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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Verbindung der Formel |
Nucleobase

R1
A
[
B\C/D

R2

D,

ihre Herstellung und Verwendung in Paarungs- und/oder Testsystemen.

[0002] Paarungssysteme sind supramolekulare Systeme nicht kovalenter Wechselwirkung, die sich durch
Selektivitat, Stabilitdt und Reversiblitdt auszeichnen, und deren Eigenschaften bevorzugt thermodynamisch, d.
h. durch Temperatur, pH-Wert und Konzentration beeinfluf3t werden. DNA und RNA spielen dabei als Trager
der Erbanlagen eine fundamentale Rolle. Solche Paarungssysteme kénnen z. B. aufgrund ihrer selektiven Ei-
genschaften aber auch als ,molekularer Klebstoff fur die Zusammenfuhrung von unterschiedlichen Metallclus-
tern zu Cluster-Verbanden mit potentiell neuen Eigenschaften verwendet werden [R. L. Letsinger, et al., Na-
ture, 1996, 382, 607-9; P. G. Schultz et al., Nature, 1996, 382, 609-11).

[0003] Starke und thermodynamisch kontrollierbare Paarungssysteme spielen daher eine immer wichtigere
Rolle fir die Anwendung im Bereich der Nanotechnologie, zur Herstellung neuer Materialien, Diagnostika, The-
rapeutika sowie mikroelektronischer, photonischer und optoelektronischer Bauteile und fir das kontrollierte Zu-
sammenflihren molekularer Species zu supramolekularen Einheiten, wie z. B. den (kombinatorischen) Aufbau
von Proteinassemblies [siehe z. B. A. Lombardi, J. W. Bryson, W. F. DeGrado, Biomolekuls (Pept. Sci.) 1997,
40, 495-504].

[0004] Zur Herstellung derartiger Paarungssysteme besitzen DNA- bzw. RNA-Bausteine jedoch folgende

Nachteile:
a) Die Krafte, die zwei Strange zusammenhalten, vor allem Wasserstoffbriicken und Stapeleffekte, sind na-
turgeman sehr gering. Solche Duplices weisen daher eine geringe Stabilitat auf. Dies kann durch Aufnahme
einer sog. Umwandlungskurve und Ermittlung des Umwandlungspunktes leicht festgestellt werden. Folglich
sind fUr die Herstellung von Paarungssysteme relativ lange Einzelstrange notwendig, was zur Folge hat,
dafd der Anteil des Paarungssystems an der supramolekularen Einheit Gberwiegt, d. h. die ,Nucleotidlast"
ist hoch.
b) Durch die Ausbildung von Hoogsteen-Paarungen, die alternativ zu Watson-Crick-Paarungen mdéglich
sind, nimmt die Selektivitat ab. Damit sind oftmals parallele Duplices oder irreversible Paarungsvorgange
verbunden.
c) Durch die hohe Flexibilitat des Zucker-Phosphat-Riickgrates bilden sich helicale Konformationen, wo-
durch die rdumliche Anordnung in supramolekularen Einheiten weniger gut gesteuert werden kann.
d) Die chemische Instabilitat der Phosphodiesterbindung im Ruickgrat 1aR3t nur eine geringe Varianz an phy-
sikalischen Bedingungen, wie pH oder Temperatur, fir die Verwendung der supramolekularen Einheiten zu.
e) Die Nuclease-Empfindlichkeit der Produkte fiihrt zu einem nur schwer vermeidbaren, raschen enzyma-
tischen Abbau und damit zur Zerstérung der supramolekularen Einheit.
f) Eine mogliche Interferenz mit dem genetischen Material biologischer Systeme ist nicht auszuschlief3en,
falls die supramolekularen Einheiten in einem biologischen System zum Einsatz kommen, d. h. eine Ortho-
gonalitat des Paarungsvorganges fehilt.
g) Die Herstellung grofRerer Mengen an Oligonucleotiden ist aufgrund der geringen Beladbarkeit der ubli-
cherweise verwendeten Festphase beispielsweise im Vergleich zur Peptidsynthese schwierig.
h) Die Herstellung der nicht-natirlichen L-enantiomeren Form ist durch die schlechte Zuganglichkeit der
entsprechend konfigurierten Zuckerbausteine erschwert.

[0005] Damit ist eine Verwendung von DNA- bzw. RNA-Bausteinen z. B. in komplementar gebundenen zwei-

und dreidimensionalen supramolekularen Strukturen (siehe z. B. W0O96/13522) in einem physiologischen Me-
dium vor allem im Hinblick auf die Punkte e), f) und g) nur schwer zu realisieren.
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[0006] Eine Alternative zu DNA- bzw. RNA-Bausteinen ist die sogenannte Pyranosyl-RNA (p-RNA). pRNA ist
ein Oligonucleotid, das anstelle der Ribofuranose der RNA die Ribopyranose als Zuckerbaustein enthalt und
daher ausschlief3lich Watson-Crick-gepaarte, antiparallele, reversibel ,schmelzende", quasi-lineare und stabile
Duplices ausbildet. Daneben gibt es auch homochirale p-RNA-Strange entgegengesetzten Chiralitatssinns,
die ebenfalls kontrollierbar paaren und in der gebildeten Duplex nicht streng-helical sind. Diese fur den Aufbau
supramolekularer Einheiten wertvolle Spezifitat hangt mit der relativ geringen Flexibilitdt des Ribopyranose-
phosphat-Rickgrats sowie mit der starken Neigung der Basenebene zur Strangachse und der hieraus folgen-
den Tendenz zu intercatenarer Basenstapelung im resultierenden Duplex zusammen und laft sich letzlich auf
die Teilnahme eines 2'.4'-cisdisubstituierten Ribopyranoserings am Aufbau des Ruckgrates zurlckfihren.
p-RNA |6st damit einige der beschriebenen Nachteile von DNA und RNA, jedoch nicht die Nachteile gemaf
Punkt d), €), g) und h).

[0007] Eine weitere Alternative stellt die Verkniipfung der Monomereinheiten tiber Amidbindungen, d. h. der
Aufbau eines oligomeren Peptids, sogenannten Peptide Nucleic Acids (PNA's), dar.

[0008] PNA's weisen durch ihre offenkettige Struktur eine hohe Flexibilitdt auf und sind damit hinsichtlich ihrer
konformationellen Praorganisation flr den kontrollierten Aufbau supramolekularer Systeme nicht geeignet.

[0009] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, Verbindungen bereit zu stellen, die die oben be-
schriebenen Nachteile nicht aufweisen.

