ZUSCHRIFTEN

nachgewiesen, Die bei der HPLC-Analysef!5! gefundenen Re-
tentionszeiten von 3 und 4 sowie diejenige von S,NCH, erfiillen
die fiir homologe Reihen giiltige Beziehung In k' = a + bn
(k" = Kapazititsfaktor). Heterocyclen dieser Art sollten es erst-
mals erméglichen, die Konformation schwefelreicher Ringe in
Losung mit temperaturabhdngiger NMR-Spektroskopie (*H,
15N) zu studieren. Wir erwarten, daf die Pseudorotation bei
tieferen Temperaturen einfriert und die nichtiquivalenten Ring-
positionen, die in den Homocyclen Sy, und S,, vorhanden
sind"), indirekt spektroskopisch unterscheidbar werden. Au-
Berdem 14Bt die grofle und immer noch wachsende Zahl von
anorganischen und organischen Polyschwefelverbindungen, die
durch Ligandentransfer aus [Cp,TiS,] synthetisiert wurden!*),
erwarten, da3 auch 1 und 2 Ausgangsverbindungen fiir die Syn-
these zahlreicher neuer, auf anderem Wege nicht herstellbarer
Verbindungen werden.

Experimentelles

1: Unter Schutzgas wird {Cp,Ti(CO),} (85 mg, 0.36 mmol) in 15 mL »-Hexan bei
20 °C innerhalb von 30 min zu S,NH (87 mg, 0.36 mmol) in 70 mL n-Hexan ge-
tropft und weitere 2.5 h geriihrt. Der entstehende schwarze Niederschlag wird iso-
liert und in einer Soxhlet-Apparatur mit CS, extrahiert. Das aus dem eingeengten
Extrakt bei Kiihlung auskristallisierende schwarze Produkt wird aus CH,Cl, um-
kristallisiert. Ausbeute: 62mg (41%). Korrekte CHN-Analyse; 'H-NMR
(200 MHz, CS,/[Dg]Aceton, 25°C): & = 6.44, 6.45 (Cp); UV/Vis (Methanol):
Amse = 209, 230, 313, 575 nm (Dioden-Array-Detektor).

2: In analoger Weise wie bei 1 setzt man [Cp,Ti(CO),] (234 mg, 1 mmol) in 30 mL
n-Hexan mit S;NCH; (253 mg, 1 mmol) in 150 mL »-Hexan bei 20 °C um und riihrt
24 h. Aufarbeitung wie bei 1. Ausbeute: 215 mg (50 %). Korrekte CHN-Analyse;
'H-NMR (200 MHz, CS,/[D4]Aceton, 25°C): & = 6.47 (s, SH), 6.37 (s, SH), 3.27
(s, 3H); UV/Vis (Methanol): 4,,,, = 206, 231, 290, 390, 578 nm (Dioden-Array-De-
tektor).
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konnen beim Fachinformationszentrum Karlsruhe, D-76344 Eggenstein-Leo-

poldshafen, unter den Hinterlegungsnummern CSD-401514 (1) und CSD-

401515 (2) angefordert werden.

Zwei C18-Sdulen in Reihe (/ = 2 x 10 ¢m; 10 pm bzw. 5 um Partikeldurchmes-

ser), Elutionsmittel: Methanol. Im Falle der isomeren Komplexe [Cp,Ti(u-

S,)(#-S,)AsCH,] und [Cp, Ti(u-SHu-S;)AsCH ] unterscheiden sich die Reten-

tionszeiten erheblich: B. Holz, Dissertation, Technische Universitiit Berlin,

1991.

Simulation des Pulverdiffraktogramms mit dem Programm LAZY PULVER-

IX. Messung im Winkelbereich 26 = 9-27° mit dem Siemens-Gerit D 5000.
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1,5-Anhydrohexit-Nucleinsiuren, neue potentielle
Antisense-Wirkstoffe**

Arthur Van Aerschot*, Ilse Verheggen, Chris Hendrix
und Piet Herdewijn

Antisense-Oligodesoxyribonucleotide (ODN) kénnen als eine
neue Klasse potentieller therapeutischer Wirkstoffe angesehen
werden. Sie vermogen die Synthese spezifischer Proteine zu
hemmen, indem sie entweder die Translation physikalisch blok-
kieren oder die durch RNAse H hervorgerufene Spaltung der
mRNA einleiten. Die wesentlichen Nachteile beim Einsatz die-
ser Verbindungen sind ihre geringe metabolische Stabilitdt und
Probleme bei der Aufnahme in die Zelle!!l. Es liegt auf der
Hand, daB dieser therapeutische Ansatz von der Verfiigbarkeit
modifizierter Oligonucleotide profitieren konnte, die die Trans-
lation durch Bildung sehr stabiler Komplexe mit dem Zielmole-
kiit blockieren.

