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Experiments directed towards a chemical etiology of nucleic acids
aim at uncovering facts that may help us to rationalize Nature's
choice of the RNA structure in the evolution of a genetic system.
A strategy towards finding such facts is to synthesize potential nu-
cleic acid alternatives and to systematically compare their func-
tional properties (base pairing, nonenzymic replication, sequence-
specific catalysis) on the chemical level with those of RNA. Nucleic
acid alternatives are chosen by the criterion of whether their po-
tential for constitutional self-assembly without enzymes is judged
by chemical reasoning to be comparable to, or greater than, that
of RNA. Alternatives which turn out to be functional could have
(but have not or may have only temporarily) been chosen as a ge-
netic system. Alternatives that are found to be non-functional can
be dropped from the list of hypothetical RNA-competitors.

Parallel to our work on nucleic acid alternatives based on
hexopyranose sugars, we have studied potential pairing systems
that contain dipeptide derivatives instead of sugar phosphates as
building blocks of their backbones. Oligo-nucleodipeptamidinium
salts of the constitutional type shown in Figure 3 can be inter-
preted as representing oligomers of corresponding nucleodipeptide
nitriles which, in turn, can be derived from dipeptidic serine ni-

* Mitt. XVI, Lit.'
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triles. This paper summarizes our observations on the synthesis
and properties of thyminyl- and adenyl-derivatives of (L)-oligo-nu-
cleodipeptamidinium salts (up to decamers) belonging to the con-
stitutional type shown in Figures 9 and 10. Such oligomers are sol-
uble in aqueous medium but turn out to be sensitive to hydrolysis
at pH-values above 4 (half life of dimers at pH = 6, 1-3 h at room
temperature, ca. 30 h at 0 °C). Neither in UV-spectroscopically de-
termined mixing curves (¢ ~ 11 uM, pH = 4, 4 °C, 1 M NaCl) of mix-
tures of hexamers that contain complementary bases, nor in CD-
spectra of (1 : 1) mixtures of the corresponding decamers (similar
conditions) could we observe signs of adenine-thymine base pair-
ing. Although these observations must be considered as prelimi-
nary since they are rather limited with regard to structural vari-
ations, conditions and observation methods, the properties ob-
served for these materials discourage the view that such oligo-

nucleodipeptamidinium salts might have been competitors to
RNA.

EINLEITUNG

»Sie (die Naturstoffe) sind das Ergebnis einer drei Milliar-
den Jahre dauernden Entwicklung der lebendigen Welt und ha-
ben wihrend einer langen Zeit die Auslese der Evolution tber-
standen. Ich bin iiberzeugt, dass sie immer eine Botschaft
enthalten, und dass es unsere Aufgabe ist, diese zu entziffern.«

(V. Prelog)

Dieses Bekenntnis zur Chemie der Naturstoffe hat Vlado Prelog vor
einigen Jahren in seiner persénlichen Riickschau »Gedanken nach 118
Semestern Chemiestudium«® abgelegt. Es ist das Credo eines Chemikers,
der — mag man ihn auch heute vorwiegend als Stereochemiker sehen —
sein wissenschaftliches Werk letztlich aus der Quelle der Chemie der or-
ganischen Naturstoffe schopfte. Die einzigartige Stellung, die der Jubilar
innerhalb der organischen Chemie seiner Zeit einnahm, griindete indes-
sen nicht zuletzt darin, dass er dank der ungewodhnlichen Adaptibilitat
seiner Forschungsinteressen und der thematischen Breite seiner For-
schungserfolge das Kunststiick fertig brachte, zum »harten Kern« von
zwel michtigen Organiker-Clans gleichzeitig zu gehoren, zum Clan der
Naturstoffchemiker und zu dem der physikalischen Organiker. Die
Naturstoff-Magnaten Robert Robinson und Robert Burns Woodward
waren ebenso seine Freunde wie die Potentaten der physikalisch-organi-
schen Chemie Christopher Ingold und Saul Winstein es waren. Da konnte
es vorkommen, dass Prelog die Rolle eines Vermittlers wahrzunehmen
hatte wenn es darum ging, bei Vertretern des einen Clans mehr Verstand-
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nis fir die Bedeutung der Chemie des andern zu schaffen. Und so tont das
obige Bekenntnis wie ein Nachhall auf eine von Prelog oft erzihlte, denk-
wiirdige Episode aus jener Zeit: Saul Winstein habe bei einem seiner Be-
suche an der ETH wiahrend eines lebhaften chemischen Gedankenaus-
tausches in seinem Biiro ihm, Prelog, die Frage gestellt »Vlado, why do you
waist your time with natural products?« Prelog, nicht verlegen, erinnerte
den Protagonisten der amerikanischen physikalisch-organischen Chemie
daran, dass es schliesslich die systematische Erforschung von Naturstof-
fen gewesen sei, welche die meisten wirklich bedeutenden Fortschritte in
der organischen Strukturtheorie hervorgebracht hitten, und dass er, Saul
Winstein, ibrigens ja auch mit Derivaten von Naturstoffen arbeite, denn
das [2,2,1]-Bicycloheptan-System sei ja schliesslich das Grundgeriist des
Campher-Molekiils.*

Aus heutiger Sicht und inshesondere aus dem Blickwinkel einer chemi-
schen Aetiologie biomolekularer Strukturen heraus hért sich Prelog's Credo
an die Botschaft, welche die Naturstoffe in sich triigen und die es zu entzif-
fern gelte, als prophetisch an. In einer chemischen Aetiologie der Natur-
stoffe fragt man nach dem Ursprung ihrer Strukturen, nicht danach wie,
sondern warum die Natur diese Strukturen macht, warum es die und nicht
andere sind, welche in der sonst unabsehbaren Welt maglicher molekularer
Strukturen dadurch ausgezeichnet sind, als Biomolekiile auf uns gekommen
zu sein. Bezieht man sich dabei auf die Strukturtypen der biologisch fun-
damentalen Naturstoff-Familien, d.h. der Nukleinsiuren, Proteine, Zucker
und Cofaktoren, so sind solche Warum-Fragen Teil einer chemischen Aeti-
ologie des Lebens selbst.

Zu einer wissenschaftlichen Aetiologie von Naturstoffen kann solches
Fragen allerdings nur dann fiihren, wenn es von einer Strategie zum Experi-
ment begleitet ist. Eine solche ist die systematische chemische Unter-
suchung von Biomolekiil-Alternativen.5 Es sind dies Strukturen aus der
Umgebung eines gegebenen Biomolekiils im Strukturraum der organischen
Molekiile, welche nach chemischem Ermessen eine vergleichbare, oder gar
hohere Chance der Selbstkonstituierung unter natiirlichen Bedingungen als
die entsprechende Biomolekiilstruktur selbst gehabt haben sollten. Die ex-
perimentelle Strategie besteht darin, solche Alternativstrukturen mit
Methoden der chemischen Synthetik herzustellen, ihre im Hinblick auf die
biologische Funktion der betreffenden Biomolekiilstruktur relevanten
chemischen Eigenschaften festzustellen und dieselben mit den entsprechen-
den Eigenschaften des Biomolekiils (oder Molekiiltyps) systematisch zu ver-
gleichen. Daraus wird entscheidbar, ob solche Alternativen nicht nur
beziiglich ihrer Bildungschance, sondern auch funktionell zu Biomolekiilen
hatten werden konnen.

