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Verfeinerung diente die Struktur einer bei 220°C hydratisierten Na-Y-
Probe."'l Dieser Datensatz beschrieb die Kation-Wasser-Struktur der fiir
die NO,-Adsorption verwendeteten Probe korrekt. Nach der Adsorption
von NO, wurden nur geringe Anderungen im Beugungsmuster verzeichnet.
Durch Analyse der beobachteten und der Restelektronendichte konnte die
Lage der adsorbierten NO,-Spezies bestimmt werden, die als das unsym-
metrische N,Os;-Konformer idenfiziert wurde (Abbildung 2). Zunéchst
wurden die Molekiile mit starrer Geometrie in die Rietveld-Verfeinerung
einbezogen. Gegen Ende der Verfeinerung wurden die Restriktionen der
Molekiilgeometrie aufgehoben. Lediglich die Besetzungszahlen innerhalb
des Molekiils wurden entsprechend der Molekiilformel festgehalten. Die
Temperaturfaktoren des N,Os;-Molekiils wurden nicht verfeinert. Das
verfeinerte Pulverbeugungsdiagramm sowie die verfeinerten Strukturda-
ten sind in den Hintergundinformationen zu finden.
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AuBerordentliche sterische Hinderung der
Stickstoffinversion in 1,3,4-Oxadiazolidinen**

Remir G. Kostyanovsky,* Gulnara K. Kadorkina,
Vasilii R. Kostyanovsky, Volker Schurig* und
Oliver Trapp

Bei tertiiren Aminenl'! und Aziridinen® nimmt die Bar-
riere der Stickstoffinversion mit der Groflenzunahme der
Stickstoffsubstituenten ab, da der pyramidale Grundzustand
durch sterische Wechselwirkung der Substituenten destabili-
siert wird. Aus diesem Grund zeichnen sich Triisopropyl-
aminP**I und Diisopropyl-3-pentylamin®J durch eine nahezu
planare Konfiguration am Stickstoffatom aus, die dem Uber-
gangszustand einer Inversion entspricht. Dagegen nimmt die
Barriere fiir eine doppelte Stickstoffinversion in cyclischen
Hydrazinderivaten infolge sterischer Hinderung des Uber-
gangszustandes!! mit der GroBenzunahme der Stickstoffsub-
stituenten zu.’! Wenn in sterisch gehinderten Systemen die
Inversion iiber einen biplanaren Ubergangszustand erfolgt
(z.B. bei der doppelten Stickstoffinversion in Diaziridinen),
sollte dieser durch elektronische Wechselwirkung zwischen
den einsamen Elektronenpaaren der benachbarten Stickstoff-
atome zusétzlich destabilisiert werden.

Tatsdchlich wurden, wie kiirzlich berichtet wurde, hohe
Stickstoffinversionsbarrieren fiir Verbindungen mit sperrigen
Stickstoffsubstituenten gefunden, z.B. wurde fiir 1,2-Di-tert-
butyldiazetidin eine Barriere
von AG*=91.3 kJmol~! bei O 0
155°C bestimmt.) Fiir 3,4- g_z g_g
Di-tert-butyl-1,3,4-oxadiazo- 7< 7(
lidin 1b«7 konnte durch K 7\
NMR-Untersuchungen nur (R,R)-1 (S.5)-1
ein Minimalwert von
AG*>99.6 kImol™' bei 130°C abgeleitet werden.’l Die
tatsdchliche Stickstoffinversionsbarriere von 1,3,4-Oxadiazo-
lidinderivaten konnte nun durch indirekten Nachweis (iiber
die Einfiihrung chiraler Substituenten an den Stickstoffato-
men und der Diastereomerisierung mittels NMR) und durch
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direkten Nachweis (Enantiomerisierung mittels Stopped-
Flow-Gaschromatographie) bestimmt werden.
3,4-Bis(1’-methoxycarbonyl-1"-methylpropyl)-1,3,4-oxadi-

azolidin 3¢ wurde gemif3 Schema 1 synthetisiert. 3¢ verfiigt
iiber vier Stereozentren (zwei an Kohlenstoff- und zwei an
Stickstoffatomen), jedoch werden nur 6 Stereoisomere an-
stelle von 16 beobachtet, bedingt durch die konstitutionell
dquivalenten chiralen Substituenten an den Stickstoffatomen
und dem Fehlen von cis-Isomeren (Abbildung 1).
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Abbildung 1. Die Stereoisomere von 3e¢. Substituenten: R: (R)-C(Et)-
(Me)COOMe; S: (S)-C(Et)(Me)COOMe.