[0010] Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher Verbindungen der Formel |

Nucleabase

R'
!
B\C,D

I
R2

@

worin R' gleich NR®R*, OR?® oder SR® ist mit R® und R* unabh&ngig voneinander, gleich oder verschieden, H
oder C_H,..,, wobei n eine ganze Zahl von 1-12, vorzugsweise 1-8, insbesondere 1-4 ist; vorzugsweise R’
gleich NR®R* oder OR?, insbesondere NR®R*, vor allem NH, bedeutet;

R? gleich C, H,,-C(X)-Y ist mit X gleich =O, =S oder =N; Y gleich OR?, NR*R* oder SR?, wobei R® und R* die
oben genannte Bedeutung haben; und m eine ganze Zahl von 1-4, insbesondere 1-3, vor allem 1-2; vorzugs-
weise ist X gleich NR®R* oder OR?, insbesondere NR®R*, vor allem NH,, und Y ist vorzugsweise gleich OR?
oder NR®R*; oder

R? gleich C,_H,,-Z-Y" ist mit Z gleich eine Sulfonyl-, Phosphonyl-, Ether- oder Amin-Gruppe, wobei, wenn Z
gleich eine Sulfonyl- oder Phosphonyl-Gruppe, Y' gleich H, C_ H,,,,, OR®, NR®R* oder SR? ist, wobei n, R* und
R* die oben genannte Bedeutung haben, und, wenn Z gleich eine Ether- oder Amin-Gruppe, Y' gleich C H
ist;

A, B und D unabhangig voneinander, gleich oder verschieden, CR®R®, O, NR” oder S bedeuten mit R°, R®, R”
unabhangig voneinander H oder C H,, .,, wobei n die oben genannte Bedeutung hat; und

C gleich CR® oder N bedeutet mit R® unabhéngig davon die Bedeutung von R®, wobei jedoch A-B, B-C oder
C-D nicht zwei gleiche Heteroatome bedeuten; und

der Begriff Nucleobase im Sinne der vorliegenden Erfindung Thymin, Uracil, Adenin, Cytosin, Guanin, Isocy-
tosin, Isoguanin, Xanthin oder Hypoxanthin, vorzugsweise Thymin, Uracil, Adenin, Cytosin oder Guanin be-
deutet.

2n+1»

[0011] Insbesondere sind Verbindungen bevorzugt, bei denen R' gleich NH, und R? gleich CH,-COOH ist, vor
allem eine [2-Amino-4-(carboxymethyl)cyclohexyl]-Nucleobase, wie 1-[2-Amino-4-(carboxymethyl)cyclohe-
xyl]-thymin, 1-[2-Amino-4-(carboxymethyl)cyclo-hexyl]-uracil, 1-[2-Amino-4-(carboxymethyl)cyclohexyl)-cyto-
sin, 9-[2-Amino-4-(carboxy-methyl)cyclohexyl]-adenin oder 9-[2-Amino-4-(carboxymethyl)cyclohexyl]-guanin.

[0012] Weiterhin ist es vorteilhaft, wenn die erfindungsgemalie Verbindung enantiomerenrein ist.

3/21



DE 197 41 739 B4 2006.04.27

[0013] Fur die Synthese ist es ferner vorteilhaft, wenn R" auch mit Schutzgruppen versehen ist, wie z. B. im
Falle von R’ gleich NH, mit tert.-Butoxycarbonyl-Gruppen (BOC) oder 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-Gruppen
(FMOC) oder im Falle von R' gleich OH mit Ether- oder Acetalschutzgruppen. Unter Schutzgruppen versteht
man im allgemeinen Reste, die reaktive Gruppen von Verbindungen vor unerwiinschten Reaktionen schitzen
und leicht abspaltbar sind. Derartige Gruppen sind z. B. Benzyloximethyl- (BOM-), BOC-, FMOC-, Ether- oder
Acetalschutzgruppen.

[0014] Daneben kann Y auch mit Aktivierungsreagentien zu reaktiven Intermediaten, z. B. gemischten Anhy-
driden, umgesetzt sein.

[0015] Vorzugsweise sind die erfindungsgemafien Verbindungen Cyclohexanderivate, die in 1'-Stellung eine
Nucleobase und in 2'-Stellung ein Nucleophil, wie z. B. ein Stickstoffatom tragen, das mit der reaktiven Gruppe
in 4'-Stellung bzw. nach deren Aktivierung, wie z. B. miteiner Carbonylfunktion in Reaktion gebracht werden
kann, und somit durch Wiederholung dieses Vorgangs in der Lage ist, eine oligomere Struktur aufzubauen. Aus
stereochemischer Sicht sind Derivate bevorzugt, bei denen alle Substituenten am Sechsring dquatoriale Posi-
tionen aufweisen, inshesondere bei denen die Substituenten in 1'- und 2'-Stellung aquatoriale Postionen auf-
weisen und vor allem bei denen die Nucleobase eine aquatoriale Position aufweist.

[0016] Die erfindungsgemaflen Verbindungen kénnen beispielsweise folgendermallen hergestellt werden.

[0017] Am Anfang wird eine chirogene Diels-Alder-Reaktion zwischen z. B. 1,3-Butadien 1 und z. B. 3-(2-Pro-
penoyl)-1,3-oxazolidin-2-on 2 in Gegenwart chiral, nicht racemischer Promotoren wie das Seebach'sche TAD-
DOL 3 (D. Seebach et al., J. Org. Chem. 1995, 60, 1788) durchgefuhrt (siehe Fig. 1). 3-(2-Propenoyl)-1,3-oxa-
zolidin-2-on kann beispielsweise durch Umsetzen von Oxazolidin-2-on mit Acrylsdurechlorid in Gegenwart von
Kupfer und Kupfer(l)chlorid hergestellt werden. Die Verbindung 5 kann beispielsweise aus 4 in Anwesenheit
von Magnesiumspanen und Wasser-freiem Methanol hergestellt werden. Das Reaktionsprodukt wird anschlie-
Rend z. B. mit Lithiumaluminiumhydrid reduziert, um die Verbindung 6 zu ergeben. Das Acetoniril 7 kann aus
6 z. B. durch Umsetzen mit Methansaurechlorid zum Methansauremethylester und anschlielend durch Um-
setzen mit Cyanid hergestellt werden. Eine alkalische Hydrolyse des Reaktionsproduktes ergibt das Essigsau-
rederivat, welches mit SOCI, zum Acetylchlorid umgesetzt werden kann, um in Anwesenheit von einer wafri-
gen Ammoniaklésung das Acetamid 8 zu ergeben. Anschlieend erfolgt dessen Jodlactamisierung (S. Knapp
et al., Org. Synth. 1991, 70, 101), zum Jodlactam 9.

[0018] AnschlieBend kann das Jodlactam 9 in Anwesenheit eines Hydrids an eine Nucleobase gekoppelt wer-
den, ohne dal} der Bicyclus zerstort wird.

