ZUSCHRIFTEN

des zehnkernigen , Eisenrades” ermoglichte, ist bereits dis-
kutiert worden.’) Die Wiederholungseinheit im Achtzehner-
Rad besteht aus dieser gebogenen Baueinheit, an die an
einem der beiden Enden noch der XDK-Ligand gebunden ist
(Abb. 1,2). Die mittlere Abweichung der 18 Eisenzentren
von der besten berechneten durch sie verlaufenden Ebene
betragt 0.388 A. Um den Beitrag der einzelnen Eisenzentren
zur gesamten Biegung des Molekiils zu ermitteln, wurden die
Eisenzentren auf diese Ebene projiziert und die Biegewinkel
bestimmt. Die stirkste Biegung ist mit 32.8° am Fe3-Zentrum
lokalisiert; sie ist mehr als doppelt so grof8 wie die an den
Zentren Fel und Fe2 (12.4° bzw. 14.8°). Mit diesen Werten
148t sich Gleichung (2) befriedigend 16sen.

6[180° — % (Fel-Fe2—Fe3)] + 6[180° — & (Fe2—Fe3—Fel’)] @)
+ 6[180° — ¥ (Fe2—Fel-Fe3')] = 360°

Die beiden Paare von Methoxidbriicken am Zentrum Fe3
ermoglichen eine viel stirkere Biegung als die drei Carboxy-
latbriicken an den Zentren Fel und Fe2. Beim Betrachten
eines raumerfiillenden Modells der Struktur zeigt sich, da3
das Molekiil in der Mitte ein Loch mit einem Durchmesser
von etwa 4 bis 5 A hat. Wegen des XDK-Liganden ist die
innere Oberfliche hydrophob; dies verhindert die Besetzung
des Hohlraums durch Kationen, wie dies bei kleineren
cyclischen Metallkomplexen ohne hydrophobe innere Ober-
fliche festgestellt wurde.'?]

Anhand des molekularen Aufbaus von 1 wird die Moglich-
keit unterstrichen, unsere Welt durch chemische Synthese mit
asthetischen Objekten zu bereichern.'s) Erneut wurde die
Neigung komplexer Molekiile deutlich, hochsymmetrische
Strukturen zu bilden.