Es existieren zwei Enantiomerenpaare fiir die Haupt-
und Nebendiastereomere (RRyRyR)-3¢/(SSxSnS)-3¢ und
(RS\SNR)-3¢/(SRyR\S)-3¢, die bis zum thermodyamischen
Gleichgewicht durch Stickstoffinversion ineinander umge-
wandelt werden, und ein Enantiomerenpaar fiir das dritte
Diastereomer (RSySxS)-3¢/(SRyRyR)-3¢, das eine Quasi-
meso-Form[! (in Bezug auf die konfigurativ entgegengesetz-
ten Stickstoffsubstituenten) darstellt und eine entartete Inver-
sion eingeht. Daher werden im 'H- und *C-NMR-Spektrum
nur drei Signalgruppen fiir die drei Diastereomere in der
Reaktionsmischung beobachtet (Abbildung 2); im Falle der
Ringprotonen und -kohlenstoffkerne tritt keine Signaliiber-
lappung ein.

Im Quasi-meso-Diastereomer sind alle vier Protonen nicht-
dquivalent, und es werden zwei AB-Systeme mit unterschied-
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Abbildung 2. 400-MHz-"H-NMR-Spektrum von 3¢ in CD;OD: Bereich
der NCH,O-Protonen der Haupt-, Neben- und Quasi-meso-Diastereomere
von 3¢ (fiir Zuordnungen siche Abbildung 1).

lichen 2/-Kopplungskonstanten beobachtet. Dagegen wird
nur ein AB-System fiir jeweils das Haupt- und Nebendiaste-
reomer gefunden (Abbildung 2).

Die Diastereomerisierungskinetik des Hauptdiastereomers
von 3¢ (Abbildung 3) ergab folgende Parameter (in C¢Dg bei
56.5°C): kiv=18x107s7!, ki =6.6x10"s"!, AGf =
112.6 £ 1.7 kImol~!, AG* =107.2+1.7 kJmol~!. Dies stellt
eine sehr hohe Stickstoffinversionsbarriere fiir 1,3,4-Oxadi-
azolidine dar.
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Abbildung 3. Diastereomerisierungskinetik des Hauptdiastereomers von
3cin C4Dg bei 329.5 K, Anfangskonzentration ¢,= 0.1 mol L~!; aufgetragen
ist die Relativkonzentration c¢,= Cyaypuiasiercomer/Co gegeN die Zeit 1. Die
Ausgleichskurve wurde mit folgender Gleichung berechnet: c=c +
(co—cx)e 2 (k=8.5 x 107> s7! = Summe der Geschwindigkeitskonstanten
fiir die Hin- und Riickreaktion, berechnet fiir ein Stickstoffatom).

Eine noch hohere Stickstoffinversionsbarriere AG* wurde
fir das 3,4-Di-tert-butyl-1,3,4-oxadiazolidin®! 1 angenom-
men, da die Konformationsenergie fiir die Methylgruppe
(712 kI mol~?!) hoher ist als die der Methoxycarbonylgruppe
(532 kJmol ). Daher wurde 1 hergestellt und seine
Enantiomere gaschromatographisch an Chirasil-3-Dex["! ge-
trennt (20 m x 250 um Innendurchmesser, Filmdicke 400 nm,
85°C, 0.45 bar H,, Trennfaktor a =1.17).