[0019] Hierzu ist es vorteilhaft, wenn eventuell reaktive Gruppen der Nucleobase durch geeignete Schutz-
gruppen, z. B. BOC, FMOC, Acetal usw. geschiitzt werden. Lediglich beim Diaminopurin als Nucleobase sind
Schutzgruppen nicht nétig. Jedoch hat sich gezeigt, dafd bei Diaminopurin als Nucleobase der Lactamring nicht
mehr gedffnet werden konnte. Unabhangig davon spielt Diaminopurin in biologischen Systemen keine Rolle.

[0020] Weiterhin ist es bevorzugt, wenn das Jodlactam nicht in der racemischen Form, sondern enantiome-
renrein vorliegt, da die aufzubauenden Oligomeren, die ein Paarungssystem darstellen sollen, nur einer stero-
chemischen Reihe angehdren sollen. Der Aufbau eines Paarungssystems aus racemischen Bausteinen ist im
allgemeinen nicht mdoglich.

[0021] GemaR der vorliegenden Erfindung kann ein kopplungsfahiger Pyrimidinbaustein, z. B. ein Thymin-
baustein, ausgehend vom lodlactam 9 in einer flinfstufigen Synthesequenz in einer Ausbeute von 27 % Uber
alle Schritte hergestellt werden (Fig. 2.): Im ersten Schritt erfolgt die stereoselektive Einfuhrung der Nucleoba-
se in einer Substitutionsreaktion (13a) gefolgt von der Maskierung des aciden Imidprotons des Thymins (13b).
Anschlieend wird das Lactam durch Einflihren einer Schutzgruppe, z. B. der Boc-Gruppe (13c), aktiviert und
der Ring nucleophil z. B. mittels LIOOH (14a) gedffnet. Nach Entfernen der beispielsweise vorhandenen
BOM-Schutzgruppe ergibt sich mittels katalytischer Hydrierung der gewilinschte Baustein (14b).

[0022] Der enantiomorphe (R)-Baustein ent-14b ist durch analoges Vorgehen aus dem (R)-lodlactam ent-9
erhaltlich. Ebenso sind in analoger Weise kopplungsfahige Uracil-, Cytosin- und Isocytosin-Bausteine erhalt-
lich.

[0023] Ein kopplungsfahiger Purinbaustein, z. B. ein Adeninbaustein, ist ausgehend vom lodlactam 9 in einer
siebenstufigen Synthesequenz in einer Ausbeute von 19 % Uber alle Schritte zuganglich (Eig. 3.):
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Nach Einflihrung des z. B. N(6)-benzoylierten Adenins in das (S)-lodlactam 9 unter Retention (15a) erfolge die
Umschitzung zum z. B. N(6)-Formamidinadeninlactam 15c. Anschlieend erfolgt die Aktivierung des Lactams
z. B. mittels tert-Butoxycarbonylierung (15d), ein erneutes Umschitzen zum z. B. N(6)-anisoylgeschutzten
Lactam (15f) und nachfolgende Lactamspaltung z. B. mittels LiOH liefert den gewlinschten Baustein 16.

[0024] Der enantiomorphe (R)-Baustein ent-16 ist durch analoges Vorgehen aus dem (R)-lodlactam ent-9 er-
haltlich. Ebenso sind in analoger Weise kopplungsfahige Guanin-, Isoguanin-, Xanthin- und Hypoxanthin-Bau-
steine erhaltlich.

[0025] Die Herstellung von Heteroatom-enthaltenden Sechsringen sowie anderen Derivaten der erfindungs-
gemalen Verbindung sind z. B. analog Uber eine Hetero-Diels-Alder-Reaktion bzw. tber Diels-Alder-Reaktio-
nen mit den entsprechenden Ausgangsverbindungen mdglich.

[0026] Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung einer er-
findungsgemaRen Verbindung mit folgenden Schritten:
(a) Kopplung des entsprechenden Jodcycloalkans, z. B. eines Jodlactams, vorzugsweise eines enantiome-
renreinen Jodcycloalkans mit einer geschutzten Nucleobase vorzugsweise in Anwesenheit eines Hydrids,
wie z. B. NaH, und im Falle eines Jodlactams
(b) Aktivierung des Lactams, beispielsweise durch Einflhren einer Schutzgruppe wie z. B. eine BOC-Grup-
pe, sowie
(c) nucleophile Ring6ffnung, z. B. durch ein Hydroperoxid wie z. B. LIOOH.

[0027] Zur Herstellung von Oligomeren werden die erfindungsgemaflen Verbindungen dann vorzugsweise an
fester Phase nach Art der Merrifield-Peptidsynthese zu oligomeren Strukturen aufgebaut. Dabei werden die
notwendigen Reagenzien vorzugsweise im Uberschul® zugesetzt und nicht umgesetzte Mengen durch einfa-
che Waschschritte wieder entfernt [R. B. Merrifield, J. Amer. Chem. Soc. 1963, 85, 2149]. Repetitive Zyklen,
die aus Abspaltungen der temporaren Schutzgruppen und Kupplungen, z. B. nach der Methode des symmet-
rischen Anhydrids, der geschitzten Monomer-Bausteine bestehen, fiihren zum Oligomeren am Harz. Am Ende
der Synthese wird die terminate Schutzgruppe abgespalten, das Oligomer vom Harz gespalten und bevorzugt
mit chromatographischen Methoden aufgereinigt. Die isolierten HPLC-Fraktionen der Syntheseprodukte wur-
den mit analytischer HPLC auf ihre Reinheit Uberprift und mit Elektrospray-Massenspektrometrie eindeutig
charakterisiert.

[0028] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Oligomer enthaltend mindestens
eine erfindungsgemafe Verbindung, welche im allgemeinen 2'-4' verknipft sind.

[0029] Um molekulare Species, wie Peptide, Proteine, Rezeptoren, Redoxzentren, Antikorper, Nucleinsau-
re-Abschnitte (wie DNA, RNA) mit Hilfe des beschriebenen Paarungssystem zusammenzufiihren, werden im
allgemeinen geeignete Linker integriert. Bevorzugt, aber nicht ausschlief3lich, 1aft sich Lysin an jeder beliebi-
gen Stelle im oligomeren Paarungssystem, ganz bevorzugt aber terminal, einbauen. Lysin hat durch seine freie
Aminogruppe eine Vielzahl von Verknupfungsmdglichkeiten. Der Einbau in das erfindungsgemafe Oligomer
erfolgt beispielsweise tiber Boc-Lysin(Fmoc), dessen FMOC-Gruppe mit Piperidin in DMF abgespalten werden
kann.

[0030] Daher bezieht sich die vorliegende Erfindung auch auf Oligomere, die zusatzlich mindestens einen
Linker, vorzugsweise einen Lysinlinker, vor allem einen terminalen Lysinlinker enthalten.