Experimentelles

Synthese von 1: 0.05 g 2[9] wurde mit 0.024 g (0.093 mmol, 2 Aquiv.) festem
Et,N(O,CCH,;) -4 H,0 gemischt. ] mL Methano! wurde zugegeben, so daB eine
goldbraune Losung entstand. Beim Zugeben von 8 pL (0.10 mmol, 2 Aquiv.) 1-
Methylimidazol veridnderte die Losung ihre Farbe zu einem dunkleren braun.
Vorsichtiges Uberschichten dieser Lésung mit Diethylether fiihrte nach einigen
Tagen zu grofen, goldgelben, wohigeformten Kristallen von 1 in ca. 10%
Ausbeute. Die Kristalle sind gegeniiber Solvensverlusten extrem empfindlich
und zerfallen spontan, wenn sie Luft ausgesetzt werden. Die Elementaranalyse
einer intensiv mit Argon gespiilten Probe ergab folgende Werte: C 45.15, H 6.28,
N 438, Fe 13.25. Ber. fiir 1-6Et,N(NO;)-4H,0: C 45.40, H 6.75, N 441, Fe
13.19. IR (Nujol, NaCl): »=1732, 1694, 1537, 1364, 1335, 1195, 1047, 958,
850 cm~!. — Kristallstrukturanalyse: Cs;y;Hgp,Fe NyOqy, M, =8010.95, trigonal,
Raumgruppe R3 (hexagonale Aufstellung), a = b =29.841(2), ¢ =41.085(6) A,
V=31684(6) A%, Z=3, F(000)=12684, 1=0.71073 A, T=188(2) K, p(Moy,) =
0.681 mm-". Die Intensititen wurden auf einem Siemens-SMART-CCD-System
an einem goldgelben Kristall mit den Abmessungen 0.44 x 0.4 x 0.4 mm?
gemessen, der im Stickstoffstrom auf der Spitze einer Glaskapillare mit
Paratone N festgeklebt worden war. Die Daten wurden bis zu einer Aufldsung
von 0.9 A integriert. Von 45106 Reflexen waren 10145 unabhingig und 10141
wurden zur Strukturverfeinerung verwendet. Die Struktur wurde mit Direkten
Methoden gelost und unter Verwendung des SHELXTL-Programmpakets
verfeinert.”] Bei der Verfeinerung lieBen sich alle Nichtwasserstoffatome
lokalisieren. Die Wasserstoffatome wurden auf berechneten Lagen eingefiihrt.
Zwolf Nichtwasserstoffatome des XDK-Liganden in der asymmetrischen Einheit
waren fehigeordnet und wurden nach Einfithren cines geeigneten Modells
verfeinert. Ebenso wurden Einschrankungen fiir die anisotropen Temperatur-
faktoren fiir diese Atome verwendet. Ein Tetraethylammoniumion wurde
dhnlich behandelt. Auch wurde ein Molekiil Diethylether lokalisiert und dessen
C- und O-Atome anisotrop verfeinert. Folgende R-Werte wurden erhalten: R1 =
0.0628, wR2 = (.1893; max./min. Restelektronendichte: 0.622/ — 0.451 ¢ A3 Die
kristallographischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser Veroffentli-
chung beschriebenen Struktur wurden als .supplementary publication no.
CCDC-100663« beim Cambridge Crystallographic Data Centre hinterlegt.
Kopien der Daten konnen kostenlos bei folgender Adresse in Grofibritannien
angefordert werden: The Director, CCDC, 12 Union Road, GB-Cambridge
CB2 1EZ (Telefax: Int. + 1223/336-033; E-mail: deposit@chemcrys.cam.ac.uk).
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PHONA -PNA-Cooligomere: Nucleinsiure-
Mimetica mit interessanten Eigenschaften
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Gerhard Breipohl

Oligonucleotid-Analoga sind fiir die Molekularbiologie
und die Medizinische Chemie wegen ihres Einsatzes in der
Diagnostik und der potentiellen Verwendung als Therapeu-
tica von besonderem Interesse.'?) PNAs sind Nucleinsdure-
Mimetica, die statt des Zucker-Phosphat-Riickgrats ein N-(2-
Aminoethyl)glycin-Geriist aufweisen, mit dem die Nucleoba-
sen iiber einen Methylencarbonyl-Linker verbunden sind
(Schema 1).3-%] Die PNAs binden hervorragend an komple-
mentire DNA oder RNA 5! was zum Teil durch die fehlende
negative Ladung bedingt ist. Dies fithrt aber auch zu
schlechter Wasserloslichkeit und unzuldnglicher Zellaufnah-
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Schema 1. Strukturen von DNA, PNA und PHONA.

me.5¢ Die Einfilhrung negativer Ladungen in PNAs gelingt
durch die Synthese von PNA-DNA-Chimiren!” oder mit
einer weiteren Strukturvariante, den PHONAs (Schema 1),
die sich formal von den PN As ableiten lassen, indem man die
Peptidbindung durch eine Phosphonsiureesterbindung ersetzt.
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Schema 2. Synthese des PHONA-Monomers 6; T=1-Thymyl; a) 1.5 Aquiv.
HCHO, Methanol, Raumtemperatur (RT), 1h, 37%; b) 1 Aquiv. Phosphit,
2.5h, 100°C, 23%; c) 1 Aquiv. 1-Thyminylessigsaure, 3 Aquiv. N-Ethylmorpho-
lin, 1.1 Aquiv. HATU[13], DMF, 24 h, RT, 66 %; d) 100proz. Triftuoressigsaure,
0-10°C, quantitativ; e) 1.1 Aquiv. MmtCl, 3 Aquiv. Diisopropylethylamin, 12 h,
0-5°C, quantitativ; f) 0.1M Diazabicycloundecen (DBU) in Acetonitril, 24 h,
0°C, 77%.
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Die Fiille der verfiigbaren Nucleinsdure-Mimetica-Struk-
turen bietet dem Organiker die Moglichkeit, durch geschickte
Kombination von Bausteinen, Oligomere mit maf3geschnei-
derten Eigenschaften zu synthetisieren. Da sich aber die
Strukturen der jeweiligen Komplexe mit komplementérer
DNA stark unterscheiden, wie etwa der Vergleich von DNA -
DNA- und PNA - DNA-Duplices zeigt,l”! ist die Vorhersage
der Bindungseigenschaften von chimiren Molekiilen mit
groffen Unwigbarkeiten behaftet. Im folgenden berichten
wir iiber die Synthese und erste Befunde zu den Bindungs-
eigenschaften alternierender PHONA-PNA-Oligomere, wo-
bei wir uns zundchst auf Thymin als Nucleobase beschrianken,
da mit ihr keine weiteren Schutzgruppen fiir exocyclische
Aminofunktionen erforderlich sind.