* Dass darauthin Saul Winstein die Riickfrage gestellt habe, »ob denn Campher ein Naturstoff sei?«,
ist vermutlich eine apokryphe Eskalation der Story.
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Erweist sich eine Alternativstruktur auf chemischer Ebene als nicht-
funktionell, so bedeutet dies eine Falsifizierung der Hypothese, dass die
Struktur im Laufe der Evolution anstelle der betreffenden Biomolekiilstruk-
tur hétte selektioniert werden kénnen. Was aber, wenn sich das Umgekehrte
herausstellt, d.h. eine Alternativstruktur sich der Biomolekiilstruktur auf
chemischer Ebene als funktionell iiberlegen erweist? Von einem darwinisti-
schen Standpunkt aus wire eine solche Moglichkeit eigentlich gar nicht vor-
zusehen, denn wie soll eine Alternativstruktur einem Biomolekiil funk-
tionell iiberlegen sein? Wenn aber doch, dann wiirden sich zahlreiche,
aetiologisch unter Umstianden ertragreiche Fragen anstellen: solche iiber
den Zusammenhang zwischen Struktur und Funktion, iiber den Unterschied
zwischen funktioneller Uberlegenheit auf chemischer und auf biologischer
Ebene, oder Fragen iiber die Determinanten der biologischen Evolution,
»den Gesetzen und den Ereignissen«; jedenfalls wiirden wir in einem solchen
Fall der betreffenden Naturstoffstruktur niher getreten sein, so, dass wir
vielleicht die »Botschaft, die sie in sich trigt« zu vernehmen vermagen.

Im Zuge der systematischen Bearbeitung von Alternativen des Struk-
turtyps der natiirlichen Nukleinsiiuren sind wir in unserem Laboratorium
tatsichlich auf ein Alternativsystem gestossen, das auf chemischer Ebene
beziiglich der relevanten Eigenschaften, nimlich Starke und Selektivitit
der Basenpaarung sowie Befiahigung zur (nicht-enzymatischen) Replikation,
der natiirlichen RNA iiberlegen zu sein scheint.®?! Was sich hieraus fiir die
Aetiologie der natiirlichen RNA ergeben wird, muss der Fortgang der experi-
mentellen Bearbeitung der Chemie der p-RNA zeigen. Die aetiologische Bri-
sanz der Alternativ-Struktur p-RNA liegt vorab in ihrer Funktions-
tiichtigkeit auf chemischer Ebene, dann aber vor allem auch darin, dass sie
zwar eine zur RNA unterschiedliche Konstitution besitzt, aber aus den
gleichen Bausteinen wie diese besteht, und dass im Laufe der Evolution jeg-
licher Weg einer Erstkenstituierung des Strukturtyps der RNA ganz nahe
am Strukturtyp der p-RNA vorbeifithren musste, ja eigentlich nach chemis-
chem Ermessen mit vergleichbarer, wenn nicht grésserer Chance auch zu
letzterem hatte fithren kénnen.

Sozusagen als Gegenstiick zur »erfolgreichen« Alternative p-RNA gibt es
den seinerzeit ebenfalls in unserem Laboratorium bearbeiteten, aber als
RNA-Alternative (wenigstens bislang) »erfolglos« gebliebenen Strukturtyp
der Oligo(nukleodipeptamidinium)-Salze. Den Begriffen »erfolgreich« und
»erfolglos« ist im vorliegenden Zusammenhang mit problemgerechten Vorbe-
halten zu begegnen. Es ist im Grunde fiir den Aufbau einer chemischen Aeti-
ologie der natiirlichen Nukleinsiuren wenn nicht ebenso, dann doch eben-
falls wichtig, das Spektrum der bereits auf chemischer Ebene »erfolglosen«
und damit als evolutiondre Konkurrenten der RNA nicht in Frage gekom-
menen Alternativ-Strukturtypen zu kennen, als gegebenenfalls nur die
»erfolgreichen« und damit auf Grund ihrer Funktionstiichtigkeit auf chemi-
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scher Ebene als solche Konkurrenten in Frage gekommenen Strukturvari-
anten.” Es ist dies fiir uns einer der Griinde, hier einige Ergebnisse der in
unserem Laboratorium im Zeitraum 1986-91%5%10 iiber peptidische Nukle-
inséure-Alternativen durchgefithrten Arbeiten zusammenzufassen; ein weit-
erer Grund ist die Tatsache, dass in der Zwischenzeit eine Reihe von Ar-
beiten aus anderen Laboratorien erschienen sind, wo aetiologisch
maglicherweise relevante Eigenschaften sowohl oligoamidischer wie auch
oligopeptidischer Nukleobasen-Paarungssysteme beschrieben werden, 112,13
Die Zusammenfassung unserer Arbeiten erfolgt hier mittels Reaktionssche-
mata, Tabellen und dokumentierenden Figuren; fiir die detaillierte
Beschreibung samtlicher zugehériger Experimente wird auf die im Druck
erschienene Dissertation von P.L.2 verwiesen.*

OLIGOPEPTIDISCHE NUKLEINSAURE-ALTERNATIVEN

Am Ausgangspunkt unserer Arbeiten tber Nukleinsiure-Alternativen
im Jahr 1986' hatte die Frage gestanden. »Warum Pentose-, und nicht
Hexose-Nukleinsauren?« Im Laufe dieser Untersuchungen hat sich diese
Fragestellung als Folge der angefallenen Ergebnisse sukzessive ausgeweitet
zu »wenn eine Pentose, warum dann von den vier méglichen Pentosen die
Ribose?« — und schliesslich zu »warum die Ribofuranose und nicht die Ri-
bopyranose?« Von Beginn an war auch klar gewesen, dass hinter diesen auf
Zuckerbausteine sich einschrinkenden Fragen eine weiter ausgreifende
Frage steht: »Warum tiberhaupt ein Zucker, und nicht a-Aminosiuren als
«Nukleinsidure«Bausteine?« Gerade zuvor hatten wir damals die Arbeit
iiber Oligo(dipeptamidinium)-Salzel® abgeschlossen gehabt. Diese war von
der arbeitshypothetischen Vorstellung einer gegenseitigen Hilfestellung bei
der Selbstkonstituierung von Oligo-nukleotidketten durch Oligo-dipeptami-
diniumketten, und umgekehrt, der Selbstkonstituierung von Oligo-peptid-
ketten via (positiv geladene) Oligo-dipeptamidiniumketten ausgegangen,
und war durch einen, bis dahin anscheinend nicht explizit erkannt gewe-
senen konstitutionellen Zusammenhang zwischen den Biopolymerklassen
der Proteine und der Nukleinséuren inspiriert, namlich: »Die jeweilige An-
zahl kovalenter Skeletthbindungen zwischen aufeinanderfolgenden Amid-
inium-Gruppen in Poly(dipeptamidinium)-Salzen und zwischen aufeinander-
folgenden Phosphat-Gruppen in natiirlichen Polynukleotiden ist identisch.
Polykationische Poly(dipeptamidinium)-Salze und polyanionische Polynuk-
leotyde stellen konstitutionell und elektrostatisch komplementire Polyelek-

* Dort findet sich auch eine umfassende Literaturiibersicht tiber frihere Untersuchungen zur
Synthese und Eigenschaften von nukleoamidischen und nukleopeptidischen Oligomeren (S.
7-9), vgl. hiezu auch Lit. 14.
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Abb. 1. Konstitutionelle und elektrostatische Komplementaritit zwischen Oligo(di-
peptamidinium)-Salzen und Oligonukleotiden.’

trolyte dar«!® (Abb. 1). Hintergriindig hatte uns dabei die Moglichkeit inte-
ressiert, dass diese konstitutionelle Entsprechung zwischen den beiden bi-
ologisch fundamentalen Strukturtypen der Nukleinsduren und Proteine
nicht einfach zufallig ist.
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Abb. 2. Ein Oligonukleedipeptid—Konstitutionstyp.8