[0031] Das beispielsweise aminofunktionalisierte Oligomere kann auch bevorzugt mit aktivierten Linkern wie
z. B. Jodacetylsuccinimid (A) oder Bis(hydroxysuccinimidyl)glutarat (B) derivatisiert werden, welche dann be-
vorzugt in physiologischen Medien, insbesondere in walrig-gepufferten Losungen ggf. unter Zugabe von or-
ganischen Lésungsvermittlern, mit HS-Gruppen der molekularen Spezie, z. B. Gber (A) mit den Cystein-Resten
eines Peptids oder Proteins oder tber (B) mit Aminogruppen der molekularen Spezie unter Bildung von che-
misch stabilen, kovalenten Bindungen reagieren.

[0032] Daher umfalt die vorliegende Erfindung auch Oligomere, die mit einem aktivierten Linker, wie z. B.
Jodacetylsuccinimid und/oder Bis(hydroxysuccinimidyl)glutarat derivatisiert sind.

[0033] Ein anderer Gegenstand der Erfindung ist folglich auch ein Konjugat aus einem erfindungsgemafien
Oligomer und einem Biomolekiil.
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[0034] Unter Biomolekil versteht man gemaf der vorliegenden Erfindung z. B. ein Peptid, Peptoid oder Pro-
tein, wie z. B. einen Rezeptor, einen Antikorper oder funktionelle Teile davon oder ein Enzym, sowie eine Nu-
cleinsaure wie DNA oder RNA, oder Zellbestandteile wie Lipide, Glykoproteine, Filamentbestandteile, oder Vi-
ren, Virenbestandteile wie Kapside, Viroide, und deren Derivate wie z. B. Acetate.

[0035] Funktionelle Teile von Antikérper sind beispielsweise Fv-Fragmente (Skerra & Pluckthun (1988) Sci-
ence 240, 1038), einzelkettige Fv-Fragmente (scFv; Bird et al (1988), Science 242, 423; Huston et al. (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 85, 5879) oder Fab-Fragmente (Better et al. (1988) Science 240, 1041). Die er-
findungsgemafRen Konjugate aus Effektormolekiilen und bevorzugt peptidischen, aber im Gegensatz zu PNA
selektiven und kontrollierbaren Paarungssystemen sind dann vorteilhaft, wenn reversibel supramolekulare as-
semblies aufgebaut werden sollen, deren Wirkung, wie z. B. Bindung, Inhibition, Auslésung eines physiologi-
schen Effektes, sich von der Wirkung der einzelnen Effektormolekiile unterscheidet.

[0036] So beschreibt z. B. WO 96/13613 eine Methode zum Auffinden einer Substanz, die eine biologische
Wirkung durch die Multimerisierung von Proteinen ausldst, indem man zuerst eine Substanz | durch einen Test
ermittelt, die an ein Protein bindet, dann eine zweite Substanz Il ermittelt, die an ein zweites Protein bindet und
dann die beiden Substanzen | und Il kovalent Gber einen Linker verbindet, so daf’ eine Dimerisierung der bei-
den Proteine ausgel6st wird. Diese Dimerisierung fihrt dann den gewlinschten biologischen Effekt herbei. Gro-
Rere Flexibilitat kann eine solche Methode erhalten, wenn das Verbinden der beiden Substanzen | und Il nicht
kovalent, sondern durch ein Paarungssystem wie das erfindungsgemafRe Oligomer oder Konjugat erfolgt.
Durch die Steuerbarkeit dieser Paarung, beispielsweise durch Temperatur oder pH, kann der Dimerisierungs-
vorgang der Proteine beobachtet oder dessen Ausmal} gesteuert werden. Die erfindungsgemafen Paarungs-
systeme haben z. B. gegeniiber den Systemen aus WO 96/13522 den Vorteil, daf3 sie Nuclease-stabil sind.

[0037] Ein Ansatz, peptidische ,Klebe"-Einheiten zur Bildung von homo- oder heterodimeren assemblies zu
verwenden, wird z. B. in WO 94/28173 beschrieben:

Assoziierungspeptide (Hexa- oder Heptapeptide) einer festgelegten Sequenz fihren Effektoreinheiten, wie z.
B. Proteine, zu supramolekularen Einheiten zusammen. Hohere Flexibilitdt kann eine solchen Methode durch
Steuerbarkeit dieses Assoziierungsvorganges erhalten, die im allgemeinen mit den Assoziierungspeptiden
nicht realisiert werden kann, in vorteilhafter Weise jedoch mit den Paarungssystemen der vorliegenden Erfin-
dung.

[0038] Daher bezieht sich die Erfindung auch auf die Verwendung der erfindungsgemafen Verbindung, des
erfindungsgemafen Oligomers bzw. des erfindungsgemalfien Konjugates in einem Paarungs- und/oder Test-
system, wie z. B. in W094/28173, WO96/13522, WO96/13613, R. L. Letsinger, et al., Nature, 1996, 382, 607-9;
P. G. Schultz et al., Nature, 1996, 382, 609-11 oder A. Lombardi, J. W. Bryson, W. F. DeGrado, Biomolekiils
(Pept. Sci.) 1997, 40, 495-504 naher beschrieben und oben allgemein erlautert.

[0039] Eine besondere Ausflihrungsform der vorliegenden Erfindung stellt ein Trager dar, an den eine erfin-
dungsgemale Verbindung, ein erfindungsgemafles Oligomer und/oder ein erfindungsgemalfies Konjugat im-
mobilisiert ist, insbesondere zur Verwendung in einem Paarungs- und/oder Testsystem, wie oben naher be-
schrieben.

[0040] Unter dem Begriff ,immobilisiert” versteht man im Sinne der vorliegenden Erfindung die Ausbildung ei-
ner kovalenten Bindung, quasi-kovalenten Bindung oder supramolekularen Bindung durch Assoziation von
zwei oder mehreren molekularen Spezien wie linear konstituierte Molekiile, insbesondere Peptide, Peptoide,
Proteine, lineare Oligo- oder Polysaccharide, Nukleinsduren und deren Analoga, oder Monomere wie Hetero-
cyclen, insbesondere Stickstoffheterocyclen, oder nichtlinear konstituiere Molekiile wie verzweigte Oligo- oder
Polysacharide oder Antikdrper und deren funktionelle Teile wie Fv-Fragmente, einzelkettige Fv-Fragmente
(scFv) oder Fab-Fragmente.

[0041] Als Tragermaterialien eigenen sich beispielsweise Keramik, Metall, insbesondere Edelmetall, Glaser,
Kunststoffe, kristalline Materialien bzw. dinne Schichten des Tragers, insbesondere der genannten Materia-
lien, oder (bio)molekulare Filamente wie Cellulose, Gerustproteine.