Zentraler Baustein fiir die Synthese der PHONA-PNA-
Oligomere ist der Dimerblock 11 (siehe Schema 3), der mit
der sdurelabilen Monomethoxytrityl(Mmt)-Schutzgruppe fiir
die Aminofunktion und der durch -Eliminierung abspaltba-
ren 4-Nitrophenylethyl(NPE )-Schutzgruppe!'” fiir die Phos-
phonsédure zwei orthogonale Schutzgruppen trigt. Die Syn-
these des Amino-PHONA-Bausteins 6 ist in Schema 2 darge-
stellt; sie verlduft weitgehend analog zur Synthese des
entsprechenden Hydroxy-PHONA -Bausteins.®! Abweichend
muf} jedoch mit der tert-Butyloxycarbonyl(Boc)-Schutzgrup-
pe fir die Aminofunktion gearbeitet werden, die nach
Ankopplung der Nucleobase gegen Mmt ausgetauscht wird.
Die Addition des Phosphits an das Mmt-geschiitzte Imin 2b
statt an 2a fiihrte nicht zur gewiinschten Phosphonsiure, da
vermutlich freigesetztes Formaldehyd mit den beiden sekun-
dédren Aminogruppen reagiert.

Der von N-(2-Hydroxyethyl)glycin abgeleitete Baustein 707"
(Schema 3) wird zunichst mit Allylalkohol verestert, und
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Schema 3. Synthese des PHONA-PNA-Bausteins 11; a) 2 Aquiv. Allylalkohol,
3 Aquiv. TSNT, Pyridin, 24 h, 0°C, 86 %; b) 80proz. Essigsiure, 3 h, RT, quan-
titativ; ¢} 1 Aquiv. 6, Pyridin, 4 Aquiv. TSN, 14 h, 0°C, 65%; d) [Pd(PPh,),],
PPh,, Diethylammoniumhydrogencarbonat, CH,Cl,, 1 h, 70 %.
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nach Abspaltung der Mmt-Schutzgruppe wird mit dem
PHONA -Monomer 6 gekuppelt, wobei als Kondensations-
reagens 3-Nitro-1-(para-toluolsulfonyl)-1H-1,2 4-triazol
(TSNT)!" verwendet wird. Im Dimerblock 10 148t sich der
Allylester selektiv mit Pd® spalten,!?l ohne daB die Mmt- und
NPE-Schutzgruppen verandert werden.

Der Aufbau der Oligomere erfolgt nun analog zur PNA-
Synthese mit Aminohexylsuccinyl-CPG als festem Triiger."f]
Im Synthesecyclus (Schema4) wird die Mmt-Gruppe mit

a,b (6x)
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Schema 4. Synthese des alternierenden PHONA-PNA-Oligomers 12; LINKER:
C(O)CH,CH,C(0O)O(CH,)s a) 80proz. Essigsiure, 3 h, quantitativ; b) zwei-
malige Kupplung mit 4 Aquiv. 11 (0.2M Lésung in DMF), 8 Aquiv. N-
Ethylmorpholin, 4 Aquiv. HOAt (1-Hydroxy-7-azabenzotriazol), 4 Aquiv.
HATU[13], 5h, RT; 90%; c) 80proz. Essigsidure, 3 h, 100%; d) Essigsaure-
anhydrid, N-Methylimidazol, 10 min, RT; ¢) 0.5 DBU in Acetonitril, 6 h, RT;
f) konz. NHy/H,0, 12h, RT. ES-MS (C3H ;sNiOgP): My, 3576.04, My
3575.71.