OLIGO(NUKLEODIPEPTAMIDINIUM)-SALZE

H H
"/N\ Ney :‘T o IN\ Lt
N~ 0 N. _#
a( N
/] N=Z
L £ H / H

BASE BASE BASE
e L a
N i N
HJN\HLN ca® YLL .
R H H SN
ﬂ H(BASL) z.B. ADENIN oder URACIL
O  CH,
+ )
H;N J\
: N"Cq
B H N
ﬂ - H0
0  CH,OH
+ 2
HyN AL
. N C\*
R H N

Ta
3 H
HqNYCOO' :
: + NCN
® LN

541

Abb. 3. Formale Herleitung des Konstitutionstyps der Oligo(nukleodipeptamidi-

nium)-Salze durch Oligomerisation von Nukleodipeptid-nitrilen.
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Zu jener Zeit vorgenommene Modellbetrachtungen schienen darauf hin-
zuweisen, dass die konstitutionelle Entsprechung zwischen der Dipeptid-
Repetiereinheit der Oligopeptide und der Mononukleotid-Repetiereinheit
der Oligonukleotide auch konformationell zutreffen kann: in einem DNA-
Doppelhelixmodell liess sich einer der Oligonukleotid-Strange ohne offen-
sichtliche Schwierigkeiten unter Aufrechterhaltung der Basenpaarung durch
eine Oligo(alanyl-glycin)-Dipeptidkette ersetzen, in welcher die Methylgruppe
jeder Alanin-Einheit jeweils einen 9-Purinyl-bzw. 1-Pyrimidinylrest trug.
Hieraus ging eine von G. Baschang® gegen Ende des Jahres 1986 (im Hin-
blick auf die gerade damals aufgekommene Antisense-Problematik) in den
Laboratorien der Ciba-Geigy AG durchgefiihrte Untersuchung iiber die Syn-
these und die Paarungseigenschaften von p(1-Thyminyl)-L-alanyl-glycin-Oli-
godipeptiden (Abb. 2) hervor. Da das octamere Dipeptid dieser Reihe nach
UV-spektroskopischen Kriterien keine Basenpaarung mit Polyadenosin
zeigte,® wurde damals die Frage nach der Existenz von DNA-Paarungspart-
nern auf Oligo-nukleodipeptidbasis hintan gestellt und im ETH-Laborato-
rium die Bearbeitung der aus aetiologischer Sicht zu jener Zeit uns besonders
interessierenden Problemstellung der Oligomerisation von Nukleodipeptid-
nitrilen zu Oligo(nukleodipeptamidinium)-Salzen (Abb. 3) in Angriff genom-
men.? Aetiologisch relevant schien diese letztere Verbindungsklasse deshalb
zu sein, weil sie zusatzlich zur elektrostatischen Komplementaritat zwischen
Oligo-nukleotidketten und Oligo-dipeptamidiniumketten die Voraussetzung
fiir eine Basenpaarung des Watson-Crick-Typs in sich zu tragen (Abb. 4)
und damit eine Nukleinsdure-Alternative darzustellen versprach, nam-
lich ein kationisches und damit wasserlésliches, auf Nukleodipeptid-
Bausteinen sich griitndendes Paarungssystem. Vor allem aber schien die
Verbindungsklasse den Produkttyp eines besonders einfachen Selbstkon-
stituierungswegs zu verkérpern, namlich den einer potentiell templat-
kontrollierten Oligomerisation von Nukleo(dipeptidnitril-ammonium)-
Salzen zu Oligo(nukleodipeptamidinium)-Salzen'® (vgl. Abb. 3). Wir
berichten hier iiber die von diesen Vorstellungen ausgelisten experimen-
tellen Untersuchungen, ndmlich iiber die Methoden der priaparativen Her-
stellung, die chromatographische und spektroskopische Charakterisierung,
sowie iiber das chemische Verhalten in wisseriger Losung einiger homo-
dipeptidischer Vertreter der Substanzklasse der Oligo(nukleodipept-
amidinium)-Salze.

Die kiirzlich bekannt gewordenen oligoamidischen'™'? Oligonukleotid-
Analoga, die mit natiirlichen Oligonukleotiden paaren, sowie die inzwischen
beschriebenen (z.T. mit sich selbst paarenden) oligopeptidischen Oligonuk-
leotid-Analoga!®!* weisen in ihrer konstitutionellen Repetiereinheit sechs
kovalente Bindungen auf (wie dies bei repetierenden Dipeptideinheiten der
Fall ist) und entsprechen damit dem fiir die konstitutionelle Komplemen-
taritat von Oligonukleotiden und Oligo(dipeptamidinium)-Salzen betonten
Zusammenhang!® (vgl. hierzu auch eine neulich erschienene Arbeit von
Stork!?).
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SYNTHESEN VON BAUSTEINEN FUR
OLIGO(NUKLEODIPEPTAMIDINIUM)-SALZE

Die Vorstellung, wonach Oligo(dipeptamidinium)-Salze von aetiologischer
Relevanz sein kénnten, rithrt nebst der Ableitbarkeit ihres Konstitutions-
typs durch Oligomerisation von Nukleodipeptid-nitrilen auch daher, dass
letztere sich auf einfache Weise aus potentiell prabiotischen Vorliufern,
nédmlich aus Dipeptid-Derivaten des Serin-nitrils bezw. dessen Dehydra-
tisierungsprodukt, dem Dehydroalanin-nitril, herleiten lassen. Wir haben zu
Beginn unserer Untersuchungen den Kern dieser Vorstellung, namlich die
basenkatalysierte Addition von freien Nukleobasen an (N Hy-geschiitzte) De-
hydroalanin-nitrile sowie Glycyl-dehydroalanyl-nitrile experimentell iiber-
priift und, wie nachfolgend zusammenfassend kurz dokumentiert (Abb. 5
und 6), im wesentlichen als zutreffend befunden. Weil aber diese (sozusagen
»natiirliche«) Art der Konstituierung von Nukleodipeptid-nitrilen durch
einen chirogenen Reaktionsschritt zustandekommt und demzufolge (in Ab-
wesenheit eines nicht-racemischen chiralen Katalysators) zu Produkt-Race-
maten fiihrt, haben wir die Bausteine fiir die priparative Herstellung von
Oligo(nukleodipeptamidinium)-Salzen auf einem »unnatiirlichen, dafiir en-
antioselektiven Reaktionsweg gewonnen (Abb. 7 und 8). Er ist im iibrigen
nicht (wie der erste Weg) in Richtung auf Glycyl-nukleodipeptid-nitrile hin
angelegt, sondern auf die Bildung der (zur obigen isomeren) Reihe der Nu-
kleoaminoséure-acyl-glycin-nitrile ausgerichtet. Der Grund hierfiir war die
in orientierenden Versuchen beobachtete Labilitat am Chiralititszentrum der
Nitrilform der untersuchten Nukleoaminosiuren unter basischen Bedingungen.
Dass an sich aus den beiden konstitiitionellen Varianten sich ableitende
Oligo(dipeptamidinium)-Salze gegebenenfalls in ihrem Paarungsverhalten
unterschiedlich sein kénnten, war zwar in Betracht zu ziehen, doch in jenem
Stadium der Untersuchung nicht weiter zu differenzieren.