[0042] Zusammenfassend weist die vorliegende Erfindung gegeniber herkémmlichen Paarungs- und Test-
systemen folgende Vorteile auf

[0043] Die Duplices der erfindungsgemafen Oligomere oder Konjugate sind wesentlich stabiler als jene der
DNA, RNA und p-RNA. Die oligomeren Substanzen sind chemisch und gegentiber enzymatischem Abbau im
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wesentlichen stabil, paaren nicht mit DNA oder RNA und lassen sich auf einfache Weise in gréReren Mengen
herstellen. Beide Enantiomere sind durch synthetische chirogene Schritte leicht zuganglich. Die erfindungsge-
malen Verbindungen sind daher als selektive ,molekulare Klebstoffe" den bisher bekannten Paarungssyste-
men Uberlegen.

[0044] Die folgenden Figuren und Beispiele sollen die Erfindung naher beschreiben, ohne sie zu beschran-
ken.

BESCHREIBUNG DER FIGUREN
[0045] Fig. 1 zeigt schematisch die Synthese des Jodlactams 9.
[0046] Fig. 2 zeigt schematisch die Synthese eines kopplungsfahigen Thyminbausteins.
[0047] Fig. 3 zeigt schematisch die Synthese eines kopplungsfahigen Adeninbausteins.
[0048] Fig. 4 zeigt die Abbildung einer reversiblen UV-Umwandlungskurve des Oligomers ATATA.
BEISPIELE
Beispiel 1
Synthese eines kopplungsfahigen Thyminbausteins
Herstellung von 1-[(S,S,S)-8-Azabicyclo[3.3.1]nonan-7-on-2-yl]-3-[(benzyloxy)methyl]thymin (13b)
1. Durchfiihrung

[0049] In einem trocknen, mit Schutzgas begasten 50-ml-Léwenthalkolben wurden 148 mg (4.00 mmol)
65%ige NaH-Suspension vorgelegt, zweimal mit je 5 ml wasserfreiem Pentan gewaschen und in 20 ml DMF
suspendiert. Es wurden zuerst portionsweise 493 mg (2.00 mmol) 3-(Benzyloxy)methylthymin und nach Ab-
klingen der Gasentwicklung 530 mg (2.00 mmol) 9 zugesetzt. Nach ca. 20 minitigem Rihren bei Raumtemp.
bildete sich eine fahlgelbe Reaktionslésung, die Uber Nacht bei Raumtemp. geriihrt wurde.

[0050] Man versetzte mit 1 ml einer ges. waflirigen NH,CI-Lésung und uberfiihrte die Reaktionslésung unter
Nachspulen mit MeOH in einen Rundkolben. Im Anschluf entfernte man die Losungsmittel zunachst vorsichtig
i.V.i.RV, danach durch Kugelrohrdestillation (70°C/0.5 Torr). Man erhielt 1.71 g eines gelborangefarbenen Oles,
welches durch MPL-Chromatographie an 150 g Kieselgel 60 (CH,Cl,/MeOH 30:1) gereinigt wurde. Der so er-
haltene Feststoff wurde mit wenig Et,O digeriert, abfiltriert, zerkleinert und im OPV getrocknet. Dies lieferte 405
mg (53%) 13b (ent-13b: 50%; rac-13: 51%) als farbloses Pulver vom Schmp. 160-162°C. Eine analytische Pro-
be wurde durch Kristallisation aus THF/Cyclohexan erhalten.

2. Analytische Daten
1-[(S,S,S)-8-Azabicyclo[3.3.lJlnonan-7-on-2-yl]-3-[(benzyloxy)methyl]thymin (13b):

Schmp: 160-162°C (THF/Cyclohexan); ent-13b : 161-162°C.

rac-13b: 186-188°C (THF/Cyclohexan).

DC: CH,Cl/MeOH 15:1, R, 0.41.

Spez. Drehung: [a]2, = -43.3° (¢ = 1.10, CH,CL,); ent-13b: [a], = +42.9° (c = 1.05, CH,CL,).

UV(CH,CN): A, 274.2 (9623).

IR(KBr): 3447w, 3189w, 3090w, 2949m, 2906m, 1703, 1652, 1464, 1405, 1357s, 1270s, 1076.

"H-NMR (300 MHz, d;-DMSO): 1.59 (m,, 3H, H-C(4"), 2H-C(9")); 1.85 (m_, N-C(3")); 1.88 (s, CH,); 2.00-2.14 (m,
3H, H-C(3"), H-C(4"), H-C(6")); 2.20 (br. s, H-C(5")); 2.47 (dd, J(H-C(6"), H-C(6')) = 18.5, J(H'-C(6'), H-C(5')) =
7.5, H-C(6'); 3.58 (br. m, H-C(1")); 4.22 (br. m, H-C(2')); 4.60 (s, 2H, PhCH,0); 5.35 (m,, 2H, OCH,N);
7.22-7.35 (m, 5H, Ph); 7.54 (s m. Fs., H-C(6)); 7.99 (d, J(H-N(8"), H-C(1')) = 4.6, H-N(8").

[0051] Die Zuordnung der Signale erfolgte mit Hilfe eines 'H,"H-COSY-Spektrums.

BC-NMR (75 MHz, d,-DMSO): 12.75 (CH,); 17.90 (C(3"); 23.82 (C(9'); 24.66 (C(5'); 27.47 (C(4"); 37.15
(C(6')); 47.27 (C(1')); 55.55 (C(2')); 70.45 (OCH,N); 71.06 (PhCH,O); 107.82 (C(5)); 127.06, 127.29, 128.03
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(SC, Ph); 137.40 (C(8)); 138.18 (C,_,); 151.04 (C(2)); 162.67 (C(4)); 170.83 (C(7")).

ipso
[0052] Die Zuordnung der Signale erfolgte mit Hilfe eines 'H,"*C-COSY-Spektrums.
MS (ESI*): 767.8 [2M+H], 384.5 [M+H].

Anal.: ber. fur C,,H,;N,0O, (383.45): C 65.78, H 6.57, N 10.96;

gef.: C 65.68, H 6.64, N 10.84.