80proz. Essigsidure abgespalten und der Dimerblock 11 mit
HATU!! als Kondensationsreagens angebunden, wobei mit
11 in vierfachem UberschuB Kondensationsausbeuten von
>90% erzielt werden. Nach beendetem Aufbau wird der
N-Terminus mit Acetanhydrid acetyliert und die NPE-Grup-
pen durch Behandlung mit 0.5M DBU in Acetonitril entfernt.
Das Oligomer 12 wird durch Behandlung mit konz. NH/H,O
vom Triger gespalten und durch Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese gereinigt. 12 ist hervorragend wasserloslich und
wurde durch HPL.C und Elektrospray-Massenspektrometrie
charakterisiert, wobei eine Masse von 3575.7 gefunden wurde
(berechnet: 3576.0).

Die Bindungseigenschaften des alternierenden PHONA-
PNA-Cooligomers 12 wurden durch Hybridisierung an kom-
plementires (dA),, getestet. Das Hybrid zeigt beim Erhitzen
einen sauberen Phaseniibergang (Abb. 1); die Schmelztem-
peratur liegt bei 62.6°C. Die Abkiihlkurve verliuft, dhnlich
wie bei den PNAs, mit deutlicher Hysterese, so daf} hier die
Schmelztemperatur 29.0°C betrigt (Tabelle 1). Die Sequenz-
spezifitit der Bindung wird durch das recht drastische Ab-
sinken der Schmelztemperatur bei Einfithrung einer Basen-
fehlpaarung in den komplementiren DNA-Strang verdeut-
licht: Nach Austausch von nur einem dA- gegen einen dG-
Rest (—14) betragt T,, noch 52.3°C, nach Austausch einer
(dA),- gegen eine (dG ),-Einheit ( —15) nur noch 39.5°C und

Angew. Chem. 1997, 109, Nr. 24

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1997

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tm/°’C  —=

Abb. 1. UV-spektrometrische Bestimmung der Schmelztemperatur T, des Hy-

brids aus (dA);, und 12 im Verhiltnis 1:1 bei 270 nm; Puffer: 140mm KCl, 10mm

NaH,PO,, 0.1m EDTA, pH 74; Heiz/Kiihlgeschwindigkeit: 1 Kmin~'; 1: Heiz-

kurve, T, =62.6°C; 2: Kiihlkurve, T,, =29.0°C.

nach Austausch zweier nicht benachbarter dA-Reste ( —16)
gar nicht mehr als 36.9°C. Im letzten Fall 148t sich beim
Abkiihlen der Phaseniibergang nicht mehr deutlich nachwei-
sen. Unter den gleichen Bedingungen ist die Schmelztempe-
ratur des entsprechenden DNA - DNA-Duplex (dA), - (dT)y,
29.3°C (Tabelle 1).

Der Vergleich mit dem Schmelzverhalten von DNA - DNA-
und PNA -DNA-Komplexen (7T, des Komplexes aus PNA-
Typ und (dA )y: 73°CI4) zeigt, daB sich das PHONA-PNA-

Tabelle 1. Schmelztemperaturen T,, von 12 mit vollstiandig oder teilweise kom-
plementdrer DNA (Verhiltnis 1:1; Puffer: 140mm KCl, 10mM NaH,PO,, 0.1m
EDTA, pH 74).

Strang 1 Strang 2 T.[°Cl[a] T.[°C][b]
(dA), 13 12 62,6 29.0
(dA)dG(dA)s 14 12 523 171
(dA)5(dG),(dA )5 15 12 39.5 15.0
(dA)dG(dA),dG(dA), 16 12 369 -

(dA), 13 (dT)p, 29.3 29.0

[a] Beim Aufheizen. [b] Beim Abkiihlen.