Von den zahlreichen Modifikationen in der ODN-Strukturf?
fuhren nur wenige zu einer erhéhten Duplexstabilitidt™!. Die
stabilsten unter ihnen sind iiber Polyamide verkniipfte, acycli-
sche Nucleinsduren, die PNAs, die aber Tripelhelices bilden.
Thre Nachteile liegen in der niedrigen Wasserlostichkeit und in
der geringen Aufnahme in die Zellen™!. Mit N3’ — P5'-Phos-
phoramidaten konnte die Schmelztemperatur 7, der Duplexe
um durchschnittlich 2 K pro Base gegeniiber RNA erhéht wer-
den, wie kiirzlich gezeigt wurde!®!,
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Da Pyranose-ODNs gegeniiber Furanose-ODNs energetisch
begiinstigt sind (geringere Anderung in der Entropie bei der
Duplexbildung), sind mehrere Pyranosen bereits untersucht
worden!®!, Wegen der strukturellen Ahnlichkeit der 1,5-Anhy-
drohexit-Nucleosidanaloga 1 (Abb. 1) mit natiirlichen 2'-Des-
oxynucleosiden!” haben wir ODNs untersucht, die aus Mono-
meren des Typs 1 aufgebaut wurden. Die zusitzliche Methylen-
gruppe zwischen der Base und dem Ringsauerstoffatom ergibt
ein viel weniger flexibles Tetrahydropyran-Gerist.
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Abb. 1. Formel des Anhydrohexit-Monomers und Vergleich zwischen natiirlicher
DNA (rechts) mit einem 1,5-Anhydrohexit-Oligomer (links).

Die Synthese von 1,5-Anhydro-2-(adenin-9-yl)-2,3-didesoxy-
D-arabino-hexit 2 (hA) und den damit verwandten Bausteinen 3
(hT) und 4 (hG) wurde bereits beschrieben!”], Diese Monomer-
einheiten wurden nach der Phosphoramidit-Methode unter Ver-
wendung von Standardschutzgruppen (bei A: Benzoyl, bei G:
Isobuturyl) und langkettigem Alkylamin-CPG (CPG = con-
trolled pore glass) als Triger in Oligomere eingebaut!® °1,

Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, dal} das Einfiigen von hA in
Oligo(dA) annihernd die gleichen Helix-Coil-Uberginge ergibt
wie das Einfiigen von natiirlichem dA. Ein Austausch von Thy-
midin durch hT in Oligo(dT) fiihrt zu einer bedeutenden Ernied-
rigung der Schmelztemperatur, obwohl bei den 1,5-Anhydro-
hexit-Nucleosiden keine Anderung in der spezifischen Basen-
paarung beobachtet wurde.

Wihrend fir Homo-DNA eine Adenin-Adenin-Basenpaa-
rung beschrieben wurde!'%l, konnten wir unter den hier verwen-
deten physiologischen Bedingungen weder bei 10 (Abb. 2) noch
bei 12 unter 90 °C Helix-Coil-Ubergénge beobachten. Die Mes-
sung der thermischen Stabilitdt von Homopolymer-Mischungen
aus 12 -7 und 10 - 5 (Tabelle 2) zeigte eine Komplexbildung zwi-

1484 © VCH Verlugsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim

, 1995

Tabelle 1. Vergleich der T,-Werte [°C] der Duplexe aus den Oligonucleotiden 5,
6 und 7, 8 mit den entsprechenden komplementdren Oligonucieotidstringen
(dT)6N(dT)e bzw. (dA)(N(dA),, bei denen die mittlere T- oder A-Einheit ersetzt ist;
N =G, C, AoderT (0.1 M NaCl, 20 mm KH,PO,, pH 7.5, 0.1 mm EDTA, Strang-
konzentration je 4 um).