Herstellung von 1-[(S,S,S)-8-Aza-8-(tert-butoxycarbonyl)-bicyclo[3.3.1]Jnonan-7-on-2-yl)-3-[(benryloxy)me-
thyljthymin (13c)

1. Durchfiihrung

[0053] In einem 250-ml-Rundkolben wurden 7.18 g (18.7 mmol) 13b in 100 ml CH,CI, gelést und nacheinan-
der mit 2.59 ml (18.7 mmol, leq.) NEt, und 8.00 ml (37.4 mmol, 2eq.) Boc,O versetzt. Im Anschlufd gab man
spatelweise 2.28 g (18.7 mmol, leq.) DMAP zu und rihrte die gelbe Reaktionsldsung vier Stunden bei
Raumtemp.. Es wurden nochmals nacheinander 3.89 ml (28.1 mmol, 1.5 eq.) NEt;, 12.0 ml (56.1 mmol, 3 eq.)
Boc,O und 3.43 g (28.1 mmol, 1.5 eq.) DMAP zugegeben. Nach Ruhren lber Nacht unter Wasserausschlufy
waren laut DC-Kontrolle (Kieselgel 60; CH,Cl,/MeOH 15:1) immer noch Spuren Edukt vorhanden. Daher wur-
den im Abstand von vier Stunden nochmals je 2.00 ml (9.35 mmol) Boc,O zugesetzt. Man liefl erneut tber
Nacht unter Wasserausschlufd rihren und entfernte im Anschluf} die Losungsmittel und Reagenzien i. V. i. RV.
Dies lieferte 19.5 g eines schmierigen, gelben Feststoffes, den man an 275 g Kieselgel 60 (AcOEt/n-Heptan
2:1) chromatographierte. Man erhielt 8.50 g eines leicht gelb gefarbten Feststoffes. Umkristallisation aus 50 ml
THF und 100 ml Cyclohexan lieferte 7.81 g (86%) 13c (ent-13c: 87%; rac-13c: 85%) als farblose, kleine Kris-
talle vom Schmp. 124-126°C.

2. Analytische Daten
1-[(S,S,S)-8-Ara-8-(tert-butoxycarbonyl)bicyclo[3.3.1]Jnonan-7-on-2-yl)-3-[(benzyloxy)methyl]thymin (18):

Schmp: 124-126°C (THF/Cyclohexan); ent-13c: 123-125°C.

rac-13c: 125-127°C (THF/Cyclohexan).

DC: AcOEt/n-Heptan 2:1, R0.13.

Spez. Drehung: [a]2, = —10.3° (¢ = 1.37, CH,Cl,); ent-13c: [a]23, = +10.6° (c = 1.20, CH,Cl,).

UV(CH,CN): A, 273.6 (10200).

IR(KBr): 3447w, 2934w, 1744s, 1701m, 1663s, 1448m, 1363m, 1260s, 1153m, 1078m.

'H-NMR (300 MHz, CDCl,): 1.49 (s, 9H, C(CH,),); 1.52-1.63, 1.74-2.13 (2m, 6H, 2H-C(3'), 2H-C(4"), 2H-C(9"));
1.88 (s, CH,;-C(5)); 2.33 (br. s, H-C(5")); 2.38 (d, J(H-C(6"), H'-C(6")) = 18.2, H-C(6")); 2.70 (dd, J(H'-C(6"),
H-C(6")) = 18.2, J(H'-C(6'), H-C(5")) = 6.7, H'-C(6'")); 4.27 (m,, H-C(1")); 4.40 (m,, H-C(2")); 4.65 (s, 2H, PhCH,0);
5.45 (m_, 2H, OCH,N); 7.14-7.32 (m, 6H, H-C(6), Ph).

[0054] Die Zuordnung der Signale erfolgte mit Hilfe eines 'H,"H-COSY-Spektrums.

BC-NMR (50 MHz, CDCl,): 13.39 (CH,-C(5)); 19.63 (C(3"); 24.90 (C(9'); 25.37 (C(5")); 27.39 (C(4")); 27.84
(C(CH,3),); 41.03 (C(6")); 53.36 (C(1"); 57.71 (C(2')); 70.80 (OCH,N); 72.25 (PhCH,0); 89.97 (C(CH,),); 109.73
(C(5)); 127.55, 128.20 (5C, Ph); 137.17 (C(6)); 138.16 (C,,); 151.19, 152.15 (O,CN, C(2)); 163.30 (C(4));
170.45 (C(7")).

[0055] Die Zuordnung der Signale erfolgte mit Hilfe eines 'H, *C-COSY-Spektrums.
MS (ESI*): 501.7 [M+H], 384.5 [M+H-Boc].

Anal.: ber. fur C,gH,;N,0, (483.56): C 64.58, H 6.88, N 8.69;

gef.. C 64.45, H6.91, N 8.59.

Herstellung von 3-[(Benzyloxy)methyl]-1-[(S,S,S)-2-(tert-butoxycarbonyl)amino-4-(carboxymethyl)cyclohe-
xyllthymin (14a)

1. Durchfiihrung
[0056] In einem 500-mI-Rundkolben wurden 7.81 g (16.2 mmol) 13c in 225 ml THF geldst, mit 50 ml Wasser
versetzt und mittels Eisbad auf 0°C abgekuihlt. Es wurden 7.33 g (64.8 mmol) 30%iges Wasserstoffperoxid ge-

folgt von 25 ml einer walrigen Losung von 1.36 g (32.3 mmol) LiOH-Monohydrat zugegeben, woraufhin sich
die Losung trubte. Das Eisbad wurde entfernt und der Reaktionsansatz 45 min geruhrt. Die Reaktionslésung
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wurde mit 25 ml einer 1.5M wéalrigen Na,SO,-Lésung und 75 ml ges. NaHCO,-Lésung versetzt. Im Anschluf
wurde das THF i.V.i.RV weitgehend entfernt. Die Losung wurde auf 350 ml Wasser gegossen und mit wenig
2N Natronlauge auf pH > 12 eingestellt. Die milchige Suspension wurde dreimal mit je 350 ml CH,CI, extrahiert
und die ver. org. Phasen mit MgSO, getrocknet. Nach Entfernen der Lésungsmittel i.V.i.RV erhielt man 2.00 g
verunreinigtes 13b, das aus 30 ml THF und 60 ml Cyclohexan umkristallisiert wurde. Es gelang so 1.55 g (25%)
13b(ent-13b: 27%; rac-13b: 30%) wiederzugewinnen.

[0057] Die basische, walrige Phase wurde vorsichtg mit halbkonzentrierter Salzsaure auf pH 1-2 eingestellt
und dreimal mit je 350 ml AcOEt extrahiert. Nach Trocknen mit Na,SO,, Entfernen der Lésungsmittel i.V.i.RV,
digerieren mit 50 ml Et,O, Filtration und Trocknen im OPV erhielt man 5.09 g (63%) 14a (ent-14a: 60%;
rac-14a: 65%) als feinkristallinen Feststoff vom Schmp. 89-91 °C.

2. Analytische Daten
3-[(Benzyloxy)methyl]-1-[(S,S,S)-2-(tert-butoxycarbonyl)amino-4-(carboxymethyl)cyclohexyllthymin (14a):

Schmp: 89-91 °C (nach Digerieren mit Et,0); ent-14a: 90-92°C.

rac-14a: 168-170°C (THF/Cyclohexan).

DC: CH,CI,/MeOH 15:1, R0.37.

Spez. Drehung: [0]2, = —24.0° (c = 0.99, McOH); ent-14a: [a]2), = +23.9° (¢ = 1.05, MeOH).