Basenkatalysierte Addition von Nukleobasen an
N-(tert-Butyloxycarbonyl)-dehydroalanin-nitril und N-(tert-
Butyloxycarbonylglycyl)-dehydroalanin-nitril (vgl. Abb. 5 und 6)

Frithere Untersuchungen iiber die Chemie des 2-Amino-2-propenni-
trils’®!? hatten uns gelehrt, dass p-Additionsreaktionen von Nukleophilen
an die Methylidengruppierung des 2-Amino-2-propennitrils nur dann beo-
bachtet werden, wenn der Enamincharakter der Verbindung durch N-Acyl-
gruppen zuriickgedrangt ist (vgl. z.B. die Bildung von N-Benzoyl-trypto-
phan-nitril aus Indol und dem N-Benzoyl-Derivat des 2-Amino-2-propennitrils2?).
Zur orientierenden Uberpriifung des Konzepts, wonach Nukleodipeptid-ni-
trile des hier interessierenden Typs durch regioselektive nukleophile Addition
von Pyrimidin- und Purinbasen an entsprechende Dehydroalanyl-dipeptid-
nitrile sich bilden kénnten, haben wir das Modellsubstrat N-(tert-Butyloxy-
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cH,of  TsCl/Py CH,OTs  NEt
BOC “H CHyCl, BOC‘NJQS Aceton
N™ CN  gc,22n = 0°C, 10 min
H (77%) (95%)

(L)-N-BOC-serin-nitril
(vgl. Diss. A. Steiger®”'. 161)

CH, 2.5 Molequiv. B
BOC.. J\ Nuclcobase HB BOC e
H CN <3 2 B
N 0.2 Molequiv. K;CO3 N
in DMSO/RT
1 rac-2 (a-f)
Nuklobase Reaktionszeit Produkte Ausbeute
HB = Adcnin 2 Tage 2a (N-9) Isomer 75%
Guanin 4 " 2b (N-9) " 4%
2,6-Diaminopurin 3 ¢ 2¢ (N-9) " 8%
Cytosin | Tag 2d (N-I) " 56%
Uracil 4 Tage 2e (N-1) " 7%
Thymin 3 " 2f (N-1) " 59%

fiir experimentelle Details vgl. Diss. P. Lohse2) S. 1 18ff.

Abb. 5. Regioselektivitit der nukleophilen Addition von Nukleinsidurebasen an N-
BOC-Amino-2-propen-nitril.

carbonyl)-2-aminoe-2-propennitril 1 verwendet und dieses unter den in Abb. 5
angegebenen Bedingungen systematisch auf sein Additionsverhalten in
Gegenwart von Adenin, Guanin, 2,6-Diaminopurin, Cytosin, Uracil und
Thymin geprift. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Abb. 5 tabellarisch
zusammengestellt: mit Ausnahme des Guanins gehen alle iiberpriiften Nuk-
leobasen die f-Addition mit bemerkenswert hoher Regioselektivitit ein; die
Palette dieser Additionsreaktionen ist ein beachtenswertes zusitzliches
Beispiel fiir die in der Literatur aus zahlreichen Fillen (iiber eine Litera-
turiibersicht vgl.?) bekannte, aetiologisch relevante Tatsache, dass die Stel-
lungen (N-9) der Purine und (N-1) der Pyrimidine die in nukleophilen Ad-
ditions-bzw. Substitutionsreaktionen intrinsisch reaktivsten Zentren dieser
Biomolekiil-Bausteine darstellen, wobei es nun eben diese Stellungen, an
welchen die Bausteine in die natiirlichen Nukleinsiduren sich eingebaut finden.
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uo 9 §HOH yeresielit aus N-BOCH(L)-Serinamid
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Abb. 6. Bildung von rac.-N-BOC-Glycil-nukleoaminosiure-nitrilen aus (L)-N-BOC-
Glycil-serin-nitril.

Unter den verwendeten Reaktionsbedingungen liessen sich in obigen Ad-
ditionsreaktionen isomere Additionsprodukte nur in geringen Mengen nach-
weisen (bei Adenin und 2,6-Diaminopurin ca. 1% (N-7)-Isomere, 1,3-dialky-
liertes Produkt bei Uracil und Thymin ca. 1,5%), ausgenommen im Falle des
Guanins, wo aus dem Gemisch der Reaktionsprodukte das (N-9)-Addition-
sprodukt 2b nur in geringer Ausbeute isoliert werden konnte (auch nach ex-
tensiver Variation der Reaktionsbedingungen). Die Konstitutionszuordnung
der isolierten Addukte erfolgt im Falle der Pyrimidin-Addukte ((N-1) versus
(N-3)-Addition) vor allem durch die Analyse der NOE-Signale im NMR-
Spektrum, bei den Purin-Addukten ((N-9)- versus (N-7)-Addition) durch Ver-
gleich mit zahlreichen Referenzdaten, die aus anderen Nukleosid-Reihen
zur Verfiigung stehen (vgl. z.B. Bohringer et al.?%). Der in Abb. 3 angedeu-
teten Moglichkeit der Konstituierung von Oligo(nukleodipeptamidinium)-
Salzen aus dipeptidischen Derivaten des Dehydroalanin-nitrils (bzw. o-Ami-
noséuren und Aziridin-2-carbonitrils) entsprechend haben wir den Reaktionstyp
der nukleophilen Addition von Nukleobasen Adenin und Cytosin auch am
Modellbeispiel des N-(tert-Butyloxycarbonyl-glycil)-dehydroalanin-nitrils 3
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realisiert (Abb. 6). Die experimentellen Details auch dieser orientierenden
bzw. illustrierenden Versuche sind in Lit. 2 (Seite 140 ff.) dokumentiert.

Unter den Reaktionsbedingungen ihrer Entstehung erwiesen sich die
Additionsprodukte von Nukleobasen an N-Acyl-dehydroalanin-nitrile weder
konfigurativ (Chiralitatszentrum in a-Stellung zur Nitrilgruppe) noch kon-
stitutionell als stabil: die Additionsreaktion ist unter diesen Reaktionsbeding-
ungen reversibel.* Unterwarf man z.B. das Uracil-Addukt 2e den Reak-
tionshedingungen (36 pMol in 500 pl dg-DMSO, 18 uMol K,COg; 23 °C) in
Gegenwart von ungefahr einem Molequivalent Adenin (30 uMol) unter pe-
riodischer NMR-Kontrolle, so enthielt das Reaktionsgemisch z.B. nach 21
Tagen 16% des eingesetzten Uracil-Addukts 2e, 43% des entsprechenden
Adenin-Addukts 2a, 33% des Eliminationsprodukts 1 nebst (ungefihr) ent-
sprechenden Mengen freien Uracils und Adenins. Ein analoger Austausch
der Nukleobasen wurde unter gleichen Bedingungen auch ausgehend vom
Adenin-Addukt 2a durch Uracil nachgewiesen. Die oben aufgefiihrten Pro-
zentgehalte entsprechen ungefihr dem eingestellen Gleichgewicht; darin
iiberwiegt das Adenin-Addukt deutlich.

Die in diesen orientierenden Versuchen festgestellte Labilitat der Nuk-
leodipeptid-nitrile bestimmte den Fortgang der Untersuchung insofern, als
man sich in der Folge auf jene Konstitutionsvariante der Nukleo(dipept-
amidinium)-Salze festlegte, in welcher die Nitrilfunktion der zu oligomeri-
sierenden Repetiereinheit dem Glycin als Aminosdure-Baustein angehort;
des weitern wurde nun der Herstellungsmethode fiir die benotigten Nuk-
leoaminoséure-Komponenten keine aetiologische Relevanz mehr auferlegt; dies
zur Vereinfachung der mit der Bearbeitung des Strukturtyps der Oligo(nuk-
leodipeptamidinium)-Salze einhergehenden konfigurationellen Probleme.

