden. Meist wird die
klassische Watson-Crick-Basenpaarung iiber die gesamten MD-
Verldufe beibehalten. Es wurden jedoch einige bemerkenswerte
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Unterschiede zu der unsubstituierten Modifikation 2 festge-
stellt. Durch ein Sauerstoffatom an C2' der Furanose werden die
Konformationsméglichkeiten auf den Bereich der C3'-endo-
Konformation mit einem Phasenwinkel fiir die Pseudorotation
P123lyon etwa 18° beschrinkt (Abb. 3). Daher verhalten sich die

0
T H00° —90%h T DL 600
1800 180°
P P (18 P (T13)

e/

Abb. 3. Phasenwinkel der Pseudorotation P[23] der Basen T7, T8 und T13 im
DNA-Strang (Modifikation 6) eines RNA -DNA-Duplex aus 14 Basenpaaren. Die
Werte sind in Form von Polarkoordinaten mit P als Phase und der Zeit als radialer
Koordinate aufgetragen; die Kreise repridsentieren Intervalle von je 20 Pico-
sekunden. Die Zucker in T7 (i-Rest) und T8 (i + 1-Rest) bieiben in der C3"-endo-
Konformation, wihrend die unmodifizierte Desoxyribose in T13 zwischen den
Konformationen C3'-endo und C2'-endo oszilliert.

i +1-Reste in den Modifikationen 3 und 6 deutlich anders als in
Modifikation 2. Fiihrt man das Sauerstoffatom an C2' des
Restes i ein, ist der Effekt weniger stark ausgeprigt, denn sogar
in Modifikation 2 neigt dieser Zuckerrest eher zu einer Konfor-
mation vom A-Typ (der Durchschnittswert fiir P betrdgt 86° fiir
Konformation a und 48° fiir Konformation b)t!,

In Abbildung 4 ist die gemittelte MD-Struktur des RNA-
DNA-Duplex r{G(A),,G] - d[CT(T*T);TC] veranschaulicht
(T*T: Dimer mit Modifikation 6). Die Binder symbolisieren
das Riickgrat, dessen Lage durch MD-Momentaufnahmen in
Abstinden von zehn Picosekunden ermittelt wurde. Qualitativ
betrachtet verhdlt sich der modifizierte Hybridduplex bei den
MD-Simulationen konservativer als der korrespondierende un-
modifizierte Duplex; dies ist hauptsdchlich der eingeschriankten
C3'-endo-Faltung der Furanosen im modifizierten DNA-Strang

Abb. 4. RNA-DNA-Heteroduplex mit einem alternierend modifizierten DNA-
Strang d[CT(T*T),TC}; T*T: Dimer mit der Modifikation 6, X = Y = OMe (siche
Abb. 1). Die Struktur entspricht der mit MD-Rechnungen ermittelten Durch-
schnittsstruktur, Wasserstoffbriickenbindungen sind nicht dargestellt. Die Binder
verlaufen durch die Riickgrate, deren Lage durch MD-Momentaufnahmen im Ab-
stand von zehn Picosekunden ermittelt wurde.
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ZUSCHRIFTEN

zuzuschreiben. Die Modifikationen des DNA-Stranges haben
keinen EinfluB auf den RNA-Strang!™.

Wir haben Oligonucleotide modifiziert, wodurch deren Affi-
nitat fir RNA-Strange im Vergleich zu Oligonucleotiden mit
dem Wildtyp 1 und dem Prototyp 2 deutlich zunahm. Durch
Einfiihren einer 2'-OMe-Gruppe am unteren Zuckerrest in den
Modifikationen 3 und 6 wurde die Schmelztemperatur 7, der
Duplices mit RNA um 2.0-3.0 K erhoht. Der zweite 2'-OMe-
Substituent am oberen Zuckerrest in der Modifikation 6 hat
ebenfalls einen positiven, wenn auch weniger ausgepragten Ein-
fluB auf die thermodynamische Stabilitdt der Duplex mit dem
komplementiren RNA-Strang. Die sehr groBle Zunahme der
Schmelztemperatur bei den Modifikationen 3 und 6 ist auf die
Kompatibilitit der bevorzugten Konformationen des Amid-
Riickgrats mit der C3'-endo-Faltung der beiden Furanose-Rin-
ge zuriickzufithren. Diese Modifikationen sind sehr vielverspre-
chend hinsichtlich einer Anwendung in der Antisense-Strategie,
besonders weil die entsprechenden Oligonucleotide erheblich
stabiler gegeniiber Nucleasen sind.
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In-situ-Nachweis transienter Phinomene
bei Reaktionen an Zeolithkatalysatoren
mit Hilfe der Positronenemission

Rutger A. van Santen*, Bruce G. Anderson,
R. H. Cunningham, A.V. G. Mangnus,
L. J. van IJzendoorn und M. J. A. de Voigt

Zeolithe finden in der petrochemischen Industrie als saure
Festphasenkatalysatoren fiir die Uberfithrung von Kohlenwas-
serstoffen in Treibstoffe mit hoher Oktanzahl durch Isomerisie-
rungs- und Crack-Reaktionen breite Anwendung!!!. Ein stabi-
ler Betrieb unter milden Bedingungen wird durch Zugabe von
Edelmetallen zu den sauren Zeolithen ermoglicht. So 148t sich
nach dem Zusatz von Platin zum Zeolithen H-Mordenit n-He-
xan zu seinen Strukturisomeren bei einer Betriebstemperatur
von 240 anstelle von 400 °C isomerisieren!?!. Wie das Platin im
aktiven Katalysator vorliegt und die Verteilung der reaktiven
Intermediate auf der Oberfldche hingen stark von der Vorbe-
handlung und den Reaktionsbedingungen ab. Daher ist eine
In-situ-Messung erforderlich.

Die Positronenemissions-Tomographie (PET) ist eine nicht-
invasive, in situ durchzufithrende radiochemische Technik, die
in der Nuklearmedizin zur Analyse biomedizinischer Funktio-
nen Anwendung findet!®> . Sie wurde kiirzlich von Bridgwater
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