UV(CH,CN): A, 273.2 (10890).

IR (KBr): 3373m, 2974m, 2932m, 1706, 1691, 1664, 1647, 1534m, 1469m, 1452m, 1365m, 1290m, 1255m,
1175m.

'H-NMR (300 MHz, d;-DMSO): 0.88-1.30 (m, 2H, H-C(4) H-C(6)); 1.19 (s, 9H, C(CH,),); 1.66-2.00 (m, 5H,
2H-C(3), H'-C(4), H-C(5), H'-C(6)); 1.80 (s, CH,-C(5")); 2.16 (m,, 2H, CH,COOH); 3.79 (m_, H-C(1)); 4.27 (m,,
H-C(2)); 4.58 (s, 2H, PhCH,0); 5.34 (s, 2H, OCH,N); 6.86 (d, J(H-N, H-C(1)) = 9.6, NH); 7.23-7.37 (m, 5H, Ph);
7.68 (br. s, H-C(6"); 12.09 (br. s, CH,COOH).

[0058] Die Zuordnung der Signale erfolgte mit Hilfe eines 'H,"H-COSY-Spektrums.

C-NMR (50 MHz, CDCL,): 13.09 (CH,-C(5")); 28.11 (C(CHS,),); 30.13 (C(3)); 31.07 (C(4); 33.38 (C(5)); 39.23
(C(6)); 40.18 (CH,COOH); 51.38 (C(1)); 58.19 (C(2)); 70.83 (OCH,N); 72.17 (PhCH,O); 80.05 (C(CH),);
110.06 (C(5)); 127.62, 127.69, 128.27 (SC, Ph); 135.46 (C(6)); 138.00 (C,.,,); 152.72, 155.43 (O,CN, C(2));
163.20 (C(4')); 176.30 (CH,COOH).

[0059] Die Zuordnung der Signale erfolgte mit Hilfe eines 'H,"*C-COSY-Spektrums.
MS (ESI¥): 519.7 [M+H+H,O].

Anal.: ber. fur C,¢H,,N,O, (501.58): C 62.26, H 7.03, N 8.38;

gef.: C 62.00, H 6.96, N 8.17.

Herstellung von 1-[(S,S,S)-2-(tert-Butoxycarbonyl)amino-4-(carboxymethyl)cyclohexyl]thymin (14b)
1. Durchfiihrung

[0060] In einem 500-ml-Dreihalskolben wurden 300 mg Pd-C in 60 ml wasserfreiem THF suspendiert und 45
min lang mit Wasserstoff gesattigt. Es wurde im Anschluf? eine Losung von 2.01 g (4.00 mmol) 14ain 30 ml
THF zugegeben und die Reaktionsmischung 90 nun (DC-Kontrolle; CH,CIl,/MeOH 15:1) intensiv unter Was-
serstoffatmosphare geruhrt.

[0061] Der Katalysator wurde tber Celite abfiltriert und die Lé6sungsmittel i.V.i.RV entfernt. Man erhielt 1.96 g
eines farblosen Schaumes, den man in 90 ml wasserfreiem MeOH |6ste und mit 454 mg (8.40 mmol) NaOMe
versetzte. Es wurde tber Nacht unter Wasserausschluf® bei Raumtemp. gerihrt.

[0062] Man versetzte mit 6 ml ges. NH,CI-Lésung und entfernte die Lésungsmittel weitgehend i.V.i.RV. Der
Ruckstand wurde auf 50 ml Wasser gegossen, der pH-Wert der waldrigen Phase mit 2N Salzsaure auf 1-2 ein-
gestellt und die walrige Phase viermal mit je 50 ml AcOEt extrahiert. Nach Trocknen mit Na,SO, und Entfernen
der Lésungsmittel i.V.i.RV digerierte man den erhaltenen Schaum mit 20 ml Et,0. Nach Filtration des Prazipi-
tates und Trocknen im OPV erhalt man 1.43 g (94%) 14b(ent-14b: 90%; rac-14b: 88%) als farblosen Feststoff
vom Schmp. 231-233°C. Eine analytische Probe wurde durch Kristallisation aus MeOH/Wasser erhalten.
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2. Analytische Daten
1-[(S,S,S)-2-(tert-Butozycarbonyl)amino)-4-(carboxymethyl)cyclohexyl]thymin (14b):

Schmp: 235-237°C (MeOH/ H,0); Gasentwicklung; ent-14b: 234-237°C.

rac-14b: 231-233°C (MeOH/ H,0); Gasentwicklung.u. Zersetz..

DC: CH,CI,/MeOH 5:1, R0.38.

Spez. Drehung: [0]2, = -21.9° (c = 0.57, MeOH); ent-14b: [a]2, = +21.2° (c = 0.53, MeOH).

UV(H,0): A, 272.4 (11450).

IR (KBr): 3374s, 3187w, 2978w, 2935w, 1702s, 1648s, 1522s, 1394w, 1366w, 1282s, 1254m, 1170m.
'H-NMR (300 MHz, d;-DMSO): 0.85-1.38 (m, 2H, H-C(4) H-C(6)); 1.27 (s, 9H, C(CH,),); 1.62-2.00 (m, 5H,
2H-C(3), H'-C(4), H-C(5), H'-C(6)); 1.73 (s, CH,;-C(5")); 2.15 (m,, 2H, CH,COOH); 3.75 (m_, H-C(1)); 4.19 (m,,
H-C(2)); 6.77 (d, J(H-N, H-C(1)) = 9.6, NH); 7.56 (s, H-C(6")); 11.09 (s, H-N(3'")); 12.08 (br. s, CH,COOH).

[0063] Im Bereich von 6.00-10.0 ppm sind mehrere kleine Signale zu erkennen, die beim Auf-heizen der
NMR-Probe auf 80°C verschwinden.

[0064] Die Zuordnung der Signale erfolgte mit Hilfe eines 'H,"H-COSY-Spektrums.

BBC-NMR (75.5 MHz, dg-DMSO): 12.03 (CH,-C(5")); 27.90 (C(CH,),); 29.16 (C(3)); 30.72 (C(4); 32.72 (C(5));
38.06 (C(6)); 40.30 (CH,COOH); 49.71 (C(1)); 57.05 (C(2)); 77.51 (C(CH,),); 107.65 (C(5')); 138.32 (C(6"));
151.28, 154.79 (O,CN, C(2"); 163.60 (C(4")); 173.35 (CH,COOH).

[0065] Die Zuordnung der Signale erfolgte mit Hilfe eines 'H,"*C-COSY-Spektrums.
MS (ESI*): 382.3 [M+H].

Anal.: ber. fur C,gH,,N,O,4 (381.43): C 56.68, H 7.13, N 11.02;

gef.: C 56.45, H 7.16, N 10.80.