Praparative Herstellung von N-tert-Butyloxycarbonyl-Derivaten des
p(1-Thyminyl)-L-alanins und B(9-Adenyl)-L-alanins (Abb. 7)

Einheitliche L-Enantiomeren der beiden gennanten Nukleoaminosiuren
haben wir in Anlehnung an die von Baschang® erarbeiteten Erfahrungen
durch nukleophile Ringéffnung von (-)-N-BOC-L-serin-B-lacton mit Adenin
bzw. Thymin in Analogie zur Herstellung stereochemisch einheitlicher, B-
substituierter a-Aminosiuren durch p-Serinlacton-Ringsffnung mit Nukleo-
philen nach Arnold et al.?® hergestellt. Reaktion von N-BOC-L-Serin-p-lac-
ton, mit einem Uberschuss an Thymin und DBU in DMSO umgesetzt,
lieferte nach wisseriger Aufarbeitung das (=)-BOC-B(1-Thyminyl)-L-alanin
(L)-6 in 57% Ausbuete nebst wenig (1.4%) des an N-3 des Thyminkerns sub-

* Hier diirfte der Grund fiir die geringe Ausbeute an Additionsprodukt im Falle des Guanins
liegen.
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stituierten Isomeren. Die Konstitutionszuordnung der beiden Isomeren war
durch NOE-NMR-Spektroskopie leicht méglich.? Mit Adenin war die
Ringéffnungsreaktion weniger regioselektiv: nach mehrfacher chroma-
tographischer Reinigung und zweimaliger Kristallisation liessen sich (—)-N-
BOC-B(9-Adenyl)-L-alanin (L)-7 in 22% Ausbeute und, als mengenmaissig
bedeutendstes Nebenprodukt, das an N-7 des Adeninkerns substituierte Iso-
mer (L)-8 in 10% Ausbeute isolieren. Die beiden Isomeren (L)-7 und (L)-8
lassen sich auf Grund der firr (N-9)- und (N-7)-substituierte Adeninderivate
kohérent und charakteristisch unterschiedlichen *C-NMR-Daten?! (vgl. z.B.
auch Lit. 22) eindeutig unterscheiden.

Die Enantiomereniiberschiisse (ee) auf solche Weise gewonnener Pripa-
rate lagen fiir (L)-6 zwischen 93-98% und fiir (L)-7 bei 89-96%:; sie wurden
durch HPLC-Analyse von entsprechenden, durch (vorsichtige) Kopplung
mit N-BOC-L-leucin (bei (L)-6) bzw. N-BOC-L-alanin (bei (L)-7) gewonnenen
N-BOC-leucyl (bzw. alanyl)-Dipeptidderivaten (iiber Details vgl. Lit. 2, S. 43—47)
ermittelt.

Das Reaktionsschema in Abb. 8 zeigt die Uberfiihrung der beiden Nuk-
leoaminosauren (L)-6 und (L)-7 via die N-BOC-Dipeptidnitrile (L)-9 und (1)-10
in die N-BOC-Dipeptid-thioamide (L)-11 und (L)-12, die als (letzte stabile)

L
BOCN HAC

0
[{C coou
e Jdl BSOS ¢ : \L)t
’k DBU, DMSO ’k NHBOC
H 45 min, RT COOH
BOCNH
57% (1.)-6 1.4%
HNBOC
NHZ Nl[g I\“‘\ COOH
BOCN
Ve
t K,CO4, DMSO L SNTTN
1.5 h, 10-15°C COOH
BOCNH
22% (L)-7 10% (L)-8

Abb. 7. Praparative Darstellung der nicht-racemischen Nukleoaminosidure-Derivate
(L)-6 und (L)-7; vgl. Diss. P. Lohse, Lit. 2, S. 148 und 177.
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(L)-6 (L)-7
1) DCC / HOSu 1) DCC / HOSu
DMF, 0°C DMF, -10°C
% ’ 74%
68% | 2) NCCH,NH, HCI * | 2) NCCH,NH, HCl
NELs, RT, 18 h Diethylanilin, 0°C, 7 h
o NH,
HN CH, NZSN~N
Al (L)-9 Lol Y (L)-10
0F"NT O SN N O
N"CN N7 CN
BOCNH H BOCNH H
H,S / NEt, veq | HaS/NEt
90% | McOH 95% | MeOH
RT, 16d RT, 17d
9 NH,
N J]/CH-‘ N ﬁN\)
041‘ T 0 L\N N O
N NH, - NH,

BOCNH H S BOCNH H S

(L)-11 (L)-12

e.e. 95.6% (HPLC) e.e. 96.0% (HPLQC)

Simtliche dargestellten Verbindungen wurden als Festkorper erhalten, die sich ab ca. 190°C zersetzten
Die Charakterisierung erfolgte durch opt. Drehung , DC, UV, TR, 'H- und “C-NMR und MS.

Abb. 8. Darstellung der nicht-racemischen Nukleodipeptid-thioamide (L)-11 und (L)-12
aus den N-BOC-Nukleoaminosiuren (L)-6 und (L)-7. HOSu = N-Hydroxy-succinimid.

Ausgangsprodukte fiir die Herstellung entsprechender Oligo(nukleodipep-
tamidinium)-Salze benétigt wurden. Dabel ist die extrem sauber erfolgende
Reaktionsstufe der Anlagerung von Schwefelwasserstoff an die (offenbar
schwach aktivierten) Nitrilgruppen der Dipeptide (L)-9 und (L)-10 hervor-
hebenswert: aus verdiinnten Lésungen von (L)-9 und (L)-10 in Methanol,
das bei 0° mit H,S gesattigt wurde, kristallisierten in Gegenwart katalytis-
cher Mengen Triethylamin nach zweiwéchigem Stehenlassen in ver-
schlossenem Gefiss direkt die Thioamide (L)-11 und (L)-12 in hoher Aus-
beute und hoher konstitutioneller und konfigurationeller Reinheit. Thre
ee-Werte (bestimmt durch HPLC nach siurekatalysierter Hydrolyse zu den
freien Nukleoamonisiuren und Kopplung mit N-BOC-L-leucin bzw. N-BOC-
L-alanin?) lagen um 96%.
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OLIGOMERISATION VON THIOIMINOESTER-DERIVATEN VON
L-NUKLEOAMINOSAURE-ACYL-GLYCIN-DIPEPTIDEN ZU
OLIGO(NUKLEODIPEPTAMIDINIUM)-SALZEN (ABB. 9 UND 10)

Von der Oligomerisation von Dipeptidnitril-ammonium-Salzen zu ent-
sprechenden Oligo(dipeptamidinium)-Salzen kann erwartet werden, dass es
sich dabei unter giinstigen Umsténden (insbesondere z.B. unter der Tem-
platwirkung von kationischen Oligonukleotid-Stringen) um einen exergoni-
schen Prozess handelt. In frithen Arbeiten von Moser®®'® und Steiger?! in
unserem Laboratorium hatten wir festgestellt, dass die Oligomerisation von
Dipeptidnitrilen durch Thiole (z.B. Cystein) katalysiert wird. Dies fithrte zu
einer eingehenden Untersuchung des sowohl stufenweisen Aufbaus, als
auch der Bildung von Oligo(dipeptamidinium)-Salzen durch Oligomerisation
aus Dipeptidnitrilen via entsprechende Thioiminoester-Derivate, die
ihrerseits nebst IThrer Herleitung aus den Nitrilen préparativ am einfach-
sten aus den entsprechenden Thicamiden durch S-Alkylierung hergestellt
werden.