Cooligomer dhnlich dem PNA verhilt. Die Vermutung, dal3
auch hier, wie bei den PNAs, tripelhelicale Strukturen
gebildet werden, wurde durch die Messung eines Job-Plots!™)
bestatigt (Abb. 2, 2:1-Verhiltnis von 12 zu (dA ),,). Zudem ist
das Schmelzverhalten bei einem 1:1- und einem 2:1-Verhalt-
nis von 12 zu (dA),, identisch, es verdoppelt sich lediglich die
Absorptionsanderung beim Phaseniibergang. Vermutlich

0.38
0.361 .
0.341 s
0.32 -

A260 0301
0.28
0.26 ..

0.24J

6 Zb 40 éO 80 100
(dA);p:12 —=

Abb. 2. Job-Plot (kontinuierliche Titration) der Wechselwirkung zwischen 12
und (dA);,: UV-Absorption bei 260 nm gegen das Mol-Verhiltnis (dA);,: 12 bei
20°C, 500mM NaCl, 10mM HEPES, pH 75; vor jeder Messung wurde 2h
aquilibriert.
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liegt also bei einem 1:1-Verhaltnis die Hélfte des eingesetzten
(dA)); in einem (12),- (dA),-Komplex, die andere Hilfte in
ungebundener Form vor. Die beim Abkiihlen auftretende
Hysterese 1aBt sich moglicherweise auf die Bildung des
Duplex 12-(dA),, zuriickfilhren, was wiederum auf eine
relativ langsame Geschwindigkeit der Tripelhelixbildung
deuten wiirde.'"]

Die hohe Schmelztemperatur von 62.6°C zeigt, daB} die
PHONA-PNA-Strukturiibergédnge nahezu storungsfrei ver-
laufen. Daf3 die Schmelztemperatur etwas niedriger ist als
bei (PNA),  DNA-Tripelhelices, 148t sich unschwer auf die
Abstoung der negativen Ladungen der Phosphonateinhei-
ten zuriickfithren. Diese Ladungen bewirken auch, daf} die
bei den PNAs beobachtete Abhingigkeit der Schmelztem-
peratur von der Salzkonzentration weitgehend entfillt. Bei
einem Pufferwechsel von 140mm KCl auf 500mm NaCl
dndert sich die Schmelztemperatur nur unwesentlich (7, =
64.7°C).

Wir haben hier die Synthese neuer Nucleinsdure-Mime-
tica, der alternierenden PHONA-PNA-Cooligomere, vor-
gestellt. Thr Verhalten beim Binden an komplementére
DNA kommt dem entsprechender PNAs sehr nahe, im
Gegensatz zu diesen sind sie jedoch sehr gut wasserlgslich.
Uber die Synthese und das Bindungsverhalten gemischter
Sequenzen sowie die Evaluierung von Zellgiangigkeit und
Stabilitdt unter biologischen Bedingungen werden wir ge-
trennt berichten.

Eingegangen am 18. Juli 1997 [Z10698]
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Ein neuartiger Zugang zum zentralen Geriist
von CP-225,917 und CP-263,114**

Kyriacos C. Nicolaou,* Maarten H. D. Postema,
Neil D. Miller und Guang Yang

Die natiirlich vorkommenden Verbindungen CP-263,114 1
und CP-225,917 2 zeichnen sich durch eine faszinierende
molekulare Struktur,!! wichtige biologische Eigenschaften
und einen interessanten Wirkmechanismus?! aus. Unter
pharmazeutischen Gesichtspunkten sind diese Substanzen
als Inhibitoren der Squalen-Synthase und der Farnesyl-Trans-
ferase bedeutsam, insbesondere in Hinblick auf eine Absen-
kung des Cholesterinspiegels und die Chemotherapie. Die
Verbindungen wurden aus einer nichtidentifizierten Pilzspe-
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