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Amidverbruckung, eine neue Art der 
Modifizierung von Oligonucleotidruckgraten ** 
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Jacques Lebreton, Pascale Hoffmann, Valerie Fritsch, 
Romain M. Wolf und Susan M. Freier 

Es gibt zahlreiche Forschungsaktivitaten zur strukturellen 
Modifikation von Oligonucleotiden[l]. So miissen fur eine the- 
rapeutische Anwendung der Antisense-Strategie mehrere Eigen- 
schaften naturlicher 2'-Desoxyoligoribonucleotide verbessert 
werden. Beispielsweise mu13 die Stabilitat von Antisense-Oligo- 
nucleotiden gegenuber Nucleasen deutlich erhoht werden, wo- 
bei die Affinitat und Spezifitat fur die komplementare Ziel- 
RNA erhalten oder sogar gesteigert werden sollte. Fast immer, 
wenn es bisher gelang, die Resistenz durch einen Austausch der 
Phosphodiesterbriicke zu verbessern, muRe dafur eine Vermin- 
derung der Affinitat zum komplementiren RNA-Strang in 
Kauf genommen werden zl. Nur die N-Methylhydroxylamin- 
und die Thioformacetaleinheit wurden bisher als geeigneter 
PO,-Ersatz beschrieben[* a, 

Unser Konzept, die natiirliche Phosphodiestereinheit in 1 
(Schema 1) durch eine Amideinheit (wie in 2-4) zu ersetzen, 
bietet mehrere Vorteile gegeniiber fruher beschriebenen An- 
sa t~en[~I .  So ist die Amidbindung kompatibel mit den Bedin- 
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Schema 1. Strukturisomerc Amid-modifizierte Oligonucleotidriickgrate. 
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gungen der Festphasensynthese von Oligonucleotiden, und sie 
ist unter physiologischen Bedingungen stabiler als die Phospho- 
diesterbindung. Ein weiterer Vorteil liegt darin, daB die neutrale 
Amidbindung zu einer Ladungsverminderung in den Oligo- 
nucleotiden fuhrt, wodurch deren Penetration durch die negativ 
geladenen Zellmembranen erleichtert werden sollte L41. AuRer- 
dem ist die Amideinheit chemisch einfach zuganglich, und sie ist 
achiral, so daR beim Einbau in Oligonucleotide keine diastereo- 
meren Gemische entstehen. Wir beschreiben hier die Synthese 
der Thymidindimere 10 (siehe Schema 2) mit dem in 2 darge- 
stellten Substitutionsmuster im Nucleotidriickgrat, deren Ein- 
bau in Oligodesoxynucleotide, die thermodynamische Stabilitat 
(Schmelztemperatur T,) der entsprechenden Doppelstrange rnit 
komplementarer RNA und DNA sowie die Resistenz der erhal- 
tenen Oligonucleotide gegeniiber 3'-Exonucleasen. 
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[**I Wir danken Dr. H. Moser fur die hilfreichen Diskussionen sowie Dr. U. Pieles 
und Dr. D. Hubken fur die Synthese und dic Reinigung der Oligonucleotide. 

Schema 2 zeigt die Synthese der Dimere 10. Urspriinglich 
wurde die Oxidation des Aldehyds 5151 zur korrespondierenden 
Saure 6 in zwei Schritten durchgefiihrt. Dabei wurde 5 mit Pyri- 
diniumdichromat (PDC) in Dimethylformamid (DMF) in Ge- 
genwart von Methanol oxidiertr6], der Methylester nach Chro- 
matographie in 60 YO Ausbeute isoliert und dieser anschliel3end 
nahezu quantitativ rnit Natriumhydroxid zur Carbonsaure 6 
hydrolysiert. Spater fanden wir, daIj 5 mit Natriumchlorit auch 
sehr effektiv direkt zu 6 oxidiert werden kann"]. Die Amine 
8 a-c wurden aus 7 durch Reaktion rnit Methyl- oder Isopropyl- 
amin (fur 8b, c) oder mit Lithiumazidr8] bei nachfolgender Re- 
duktion des Azids mit Zinndichlorid (fur 8 a) erhalten [']. 
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Schema 2. Synthese der Phosphoramidite 1Oa-c. TBDPSi = !err-Butyldiphenylsi- 
lyl. a) NaClO,, 2-Methyl-2-buten, NaH,PO,, tBuOH, H,O, Raumtemperatur 
(RT), 2 h (87%); b) R = H, siehe [8]; RNH,, THE RT, 27 h (R = Me (83%). 
R = tPr (75 %)); c) 6, N-Methylmorpholin, TBTU, N-Hydroxybenzotriazol, 
MeCN. RT, 0.5 h, dann 8, N-Methylmorpholin, MeCN, RT, 20 h (R = H (86%), 
R = M e  (80%). R = t'r ( 8 5 % ) ;  d) nBu,NF, AcOH, THF, RT, 20 h (85%) ;  
e) DMTC1, Pyridin, RT, 40 h ( 8 5 % ) ;  f) (iPr,N),POCH,CH,CN, iPr,NH; Tetra- 
ZOI-, CH,C12, RT, 40 h (75%). 