Erste Versuche zur Uberfithrung der Nukleodipeptid-thioamide (L)-11
und (L)-12 durch selektive S-Alkylierung mit Triethyloxonium-hexafluoro-
phosphat unter bewihrten Reaktionsbedingungen!® 2! scheiterten an der
Schwerlgslichkeit der Edukte. Dadurch war man gezwungen, die Alky-
lierung in (potentiell ebenfalls alkylierbarem) Dimethylsulfoxid (DMSO) in
Gegenwart eines entsprechenden Uberschusses an Alkylierungsreagens durch-
zufithren. Tatséachlich gelingt die Reaktion, wenn man im Falle von (L)-11
dieses in moglichst wenig DMSO lést, anschliessend mit der Liosung iber-
schiissigen Triethyloxonium-Salzes in Methylenchlorid versetzt und nach 3 Min.
mit wisseriger NaHCO;-Losung wischt. Entfernung des Methylenchlorids
am Vakuum bei 0 °C hinterliasst den N-BOC-Thioiminoester-(L)-13 als far-
blosen, empfindlichen Festkérper. Seine Identitét liess durch (sehr rasch er-
folgende) saurekatalysierte Hydrolyse zum entsprechenden Thioester-Deri-
vat (L)-14 belegen.

Versuchte man diese Bedingungen der selektiven S-Alkylierung auf das
Adenin-Derivat (L)-12 (Abb. 10) zu ubertragen, so fand man (mittels FAB-
Massenspektroskopie des Reaktionsgemisches nach Hydrolyse zum
Thioestergemisch), dass nebst S-Alkylierung auch Alkylierung der Adenin-
base stattfindet (zu einem Ausmass von ca. 30%). Hier erinnerten wir uns
an eine frithere, bei unserem extensiven Einsatz von Iminoester-Zwischen-
produkten zur Synthese von Corrinkomplexen gemachte Erfahrung,?6 27
wonach bei der S-Alkylierung von solchen Thioamid-Verbindungen, die
gleichzeitig noch basische Zentren enthalten, letztere durch transiente Pro-
tonierung vor Alkylierung durch Oxonium-Salze geschiitzt werden kénnen.
Tatséchlich gelang es, das Adenin-Derivat (L)-12 in Gegenwart von Trifluor-
essigsiure selektiv am Thioamidschwefel zu alkylieren; die hohe Reinheit
des entsprechenden Thioesters (L)-18 nach sdurekatalysierter Hydrolyse
des rohen Alkylierungsprodukts belegte dies (vgl. Abb. 10).
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Abb. 9. Darstellung von (L)-Oligo(thymil-dipeptamidinium)-Salzen aT, (n = 1-10).
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Abb. 10. Darstellung von (L)-Oligo(adenyl-dipeptamidinium)-Salzen aA, (n = 2-10).
Beachte den Schutz des Adeninkerns in (L)-12 vor N-Alkylierung durch transiente

Protonierung.
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In der fritheren Arbeit iiber Oligo(dipeptamidinium)-Salze!® hatten wir
eine Methode des schrittweisen Aufbaus der Oligomeren ausgearbeitet (Kon-
densation von N-BOC-alanyl-(bzw. phenylalanyl)-glycin-thioiminoestern mit
Alanyl-(bzw. phenylalanyl)-glycin-amidinium-Salzen, Entfernung der BOC-
Schutzgruppe und Wiederholung des Kondensationsschritts am NH,-Ende),
wobei es sich herausstellte, dass die Kondensation auf sterische Behin-
derung durch grosse Substituenten in Nachbarschaft der NH,-Gruppe
empfindlich ist. Nach dieser Methode wurden in der Reihe der Oligo(nuk-
leodipeptamidinium)-Salze Kopplungsausbeuten erzielt, die nicht hsher als
40% lagen. Damit schien eine priparative Herstellung hoherer Oligomeren
auf diesem Wege kaum eine Chance zu haben. Deshalb konzentrierten wir
uns auf die urspriinglich ebenfalls von Moser?® 16 ausgearbeitete und spiter
durch Steiger?! weiter untersuchte Methodik der direkten Oligokondensa-
tion von ungeschiitzten Dipeptidthioiminoestern.* Die Bereitung der hierzu
bendtigten, an der endstandigen NH,-Gruppe ungeschiitzten Thioiminoester
(L)-15 und (L)-19 erfolgte auf die in den Reaktionsschemata der Abb. 9 und
10 restimierten Weise: Frisch hergestellte Proben der N-BOC-thioiminoester
(L)-13 wurden wihrend einer Stunde unter Argon bei Raumtemperatur rei-
ner Trifluoressigsidure (TFA) ausgesetzt, das nach Abziehen der TFA erhal-
tene, klare Harz in wenig Methanol durch Zusatz von Toluolsulfonsédure (als
Hydrat) gelost und (L)-15 als Ditosylat aus wasserfreiem Ather als farbloser,
amorpher, hygroskopischer Festkorper ausgefillt (Gehalt indirekt durch
HPLC-Analyse des Hydrolyseprodukts (L)-16 bestimmt). Weitergehende Rei-
nigungsversuche fithrten zu teilweiser Zersetzung, so dass das Prizipitat
Jeweils direkt zur Oligokondensation eingesetzt wurde. Auf analoge Weise
stellte man das Adenin-Derivat (L)-19 (Abb. 10) dadurch her, dass man eine
frisch bereitete Lésung von (1)-17 in trockenem CH,Cl, bei 0° mit HCI
begaste, den resultierenden Niederschlag mit TsOH-H,0 in Methanol léste,
das Tritosylat (L)-19 aus wasserfreiem Ather fillte und nach Isolierung
durch Zentrifugation direkt zur Oligokondensation einsetzte.

Die Oligokondensation der Thioiminioester-Salze (L)-15 bzw. (1.)-19 er-
folgte (nach Optimierung der einzusetzenden Collidin-Menge) unter den in
der friheren Arbeit'® im Detail beschriebenen Bedingungen. Im Fall des
Thymin-Derivats (L)-15 (Abb. 9) erstarrte die Reaktionslosung nach 4 Std.
zu einer gallertigen Masse; sie wurde in saurer wisseriger Losung (0,1%
TFA) aufgenommen und der chromatographischen Auftrennung unterworfen.
Diese gelang (nachdem Vorversuche am Kationen-Austauscher unbefriedigend
waren) schliesslich an einer RP-C18-Séule mit einem Wasser-Acetonitril-0,1%
Trifluoressigsaure Gradienten. Das in Abb. 11 reproduzierte Chromatogram

* Die aus aetiologischer Sicht interessierende, thiolatkatalysierte Oligomerisation von Dipeptid-
nitrilen zu Oligodipeptamidinium-Salzen ist u.a. am Beispiel des glycyl-serin-nitrils studiert
worden, vgl. Diss. A. Steiger.21
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zeigt die Anwesenheit des Monomeren aT; bis zum Decameren aT,, in sukzes-
sive abnehmender Konzentration. In einem zweiten HPLC-Durchgang wur-
den die separierten Oligomere unter isokratischen Laufmittelbedingungen
individuell gereinigt. Die nach Gefriertrockung als hygroskopischer Flaum
anfallenden Proben der Oligo(thyminyl-dipeptamidinium)-Salze aT; — aT,
zeigten im FAB pos-Massenspektrum jedes fiir sich das entsprechende ein-
fach positiv geladene Molekiilion (M + H*), vgl. die Spektren fiir die Oli-
gomeren aTg und aT,; in Abb. 12.

Bei der Oligokondensation des adeninhaltigen Thioiminoester-Salzes
(L)-19 wurde gleich verfahren wie in der Thymin-Reihe; Abb. 13 zeigt die
chromatographische Auftrennung der Oligomeren aA, bis aA;;, und Abb. 14
den massenspektroskopischen Konstitutionsbeleg fiir das Hexamere aAg
und das Decamere aA,,.