Um die Stickstoffinversionsbarriere von 1 in der inerten
Gasphase zu bestimmen, wurde die mehrdimensionale Stop-
ped-Flow-Gaschromatographie (sftMDGC),['?! die erst kiirz-
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lich zur Bestimmung von sehr hohen Inversionsbarrieren
(Enantiomerisierungsbarrieren) entwickelt wurde, angewen-
det (siehe Experimentelles). Das stMDGC-Experiment kann
in einfacher Weise bei verschiedenen Temperaturen ausge-
fithrt werden (Tabelle 1) und erlaubt damit auch die Bestim-
mung der Aktivierungsparameter AHg,, und ASg. Die er-
mittelte Inversionsbarriere (AGg=131.8 kJmol™' bei
56.5°C; im Vergleich: AG*=112.6 kJmol™! fiir 3¢) fiir ein
pyramidales Stickstoffatom in 1 ist der bisher hochste Wert
fiir eine fiinfgliedrige cyclische Verbindung.

Tabelle 1. Ergebnisse des Stopped-Flow-MDGC-Experiments mit 1.

T[°C] t [min] A %] ke [s71] AGY, [kImol™']
126.2 20.8 98.6 1.12 x 1073 136.7+0.8
139.2 28.4 95.7 2.60 x 10> 138.4+0.8
150.8 21.0 91.7 723 x107° 138.8+0.9
160.2 24.3 81.0 1.65 x 10~ 139.0+1.3
170.0 22.5 79.7 1.94 x 10+ 141.5+0.1

[a] A = GroBere Peakfliche.

Die Mittelwerte von In(k/T) wurden als Funktion von 7! in
einem Eyring-Diagramm aufgetragen. Die Aktivierungs-
parameter fiir 1 wurden aus der Ausgleichsgeraden (r=
0.98) berechnet (AHF,=101.14£02kJmol™' und ASf =
—93 JK 'mol™).

Dass der experimentelle Wert von AH* fiir 1 betrachtlich
kleiner als der berechnete Wert fiir eine Stickstoffinversion!'
und AS* stark negativ ist, kann als Hinweis auf einen
Dissoziationsmechanismus des Inversionsprozesses ange-
sehen werden. Schon in fritheren Arbeiten wurde ein
solcher Inversionsmechanismus fiir einige Heterocyclen vor-
geschlagen: fiir N-Chloroxaziridine (berechnet: AH*=
185 kJmol™!, experimentell: AH*=64.1kJmol™!, AS*t=
—182 JK'mol )3, N-Chlordiaziridine (berechnet: AH*=
143 kJmol™!, experimentell: AH*=46.9 kJmol™!, AS*t=
—176 JK-'mol~")l" und die Trogersche Base (experimentell:
AH*=62.7 kImol~!, AS*= —168 JK~'mol1).l'?l Die Zunah-
me der negativen Entropie ist charakteristisch fir die
Ladungstrennung bei heterolytischen Prozessen,™ jedoch
nicht fiir homolytische Prozesse.') Daher nehmen wir an,
dass die Stickstoffinversion von 1 iiber eine Dissoziation mit
einem CH,-O-Bindungsbruch und Bildung eines Methylen-
iminium-Ions verlduft. Es ist bekannt, dass 1,3,4-Oxadiazoli-
dine mit Aminen als aminomethylierendem Reagens unter
Bruch dieser Bindung reagieren.['"]

Experimentelles

Synthesebeschreibungen und analytische Daten finden sich in den Hinter-
grundinformationen.

Die mehrdimensionale Stopped-Flow-Gaschromatographie wurde mit
einem Siemens-Sichromat-2-Gaschromatographen durchgefiihrt, ausge-
stattet mit zwei Ofen, einem pneumatisch kontrollierten Sechs-Wege-
Ventil (Valco), einer Flisssigstickstoff-Kiihlfalle im Ofen 2, zwei Flammen-
ionisationsdetektoren und einem C-R-6A-Integrator (Shimadzu). Der
gesamte Vorgang wurde mit einem Steuerrechner tiberwacht.