Sequenz T,
G C A T
5 20.0 17.9 18.5 34.0
6 20.2 17.1 17.7 319
G C T A
7 21.0 20.7 21.3 34.0
8 15.1 152 18.3 28.6

Tabelle 2. T,,-Werte [ °C] (Hyperchromie H [%]) der Schmelzkurven (260 nm) mo-
difizierter ODNSs (¢ = 4 uM) in 0.1 m NaCl-Puffer und ihre enzymatische Stabilitit
[min].

Sequenz komplementédrer T, (H) 1y, [a]
Strang

9 5 27.6 (32) >120
10 5 45.4 (49) [b] S [c}
11 7 30.3 (33) >120
12 7 21.0 (49) S e
10 12 76.3 (ND) [d]

7 5 34.0 (35) 4

[a] Gemessen iiber die Hyperchromie (260nm) bei 37°C in 1mL 200 mm
Tris - HCI, pH 8.6, 28 mM MgCl, mit 0.04 Einheiten SG-PDE (Crotalus-Adaman-
teus-Gift, Pharmacia) fiir 0.4 OD,4,. [b] Gemessen bei 284 nm. [c¢] Vollstindig
stabil unter den Reaktionsbedingungen innerhalb von 24 h. {d] Konnte aufgrund
der hohen Schmelztemperatur nicht gemessen werden.

(dA); 5 (dA)chA(dA)s 6 dT)y, 7

(dT)shT(dT)s 8 (hT),(dT)o(hT), 9 (hT);; 10

(hA),(dA)(hA), 11 (hA),; 12

6'-h(AGGAGA) 13 5-d(AGGAGA) 14

6-h{AGG GAGAGGAGA) 15
5-d(AGGGAGAGGAGA) 16

Abb. 2. Kurzformeln der im Text diskutierten Oligonucleotide.

schen einer vollstindig modifizierten Hexit-Nucleinsdure
(HNA) und natiirlicher DNA. Im Vergleich zu 7, = 34°C fiir
das Kontrollduplex 7 - § wurden fiir die HNA - DNA-Duplexe
T, -Werte von 21°C bzw. 45°C gemessen. Der T, -Wert von
10 - 5 wurde bei 284 nm bestimmt, da das thermische Verhalten
des Komplexes bei 260 nm anzeigte, daB3 Oligo(hT) - Oligo(hA)
keine klassische helicale Struktur hat. Bei 260 nm nimmt die
UV-Absorption zunichst bis zu einem Minimum bei 46 °C ab
und steigt dann wieder an (Abb. 3).

1.26 2 0.5
1.25 |- 047

I 1.24 0.44
1.23 0.41 T

Ag 122 038 4,
1.21 035
1.2 0.32

10 18 26 34 42 50 58 66 74

7Cc —

Abb. 3. T,-Werte des aus 10 und 5 hergestellten Duplexes in 0.1 M NaCl bei 260 nm
(==-) (A4,) und 284 nm (—) (A4,). Beide Kurven zeigen einen Inflexionspunkt bei
45-46°C. A = Absorption; Strangkonzentration je 4 pM.
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Wihrend die natiirlichen Oligonucleotide 5 und 7 von Schlan-
gengift-Phosphordiesterase (SG-PDE) innerhalb weniger Minu-
ten abgebaut werden, sind die modifizierten Oligonucleotide 10
und 12 véllig stabil gegeniiber SG-PDE (Tabelle 2). Der Einbau
von zwei hA-Monomeren an beiden Enden eines Oligo(dA) wie
bei 11 ergab ebenfalls sehr stabile ODNs. SG-PDE ist eine 3'-
Exonuclease, und die 3-Exonuclease-Aktivitit ist die Haupt-
ursache fiir den Abbau von ODNs im Serum*!1,

Ein Hexamer und ein Dodecamer (Tabelle 3), die aus einer
gemischten Purinsequenz bestehen und hA und hG enthalten,
bilden sowohl mit DNA als auch mit RNA deutlich stabilere

Tabelle 3. 7T -Werte [°C] (Hyperchromie [%]) eines volistindig modifizierten
Otligonucleotids (¢ = 4 pm)in 0.1 M NaCl, 20 mm KH,PO,, pH 7.5, 0.1 mm EDTA.
Die Duplexbildung erfolgte entweder mit einem komplementiren DNA- oder
RNA-Strang.