Insbesondere das HPL-Chromatogramm der adeninhaltigen Oligomere
(Abb. 13) weist durch die regelmissige Verteilung der Oligokondensat-Ban-
den darauf hin, dass die Oligokondensation den erwarteten konstitutionell
einheitlichen Verlauf nimmt und nicht z.B. auch die freie Aminogruppe des
Adeninkerns als Nebenreaktion einbezieht. Der Reinheitsgrad des Ge-
samtoligomerisats in der aA-Reihe ist beziiglich seines Konstitutionstyps
auch durch das 'H-NMR-Spektrum dokumentiert (Abb. 15). Zu dessen Auf-
nahme wurde das zur Pufferung des Oligokondensations-Mediums verwen-
dete Collidin HPL-chromatographisch abgetrennt, das verbleibende Eluat
lyophilisiert und vom Riickstand das Spektrum (400 MHz) in D,0/0,1%
TFA-d, aufgenommen. Es zeigt die Signale des Adeninkerns um 8,2 und 8,5
ppm (HC-2 und HC-8), zwischen 4,0 und 5,3 ppm finden sich die HC(C-a)-
und Hy,C(C-B) des Nukleoaminosiure-Bausteins sowie des Glycinbausteins
(nebst H,O-Signal), und bei 1,2 bzw. 2,9 ppm erscheinen die Thioethyl-Sig-

Collidin

nn

—

Abb. 11. HPLC des aT,-Oligokondensats: RP-C18, 0,1% TFA/H20, 10-25% CH3CN
in 60 min.
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Abb. 12. FABpos.-MS (3-NOBA) von aTs und aT1o.
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nale der (durch Hydrolyse der Thioiminoestergruppen gebildeten) Thioester-
Endgruppen oder Oligomeren. Die letzteren Signale wurden zur Ab-
schdtzung des mittleren Oligomerisationsgrades herangezogen; die Inten-
sitit der Summe der H(C-8) und H(C-2)-Protonen der Adeninkerne relativ
zur Intensitdat des H,C-Protonen der Thioethylrests entspricht einem mit-
tleren Oligomerisationsgrad von n = 4,5, was mit der durchschnittlichen Oli-
gomerenverteilung, wie sie durch das HPLC (Abb. 13) des Oligokondensats
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Abb. 13. HPLC des aA,-Oligokondensats: RP-C18, 0,1% TFA/H20, 10-25% CH3CN
in 50 min.

repréasentiert wird, Gibereinstimmt. Die fiir die Massenspektren berechneten
und mit den Beobachtungen iibereinstimmenden Massenzahlen gehen von
der Thioethylestergruppe als Kopfgruppe simtlicher Oligomeren aus. Die
restlichen im 'H-NMR-Spektrum noch auftretenden Signale (AA'BB'-System

bei 7,55/7,24 ppm sowie Singlett bei 2,3 ppm) stehen fiir verbleibene Toluol-
sulfonsdure.
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Abb. 15. "TH-NMR (400 MHz, D20/0,1% TFA-d1) des Oligokondensats aA,.

ORIENTIERENDE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE
EIGENSCHAFTEN DER OLIGO(NUKLEODIPEPTAMIDINIUM)-SALZE

Bereits bei den Vorarbeiten zur Frage eines méglichen Paarungsverhal-
tens von Oligo(nukleodipeptamidinium)-Salzen wurde klar, dass solche Un-
tersuchungen durch ein generalles Handicap behindert sein werden, nim-
lich durch eine hohe Instabilitit der Substrate unter den Messbedingungen.
HPL-chromatographisch verfolgte Stabilititstests an aTy und aA, in wisse-
rigen Pufferlésungen verschiedener pH-Werte zeigten, dass diese Amidini-
umsalze bei Raumtemperatur bei pH = 3 zwar iiber Tage stabil sind, bei
pH = 4 jedoch Halbwertzeiten von nur noch ca. 30 Std. (aTy) bzw. ca. 20 Std.
(aAy) aufweisen, und schliesslich bei pH = 6 sich rasch (Halbwertzeiten 1
bzw. 3 Std.) durch (vermutlich) Hydrolyse verindern. Bei 0 °C und pH =6
liegen die Halbwertzeiten um 30 Std. Dementsprechend zeigte die an den
Hexameren aTg und aA; vorgenommene Bestimmung der relativen Extink-
tion der UV-Absorptionsbande bei 267 nm (aTy) bzw. 258 nm (aAg) in Ab-
héngigkeit zur Temperatur nur bei pH-Werten von 2 und 3 ein beziiglich
Erhitzen bzw. Abkiihlen der Messproben (0° <> 60°) reversibles (und deshalb
interpretierbares) Verhalten; ab pH-Werten von 4 waren diese Bestimmun-
gen durch Zersetzung der Substrate gestort. Im reversiblen pH-Bereich
stellte man bei beiden Substraten eine mit der Temperatur im wesentlichen
linear ansteigende, bescheidene Hyperchromie fest (ca. 2 bzw. 6%). Tendenziell
erwiesen sich in diesen Tests die adeninhaltigen Oligomeren als deutlich
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Abb. 16. CD-Spektren von aTs (6,7 uM), aT1o (4 uM), beide Messungen in 10 mM
HCOOH/NaOH bei pH = 4, 1 M NaCl, 4 °C.

labiler als die thyminhaltigen. Generell stabiler erwiesen sich Losungen der
Oligo(dipeptamidinium)-Salze zudem bei erhéhter Salzkonzentration (z.B. 1 M
NaCl), weshalb Messungen in der Regel bei hoher Salzkonzentration
durchgefithrt wurden.
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Abb. 17. CD-Spektren von aAg (20 uM), aA4 (10 pM), aAs (6,6 uM), aAg (5 uM), aA1o
(4 uM), alle Messungen in 10 mM HCOOH/NaOH bei pH = 4, 1 M NaCl, 4 °C.
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Wihrend weder das Hexamer aTg, noch das Decamer aT;, bei pH =4 (1 M
NaCl) ein strukturiertes CD-Spektrum aufweisen (vgl. Abb. 16), zeigen die CD-
Spektren der adeninhaltigen Oligomeren mit ansteigendem Oligomerisations-
grad unter gleichen Messbedingungen eine zunehmende Strukturierung; diese
erreicht beim Hexameren eine Form, die im wesentlichen jene des Octameren
und Decameren ist. Diese Art unterschiedlichen CD-spektroskopischen Verhal-
tens ist auch fiir die DNA-Decameren dT,, und dA,, beobachtet (vgl. z.B. ent-
sprechende Abbildungen in Lit. 28, S. 85), und ist dahin auszulegen,? dass der
adeninhaltige Oligo(dipeptamidinium)-Einzelstrang unter den verwendeten
Bedingungen ab dem Hexameren einen durch Purin-Purin-Basenstapelung mit-
bedingten spezifischen Konformationstyp bevorzugt. Diese konformationelle
Strukturierung ist indessen pH-abhingig: Bei pH = 3 gleicht das CD-Spektrum
des Hexameren aAg signifikanterweise jenem des Dimeren aA,.