Zur Enantiomerentrennung von 1 wurde eine Fused-Silica-Kapillarséule,
belegt mit Chirasil-3-Dex['l (12.5 m x 0.25 mm Innendurchmesser, 0.4 um
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Filmdicke, 110°C) in Ofen1 verwendet. Entweder das erste oder zweite
eluierte (reine) Enantiomer wurde auf der Reaktionssdule, einer des-
aktivierten und mit Dimethylpolysiloxan (1 m x 0.25 mm Innendurchmes-
ser, 0.002 pm Filmdicke) belegten Fused-Silica-Kapillare, ausgeschnitten.
Die Reaktionssdule wird schnell auf die Temperatur 7 erhitzt, bei der die
Enantiomerisierung einsetzt. Nach der Reaktionszeit ¢ wird die Reaktions-
sdule schnell mit Fliissigstickstoff abgekiihlt, die neue Enantiomerenmi-
schung auf die zweite Trennsdule, belegt mit Chirasil-5-Dex (12.5 m x
0.25 mm Innendurchmesser, 0.4 um Filmdicke, 110°C), transferiert und
die Enantiomere getrennt. Helium wurde als Trdgergas verwendet. Bei
jeder Temperatur wurde das Experiment jeweils dreimal durchgefiihrt. Die
Geschwindigkeitskonstante k& der Inversion wurde berechnet aus dem
beobachteten Enantiomerenverhiltnis (% er) der groBeren Peakfliche, der
Temperatur 7'und der Reaktionszeit t geméf Gleichung (1).
1 er+1

k = —In 1
2t er—1 )

Die Mittelwerte von In(k/T) wurden als Funktion von T-' gemdB der
Eyring-Gleichung aufgetragen. Aus der Steigung und dem Ordinatenab-
schnitt der Ausgleichsgeraden wurden die Aktivierungsparameter AH g,
und ASZ erhalten. Ein statistischer Faktor x von 0.5 wurde fiir einen

reversiblen Inversionsprozess angewandt.
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Stabile und selektive Hybridisierung von
Oligonucleotiden unter Verwendung
nichtnatiirlicher hydrophober Basen**
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Floyd E. Romesberg*

Die Stabilitdt und die Sequenzspezifitit von Duplex-DNA
basiert auf dem komplementdren Watson-Crick-Paarungs-
modus von Adenin mit Thymin (dA:dT-Basenpaar) und von
Cytosin mit Guanin (dC:dG-Basenpaar). Ein zusitzliches
stabiles Basenpaar mit Orthogonalitdt zu den natiirlichen
Nucleobasen vereinfacht die Hybridisierung in Fillen, in
denen die rein natiirlichen Sequenzen zu Kreuzhybridisierung
neigen oder eine hohere Speicherkapazitit erwiinscht ist.!
Dariiber hinaus wiirde die Charakterisierung eines solchen
Basenpaares mehr Informationen iiber Struktur und Funktion
der DNA liefern.”>] Wir berichteten kiirzlich iber die
Synthese und Charakterisierung nichtnatiirlicher Nucleoside
mit hydrophoben Einheiten an Stelle der Purin- oder
Pyrimidinbase.> 3] Als besonders interessant erwiesen sich
hydrophobe Nucleoside mit Isocarbostyrilgrundgeriist, da sie
in Duplex-DNA stabile Homopaare, also DNA-Basenpaare
mit identischen Baseneinheiten, bilden (Isocarbostyril=
1-Hydroxyisochinolin).}! Wir beschreiben hier eine Serie
von Isocarbostyrilderivaten, die in einem Homopaar gipfelt,
das deutlich stabiler und selektiver als ein dA:dT- oder ein
dC:dG-Paar im gleichen Sequenzzusammenhang ist.