Die Carbonsaure 6 wurde mit 0-(1 H-Benzotriazol-I-yl)- 
N,N,N,K-tetramethyluroniumtetrafluoroborat (TBTU) und 
N-Hydroxybenzotriazol aktiviert und anschlienend rnit den 
Aminen 8a-c gekoppelt. Im Falle des Dimers 9 a  lie8 sich 'H- 
NMR-spektroskopisch nur das in Schema 2 abgebildete Rota- 
mer nachweisen, wahrend bei den N-substituierten Amiden 
9b, c beide Rotamere in Losung vorlagen und durch 'H-NMR- 
NOE-Experimenten identifiziert wurden ["I. In beiden Fallen 
dominierte das in Schema 2 wiedergegebene Rotamer (Verhalt- 
nis ca. 4: 1 in CDC1, bei Raumtemperatur). 

Nach dem Entfernen der Silylschutzgruppe mit Tetra-n-butyl- 
ammoniumfluorid in Gegenwart von Essigsaure wurden mit 
Standardmethoden ['*I selektiv eine 4,4'-Dimethoxytrityl- 
(DMT)-Gruppe am 5'-Ende und eine Phosphoramiditgruppe 
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am 3'-Ende eingefiihrt. Die Festphasensynthese der Oligodesoxy- 
nucleotide (siehe Tabelle 1)  und deren Reinigung wurden wie 
ublich durchgefuhrt [13]. 

Die Schmelztemperaturen der zwischen diesen Oligodesoxy- 
nucleotiden und ihren komplementaren RNAs oder DNAs ge- 
bildeten Doppelstrange sind in Tabelle l aufgefuhrt [141, Eine 
einzige Amidmodifikation in der Mitte (Oligonucleotid A) fuhr- 
te zu einem Anstieg der thermischen Stabilitlt der mit RNA 
gebildeten Doppelstrange (+ 0.9 bis + 1 .O K). Eine analoge 
Steigerung der Affinitat fur die Ziel-RNA tritt auch bei den 
Sequenzen B und D im Falle der Modifikation a,  auf, Eine 
leichte Verminderung der Stabilith des Doppelstrangs (--0.3 K 
pro Modifikation) wurde durch den Einbau von funf a,-Einhei- 
ten (Oligonucleotid C) bewirkt. Eine ahnliche Tendenz zeigte 
sich bei den N-substituierten Amideinheiten a2 und a3. Aller- 
dings ist die Destabilisierung der Doppelstrange in diesen Fallen 
recht gering, sogar bei der sterisch anspruchsvollen Isopropyl- 
gruppe (in a3). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dalj die 
Amideinheit a, ein guter Substituent im Oligonucleotidriickgrat 
ist und dalj die Einfuhrung weiterer Substituenten am Stick- 
stoffatom nicht zu einer wesentlichen Storung der Struktur und 
der Stabilitat des mit RNA gebildeten Doppelstrangs fuhrt. Die 
Amidmodifikation gemal3 2 zeigt auljerdem eine gute Affinitat 
m m  kornplementaren DNA-Strang (E + F in Tabelle 1). 

Tabelle 1. Schmelztemperaturen T,,, der Doppelstrange aus modifiziertem Oligonu- 
cleotid und komplementirer RNA oder DNA [a]. 

Modifiziertes Oligodesoxynucleotid (5'-  3 )  [b] Wildtyp AT, [K] [b, c] 
j",["CI a, a2 a3 

A CTCGTACCTaTTCCGGTCC 63.3 +0.9 +1.0 f0 .9  
B CTCGTACTmTTaTCCGGTCC 61.8 +0.5 -0.2 -0.2 
C GCGTaTTaTTaTTaTTaTGCG 50.2 -0.3 [d] -0.7 
D TTTTaTCTCTCTCTCT 51.6 +0.4 -1.1 -0.4 
E GCGTaTTaTTaTTaTTaTGCG 54.1 -1.5 [d] -3.0 
F TTTTaTCTCTCTCTCT 42.3 -1.7 -2.6 -3.8 

[a] A-Dmit komplementirer RNA, E + F rnit komplementirer DNA. [b] a = 3'- 
CH,NRCOCH,-4 (R = H), a,; R = Me, al; R = iPr, a3). [c] AT, ist die Differenz 
T* (modifiziertes Oligonucleotid) ~ T,, (Wildtyp) dividiert durch die Zahl der Mo- 
difikationen. [d] Nicht gemessen. 