Sequenz komplementére komplementére
DNA-Sequenz RNA-Sequenz

3 31.2 (9.5) [a] 44.8 (13)

4 10.0 [a, b] 10.5 [b]

5 64.8 (14) 84.0 (>15b])

6 49.0 (19) 47.6 (15)

[a] Gemessen in 1M NaCl. [b] Konnte aufgrund der niedrigen oder hohen
Schmelztemperatur nicht bestimmt werden.

Duplexe als ihre natiirlichen Gegenstiicke. Die beobachteten
T,-Werte sind nicht das Ergebnis einer Selbstassoziation der
HNAsS, da sie alleine unter diesen Bedingungen keine Hyper-
chromie zeigen. Fiir das HNA-DNA-Duplex konnte ein An-
stieg des 7,-Wertes um 16 °C im Fall des Dodecamers 15 und
um 21 °C fiir das Hexamer 13 gemessen werden. Die AT, -Werte
pro Basenpaar hingen eindeutig von der Sequenz ab. Fiir die
HNA-RNA-Duplexbildung ist der Anstieg im Vergleich zum
DNA-RNA-Kontrollduplex mit 36 °C fiir das Dodecamer und
34°C fir das Hexamer noch stirker ausgeprdgt. Ein HNA-
RNA-Duplex ist also stabiler als ein HNA-DNA-Duplex, was
das Potential von HNA als Antisense-ODNs unterstreicht. Der
Anstieg im 7,,-Wert von 3 °C auf 5.5 °C pro Basenpaar zeigt eine
sehr starke Wechselwirkung der HNAs mit den komplementa-
ren Oligoribonucleotiden.

Diese Ergebnisse legen nahe, dal ODNs, die 1,5-Anhydro-
hexit-Bausteine enthalten, sehr stabile Komplexe mit DNA und
RNA bilden sowie enzymatisch stabil sind. Daher erfiillen diese
Verbindungen zumindest zwei Anforderungen eines idealen An-
tisense-Wirkstoffes.
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Stichworte: Antisense-Oligonucleotide - DNA - Nucleinsduren -
RNA - Polyalkohole
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Effiziente Totalsynthese der pharmakophoren
Gruppe des Antitumorantibioticums CC-1065
durch kombinierte mit einem Zirconocen- und
Palladium-Komplex initiierte Cyclisierungen**

Lutz F. Tietze * und Wilm Buhr
Professor Richard R. Schmidt zum 60. Geburtstag gewidmet

Das Antibioticum CC-10651, das 1978 aus Streptomyces
zelensis isoliert wurde, ist eines der am stiarksten wirksamen
Cytostatica, die zur Zeit bekannt sind!*.. Es enthilt drei partiell
hydrierte Pyrrolo{3.2-e]indol-Einheiten ; die A-Einheit mit einer
ungewdhnlichen, formalen Spirocyclopropylgruppe ist die phar-
makophore Gruppe, wihrend die B- und C-Einheit verantwort-
lich sind fiir die starke Bindung an die DNA. Es konnte nachge-
wiesen werden, daB3 die A-Einheit von 1, die als CPI bezeichnet
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wird, AT-reiche Regionen in der kleinen Furche doppelstrangiger
DNA sequenzspezifisch alkyliert!l. Das Antibioticum 1 kann
jedoch nicht als Pharmakon eingesetzt werden, da es eine verzo-
gerte letale Hepatoxizitit aufweist. Derivate der CPI-Einheit zei-
gen dagegen diese negative Eigenschaft bei vergleichbarer Cyto-
toxizitit nicht[!,

Bei der Planung selektiver Cytostatica fiir die Tumorthera-
pie'! haben wir ¢ine hocheffiziente Synthese fiir das (V?-Ben-
zolsulfonyl)-CPI-Derivat 2 entwickelt, die den bekannten Her-
stellungsmethoden!”! iiberlegen ist und sich durch eine kurze

[*] Prof. Dr. Dr. L. F. Tietze, Dipl.-Chem. W. Buhr
Institut fiir Organische Chemie der Universitit
TammannstraBe 2, D-37077 Géttingen
Telefax: Int. + 551/39-9476

[**] Anticancer Agents, 22. Mitteilung. Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemi-
schen Industrie gefdrdert. Der Degussa AG danken wir fiir Sachspenden. —
21. Mitteilung: Lit. [4b].
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