Infolge der Unbestindigkeit der Oligo(nukleodipeptamidinium)-Stringe in
wisserigen Pufferlosungen bei pH-Werten, welche fiir eine Basenpaarung in
Frage kamen (pH-Werte grosser als 4) konnte die wichtigste Testmethode zum
Nachweis der Basenspaarung, namlich die UV-spektroskopische Bestimmung
von Schmelzkurven, hier nicht zur Anwendung gelangen; bei pH = 3 indessen
zeigten (1 : 1)-Gemische von aAg; und aTg UV-Absorptionswerte, die im Tem-
peraturbereich zwischen 0° und 60° annihernd konstant waren und demzufolge
keinen Hinweis auf Basenpaarung ergaben. Der in solcher Situation spezifisch
in Frage kommende Basenpaarungstest durch UV-spektroskopische Aufnahme
von Mischkurven bei konstanter tiefer Temperatur (Verfolgung der relativen
Extinktion der UV-Absorptionsbande bei Variation des Mischverhiltnisses der
beiden Paarungskomponenten®) erbrachte keinen Hinweis auf eine Basen-
paarung: Mischkurven von aA; und aTg bei pH = 4 und 4 °C (1 M NaCl) blieben
im gesamten Mischbereich (0~100%) im wesentlichen linear und ohne
Schnittpunkte. Analog verhielten sich unter gleichen Bedingungen Mischkur-
ven mit aA; und poly U. Keinen Hinweis auf Basenpaarung ergaben auch die
bei pH = 4 und 4 °C (1 M NaCl) aufgenommenen CD-Spektren von (1 : 1)-Gemi-
schen von aA,; mit aT},, von aT;; mit poly A, von aT, mit dA,, sowie von aT,,
mit ddA,, (Homo-DNA-Reihe®); alle diese Gemisch-CD-Spektren zeigten im
Vergleich mit den CD-Spektren der Komponenten keine neuen Banden und
konnten als Summe der Spektren der Komponenten dargestellt werden. Bei
solchen Experimenten wurde tibrigens das Phanomen beobachtet, dass sich bei
niedriger Salzkonzentration (0,01 M NaCl) Oligo(nukleodipeptamidinium)-
Striange zusammen mit Oligonukleotid-Strangen Niederschlage bildeten, die
sich zwar nicht unbedingt durch 0,1 molare, wohl aber durch 1 molare NaCl-
Konzentration (makroskopisch) auflosten.

SCHLUSSBEMERKUNGEN

Obwohl unsere Arbeiten iiber die chemischen Eigenschaften der in dieser
Mitteilung erstmals vorgestellten Oligo(nukleodipeptamidinium)-Salze eigent-
lich nie tiber das Stadium von orientierenden Untersuchungen hinausgelangt
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sind, und insbesondere die Frage nach den Paarungseigenschaften solcher
- Systeme zu ihrer schliissigen Beantwortung weitergehende Versuche erfor-
dern wiirde (hoherer Oligomerisationsgrad, stirker paarende Basen, insbe-
sonders Guanin und Cytosin, andere Bedingungen), erlauben die bisher ge-
machten Erfahrungen doch zur urspriinglich aufgeworfenen Frage nach
einer moglichen Relevanz dieser Stoffklasse fiir eine chemische Aetiologie
des Strukturtyps der natiirlichen Nukleinsduren Stellung zu nehmen. Aus
heutiger Sicht erscheint hierfir die Stoffklasse sowohl beziiglich ihrer
Bildungseigenschaften, ihrer Bestéindigkeit in wisseriger Losung, als auch
dem (wenn iiberhaupt) in ihr steckenden Paarungspotential als viel zu
wenig robust, als dass sich im heutigen Stadium eine Weiterbearbeitung
aufdréngen wiirde. Betont bezieht sich diese Feststellung auf die derzeitige
Sicht der Dinge und den derzeitigen Stand unserer Erfahrungen iiber die
chemischen Eigenschaften von Nukleinsiure-Alternativen. Zwar wiirde die
urspringlich ebenfalls implizierte Frage nach der Moglichkeit eines hydro-
lytischen Ubergangs von Oligo(nukleodipeptamidinium)-Salzen in entspre-
chende Oligo(nukleodipeptid)-Ketten* Interesse erheischen, doch stellen die
in letzter Zeit in verschiedenen Laboratorien in Gang gekommenen Arbeiten
iiber Basenpaarungseigenschaften von neutralen Oligo(nukleopeptid)-Syste-
men'!~1*3031 eine direktere und vorderhand mehrversprechende Stoss-
richtung fiir eine systematische experimentelle Suche nach peptidischen
Nukleinsdure-Alternativen dar.

Dank. — Diese Arbeit wurde von der Ciba AG Basel, der Firmenich & Cie. Genf
sowie vom Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissenschaftlichen
Forschung unterstiitzt.
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SAZETAK
Oligo(nukleodipeptamidinijeve) soli

Peter Lohse, Berndt Oberhauser, Barbara Oberhauser-Hofbauer,
Gerhard Baschang i Albert Eschenmoser

Pokusi usmjereni prema kemijskoj etiologiji nukleinskih kiselina imaju za cilj
razotkriti ¢injenice, koje nam mogu pomoéi racionalizirati Prirodin odabir strukture
RNK u evoluciji genetskog sustava. Strategija prema pronalazenju takvih éinjenica
jest sintetiziranje potencijalnih alternativa nukleinskih kiselina i sistematsko uspo-
redivanje njihovih funkcionalnih svojstava (sparivanje baza, neenzimska replikacija,
kataliza ovisna o sekvenciji) na kemijskoj razini s onima RNK. Alternative nukle-
inskim kiselinama izabrane su po kriteriju da li je njihov potencijal za neenzimsko
samoorganiziranje (prosuden kemijskim zakljuéivanjem) usporediv ili veéi, nego onaj
RNK. Alternative koje se pokazu funkcionalnima mogle bi (ali nisu ili smiju samo
privremeno) biti izabrane kao genetski sustav. Alternative koje se pronadu nefunk-
cionalnima mogu se ispustiti iz liste hipotetskih konkurenata RNK.

Paralelno nasem radu na alternativama nukleinskih kiselina, temeljenim na
heksopiranoznim Seéerima, proucéavali smo potencijalne sustave sparivanja koji, kao
gradevne elemente svoga kostura sadrze dipeptidne derivate umjesto Seéernih fosfata.
Oligo-nukleodipeptamidinijeve soli, konstitucijskog tipa prikazanog na Slici 3 mogu
se interpretirati kao oligomeri odgovarajuéih nukleodipeptid-nitrila koji, opet, mogu
biti izvedeni iz dipeptidnih serin-nitrila. Ovaj rad saZima naSa zapaZanja o sintezi
1 svojstvima timinil- i adenil-derivata (L)-oligo-nukleodipeptamidinijevih soli (do de-
kamera), koji pripadaju konstitucijskom tipu prikazanom na Slikama 9 i 10. Takvi
su oligomeri topljivi u vodenom mediju, ali su osjetljivi na hidrolizu kod vrijednosti
pH iznad 4 (vrijeme poluraspada dimera pri pH = 6, iznosi 1-3 h pri sobnoj tempe-
raturi, oko 30 h pri 0 °C).

Niti u UV-spektroskopski odredenim krivuljama mijesanja (¢ ~ 11 uM, pH = 4,
4 °C, 1 M NaCl) smjesa heksamera koji sadrze komplementarne baze, niti u CD-
spektrima (1 : 1) smjesa odgovarajuéih dekamera (sliéni uvjeti) u usporedbi sa spek-
trima jednolancanih komponenata nismo mogli opaziti signale sparivanja baza ade-
nin-timin. Ta opaZzanja moraju se uzeti u razmatranje kao preliminarna, jer su ona
priliéno ogranidena u odnosu na strukturne varijacije, uvjete i metode zapaZanja;
ipak, ono §to smo eksperimantalno nauéili o tim materijalima ne ide u prilog gle-
distu da bi oligo-nukleodipeptamidinijeve soli mogle biti konkurenti RNK.
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