Diese Bindungswerte unterscheiden sich deutlich von denen, 
die wir rnit Amideinheiten vom Typ 3[3 b1 und 413 erreicht hat- 
ten: Deren Einbau in die gleichen Oligonucleotide fuhrte bei den 
mit RNA gebildeten Doppelstrangen zu einer mittleren Ernied- 
rigung der T,-Werte von 2.9K pro Modifikation bei 3 und von 
1.6 K pro Modifikation bei 4. Studien zur molekularen Dyna- 
mik (siehe unten) bestatigten, dal3 die Amidmodifikation gemaR 
2 eine gunstigere Anordnung im Doppelstrdng mit komplemen- 
tarer RNA einnimmt als die Analoga gemalj 3 und 4. Interes- 
santenveise destabilisieren die Amidmodifikationen durch a, - 
a3 die rnit dem komplementaren DNA-Strang (E + F) gebilde- 
ten Doppelstrange mehr als jene mit dem komplementaren 
RNA-Strang (A-D). 

Durch Untersuchungen zur Molekiilmechanik und Molekul- 
dynamik (MD) wollten wir Einblicke in die strukturellen Cha- 
rakteristika der modifizierten Oligonucleotidriickgrate gewin- 
nen" 51. Dabei wurden Gegenionen und Losungsmittelmolekule 
nicht explizit beriicksichtigt. Die Permittivitat wurde durch Ver- 
wendung einer abstandsabhangigen Dielektrizitatskonstanten 
I: = 4 x vij angepaljt, wobei rij fur den Abstand zwischen Punkt- 
ladungen steht. In einem ersten Schritt wurde ein Hybrid-Dop- 
pelstrang rnit einem Octamer vom A-Typ d(CTTTaTTTC) . 
r(GA,G), hinsichtlich der fur die Amideinheit 3'-CH,CO- 

NHCH,-4 moglichen Konformationen analysiert. Dazu wur- 
den die Torsionswinkel [ und fi (Abb. 1) in Schritten von 30" 
geandert und jeweils die vollstandige Relaxation der Struktur 
abgewartet. Die Torsionswinkel E und y konnten sich dabei frei 

hbb. 1. Definition der Torsionswinkel in ei- 
nem Amid-verkniipften DNA-Fragment. 
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t 

1 

anpassen, die Amidbindung (Torsionswinkel a)  wurde in der 
trans-Konformation belassen, wobei CI allerdings innerhalb der 
durch das Kraftfeld festgelegten Grenzen vom Standardwert 
180" abweichen durfte[lbl. Die Methode ermoglichte es, einige 
lokale Minima fur die Konformation der Amideinheit zu erfas- 
sen, ohne wahrend der Konformationsanalyse die Doppel- 
strangstruktur an irgendeinem Punkt zu zerstoren. In Abbil- 
dung 2 sind drei deutlich unterscheidbare Konformationen 
darge~tellt['~], und ihre strukturellen Details sind in Tabelle 2 
aufgelistet. 

Y 

I 

I1 (+0.5 kcal mol-') III (+2.9 kcal mol-') 

Abb. 2. Strukturen des Amid-verknupften Teils aus der Mitte des Octamer-Doppel- 
strangs (modifizierte DNA) (RNA) (oben links) zu lokalen Energieminima. Die 
Energiewerte sind AMBER-Energien, bezogen auf das energiearmste Konformer 1. 
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Tabelle 2. Torsionswinkel ["I an der Amideinheit (siehe auch Abb. 1 und 2) [a]. Das dynamische Verhalten der beiden Doppelstrange ist sehr 
ahnlich, was vermuten lafit, daD beide in Sihnlicher Weise um 

former (kcal mol- '1 eine Gleichgewichtsgeometrie oszillieren. Innvischen wurden 
auch detaillierte MD-Simulationen mit verschiedenen Aus- 

I 0  i - 1 -75 177 60 17 178 -79 - 157 gangsgeometrien durchgefiihrt und die dabei auftretenden Kon- 

Kon- Energie [b] Rest a p y 6 E 

i 170 -157 166 85 -155 -62 -169 fomationsuberggnge ermitteltI181, 
11 0.5 i - 1  -74 178 59 75 171 55 -159 

i -172 73 170 77 -158 -65 -171 
TI1 2.9 1 - 1  -75 176 58 71 92 81 -159 

i -171 157 71 17 -173 -67 -148 

[a] Die Torsionswinkel des modifizierten Segments 3'-CH2CONHCH,-4 sind halb- 
fett gedruckt. [b] Relative AMBER-Energie des Octamer-Doppelstrangs. 