Das Isocarbostyrilgrundgeriist wurde sowohl mit einem C7-
Propinylsubstituenten derivatisiert — von dieser Substitution
ist bekannt, dass ein stabilisierender Effekt in natiirlicher!® 19!
und nichtnatiirlicher DNA ausgeiibt wird® 3 — als auch mit
einer C3-Methylgruppe, von der eine bessere hydrophobe
Packung erwartet wurde. Schema 1 zeigt die Synthese des

[*] Prof. P. G. Schultz, Prof. F. E. Romesberg, Dr. M. Berger,

Dr. A. K. Ogawa, Dr. D. L. McMinn, Dr. Y. Wu
Department of Chemistry
The Scripps Research Institute
10550 North Torrey Pines Road
La Jolla, CA 92037 (USA)
Fax: (+1)858-784-7472
E-mail: floyd@scripps.edu

[**] Diese Arbeit wurde von den National Institutes of Health (GM 60005,
FE.R.) und vom Skaggs Institute for Chemical Biology (F.E.R. und
P.G.S.) gefordert. A.K.O. dankt den National Institutes of Health fiir
ein Postdocstipendium (F32 GM19833-01).

Angew. Chem. 2000, 112, Nr. 16

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000

TolO.. OH

OTol

O, __N(iPr),
1
5 O~ 4

CN

Schema 1. a) (MeO),CHCH,NH,, Benzol; b) CL,CCO,Et, THEF,
P(OMe);, TiCl,, CH,Cl,; c) H,O,, AcOH, d)Ac,0, dann NaOH;
e) NaH, CH;CN, 6; f) ICl, CH,Cl,; g) HC=CCH;, Cul, [PdCL,(PPhs),],
NEt;; h) NaOMe, MeOH; i) DMTrCl, Pyridin; j) (iPr),NPCIOCH,CH,CN,
DIPEA, CH,Cl,. Tol=Tolyl, DMTr=4,4-Dimethoxytriphenylmethyl,
DIPEA = Diisopropylethylamin.

7-Propinyl-3-methylisocarbostyril-Nucleosids (PIM) und des
Phosphoramidits 5.1 Die freie Base 2 war nach der
Vorschrift von Hirato et al.l'® zugiéinglich. Die Propinylgruppe
wurde liber eine Iodierung und eine anschlieBende Sonogas-
hira-Kupplung!'* 2l mit Propin am geschiitzten Nucleosid 32!
eingefiihrt. Die freien Nucleoside und Phosphoramidite von
Isocarbostyril (ICS), 7-Propinylisocarbostyril (PICS) und
3-Methylisocarbostyril (MICS) wurden bereits beschrie-
ben.>3 Die thermische Stabilitit des nichtnatiirlichen Ba-
senpaares wurde iiber die UV-spektroskopische Bestimmung
der Schmelztemperatur (7,,) des Duplexes 7 mit X und Y=
dA, dT, dG, dC, ICS, PICS, MICS oder PIM ermittelt (10 mm
1,4-Piperazindiethansulfonsure (PIPES), 100 mm NaCl, pH 7)
und ist fiir verschiedene Kombinationen von Homopaaren
und Fehlpaarungen in Tabelle 1 angefiihrt.

GCGTACXCATGCG

CGCATGYGTACGC
7

Tabelle 1. Schmelztemperaturen 7, fiir das Oligonucleotid 7 fiir eine Serie
von nichtnatiirlichen und natiirlichen Basenpaaren (X:Y).[

X= ICS PICS MICS PIM A T G C
Y=

ICS 59.3

PICS 588  62.6

MICS 61.6  61.8 62.3

PIM 609 652 62.3 66.3

A 55.1 55.5 53.6 55.1 527 587 523 488
T 53.0 537 55.1 54.7 592 498 528 472
G 522 514 54.8 56.2 554 533 505 618
C 51.0 545 54.8 53.4 484 450 60.7 448

[a] Die Schmelztemperaturmessungen wurden mit einem Cary-300-Bio-
UV/Vis-Spektrometer durchgefiihrt. Die Aufheizgeschwindigkeit betrug
0.5°Cmin~!. Bedingungen: 3 um DNA, 10 mm PIPES, 10 mm MgCl,
100 mm NaCl, pH 7.
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