Die Molekiildynamikstudien wurden an 14mer-Doppel- 
strangstrukturen (Abb. 3) aus einem alternierend modifizierten 
Strang, d(CT(TaT),TC), und dem natiirlichen komplementaren 
RNA-Strang uber einen Zeitraum von 100 ps bei 300 K durch- 
gefuhrt (kontinuierliches Erhitzen bis zur Gleichgewichtsein- 
stellung innerhalb von 24 ps). Abbildung 4 zeigt in Form von 
Bandern iiberlagerte Riickgratstrukturen, die im Abstand von 
10 ps ermittelt wurden: links der Wildtyp d(CT,,C) . r(GA,,G) 
und rechts der in Abbildung 3 wiedergegebene Doppelstrang, 
bei dem alle Amideinheiten zu Beginn der Rechnungen in der 
Konformation I vorlagen. 

Abb. 4. In Form von Bindern uberlagerte Ruckgratstrukturen von I4mer- 
DNA. RNA-Hybriddoppelstrangen. Links: Wildtyp d(CT,,C) r(GA,,G); 
rechts: durch Amideinheiten modifizierter Doppelstrang d(CT(TaT),TC) ' 

r(G(A),,G) (siehe Abb. 3). Der modifizierte DNA-Strang ist jeweils der oben rechts 
beginnende. 

Die modifizierten Oligonucleotide TCCAGGTGTTTaTC 
weisen eine hohere Resistenz gegeniiber einer hydrolytischen 
Spaltung durch 10proz. foetales Ka lbe r~e rum[~~]  (vorwiegend 
3'-Exonuclease) bei 37 "C auf als das unmodifizierte Oligo- 
nucleotid. Der Steigerungsfaktor betragt im Falle von a2 und a3 
9 bzw. 17. 

Die mit einer Amideinheit gemal3 2 modifizierten Oligonucleo- 
tide haben nicht nur eine ahnlich g r o k  oder sogar leicht hohere 
Affinitat gegenuber der Ziel-RNA als die natiirlichen Analoga, 
sondern sie sind zudtzlich deutlich stabiler gegenuber 3'-Ex- 
onucleasen. Die Ruckgratmodifikation biologisch relevanter 
Sequenzen gemaD 2 wird zur Zeit versucht. 

Eingegangen am 13. August 1993 [Z6277] 
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Geigy), der uns auf diese Literaturstelle aufmerksam machte. 

Kooperativitat und Ubertragung von Chiralitat 
in fliissigkristallinen Polymeren ** 
Gunter Wulff *, Harald Schmidt, Hartrnut Witt 
und Rudolf Zentel * 
In memoriam Gunther Snatzke 

Die Aufmerksamkeit, die chiralen fliissigkristallinen Verbin- 
dungen entgegengebracht wird, hangt rnit der Tatsache zusam- 
men, daR durch die Chiralitat auf molekularer Ebene Chiralitat 
in der Uberstruktur der fliissigkristallinen Phase induziert wer- 
den kann, wobei helicale Uberstrukturen rnit Ganghohen von 
einigen 100 nm bis zu einigen pm entstehen konnen. Dabei inter- 
essieren vor allem die Materialeigenschaften solcher Phasen, 
z.B. die Selektivreflexion von Licht durch die cholesterische 
Phase oder die Ferroelektrizitat der smektischen C*-Phase. Be- 
kannt sind solche thermotropen Phasen von niedermolekularen 

---_ 

.--_ 

a b 

C 

Abb. 1. Schematische Darstellung der Anordnung der mesogenen Gruppen aus dem 
Comonomer ([XI) und der Substituenten in der chiralen Diade (0) an den Poly- 
merketten. a) Verhalten in Losung von Polymeren des Typs Plb und P2b rnit kur- 
zem Spacer am Mesogen und Phenylgruppen an der Diade. Der Chromophor im 
Mesogen wird durch die benachbarte Diade in eine bevorzugte chirale Konforma- 
tion gebracht. b) Verhalten in Losung von Polymeren des Typs P4C-k rnit langem 
Spacer am Mesogen und zn Biphenylyl- oder Terphenylylgruppen verlangerten 
Diadeneinheiten. Eine chirale Wechselwirkung zwischen Diade und Mesogen- 
chromophor wird nicht beobachtet. c) Verhalteu in fliissigkristalliner Phase von 
Polymeren des Typs P4C-k mit langem Spacer am Mesogen und mesogenahnli- 
chen Diadeneinheiten. Durch die gemeinsame Orientierung beider Gruppen irn 
Flussigkristall kommt es zu einer starken inter- und intramolekularen Wechselwir- 
kung und Ebertragung von Chiralitiit. 
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