Beispiel 2
Synthese eines kopplungsfahigen Adeninbausteins
Herstellung von 9-[(S,S,S-8-Azabicyclo[3.3.1]nonan-7-on-2-yl]-6-N-benzoyl-adenin (15a)
1. Durchfiihrung

[0066] Ein 500 ml Zweihalsrundkolben wurde mit 180 ml trockenem DMF und 2.25 g einer Suspension an
NaH (60 mmol) beladen. 7.18 g 6-N-Benzoyladenin (30 mmol) wurden portionsweise hinzugegeben und and
die Mischung solange gefiihrt bis die Gasentwicklung abklang. Nach 15 min wurden 7.95 g lodlactam 9 (30
mmol) hinzugegeben und die L6sung im Dunklen 22 h lang geruhrt. Danach wurde die Losung auf 0°C abge-
kihlt und durch Zugabe von 1 M walriger HCI (24 ml) neutralisiert. Unter reduziertem Druck (0.3 mbar, Badt-
emperatur 60°C) wurde das Lésemittel entfernt. Der resultierende Rest wurde in 100 ml MeOH gel6st und auf
15 g Silicagel vorabsorbiert. Eine Chromatographie tber 7 x 15 cm Silicagel mit CH,Cl,/MeOH (12:1) ergab 17
g eines gelben Ols, welches in 15 ml MeOH umkristallisiert wurde, um 8.2 g 15a (22 mmol; 73%) eines farblo-
sen Feststoffes zu ergeben, der fiir weitere Reaktionen rein genug war. Eine analytische Probe wurde durch
Kristallisation aus MeOH/Et,0O erhalten.

2. Analytische Daten

Schmp.: 269-271 °C (Zersetzung)

TLC: CH,CI,/MeOH 10:1, R0.28

[a],%%: +35.9° (¢ 1.03, MeOH)

UV(MeOH): 1., 280(20329)

IR: 3500-3000s, 2938m, 1685m, 1654s, 1610s, 1542w, 1508m, 1490m, 1458s, 1400m, 1341m, 1286s, 1254s,
1168w, 1098m, 799w, 713m, 643w.

'H-NMR (300 MHz, d,-DMSO): 1.53-1.72 (m, 3H); 2.08-2.32 (m, 5H); 2.48-2.58 (m, 1H); 4.27 (br. m, 1H,
H-C(12)); 4.63 (br. m, 1H, H-C(25)); 7.52-7.58 (m, 2H, Ph); 7.62-7.68 (m, 1H, Ph); 8.04-8.08 (m, 2H, Ph); 8.14
(d, J (H-N(83), H(C(12)) = 4.3 Hz, H-N(82)); 8.70, 8.75 (2 s, 2H, H-C(2); H-C-(8)); 11.18 (s, 1H, H-NC(6)).
BC-NMR (75 MHz, d,-DMSO): 18.89, 24.21, 27.27 (C(33), C(4>), C(92)); 25.15 (C(52)); 36.95 (C(62)); 47.44
(C(12)); 54.21 (C(22)); 125.32 (C(5)); 128.34, 132.28, 133.34 (Ph); 143.05 (C(8)); 150.17 (C(4)); 151.12 (C(2));
152.59 (C(6)); 165.49 (Bz-C=0); 171.39 (Lactam-C=0).
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MS (ESI*): 377 [M+H] (100%)
Mikroanalyse: kalkuliert fir C,,H,,NsO,: C 63.83, H 5.32, N 22.34
gefunden: C 63.90, H 5.45, N 22.1

Herstellung von 9-[(S,S,S)-B-Azabicyclo[3.3.1]nonan-7-on-2-yl]-adenin (15b)
1. Durchfiihrung

[0067] Ein 500 ml Rundhalskolben wurde mit 8.2 g Benzoyl-A-Lactam 15a (22 mmol) und 250 ml trockenem
Methanol beladen. Die Suspension wurde erhitzt bis 15a vollstandig aufgeldst war. Danach wurde eine Lésung
von 1.62 g NaOMe in 5.5 ml MeOH hinzugegeben und die Mischung 19 h lang bei Raumtemperatur gerthrt.
Die resultierende Suspension wurde filtriert und das Prazipitat mit Et,O gewaschen. Das Filtrat wurde durch
Zugabe von lonenaustauscherharz (Amberlite IR-120, H*-Form) neutralisiert. Das Harz wurde abfiltriert und
das Lésemittel unter reduziertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in 4 ml MeOH geldst und durch Zugabe
von 30 ml Et,0 ausgefallt. Das Prazipitat wurde gefiltert und die vereinten Prazipitate unter Vakuum getrocknet,
um 5.8 g 15b (21 mmol, 97%) zu ergeben, das rein genug fur weitere Reaktionen war. Eine analytische Probe
wurde durch Kristallisation aus MeOH/H,O erhalten.

2. Analytische Daten

Schmp.: 300-302°C (Zersetzung)

TLC: MeOH, R,0.35

[a],%°: +42.8° (c 0.40, MeOH)

UV(MeOH): I, 260 (16374)

IR: 3367, 3179, 3101m, 2926m, 2864w, 1651, 1600s, 1563m, 1470m, 1337m, 1296m, 1258m, 1229m, 1166w,
1107w, 1005w, 802w, 724w, 668w.

'H-NMR (300 MHz, d,-DMSO): 1.48-1.67 (m, 3H); 2.04-2.24 (m, 5H); 2.46-2.54 (m, 1H); 4.20 (br. m, 1H,
N-C(12)); 4.46 (br. m, 1H, H-C(22)); 7.26 (s, 2H, NH,); 8.06 (d, J (H-N(82), H(C(12)) = 4.3 Hz, H-N(82)); 8.14,
8.35 (2 s, 2H, H-C(2); H-C-(8)).

BC-NMR (75 MHz, d,-DMSO): 18.94, 24.15, 27.36 (C(32), C(432), C(92)); 25.20 (C(52)); 37.03 (C(62)); 47.47
(C(12)); 53.85 (C(22)); 118.75 (C(5)); 139.18 (C(8)); 149.70 (C(4)); 152.15 (C(2)); 156.03 (C(6)); 178.91 (lac-
tame-C=0).

MS (ESI*): 273 [M+H] (100%)

Mikroanalyse: kalkuliert far Cl,;H,,N;O x H,0: C 53.78, H 6.25, N 28.95

gefunden: C 53.65, H 6.24, N 29.12

Herstellung von 9-[(S,S,S)-8-Azabicyclo[3.3.1]nonan-7-on-2-yl]-6-N-dimethylaminomethylidene-adenin (15c¢)
1. Durchfiihrung

[0068] Ein 500 ml Rundkolben wurde mit 5.58 g A-lactam 15b (20 mmol), 200 ml trockenem DMF und 17.1
ml Dimethylformamiddiethylacetal (100 mmol) beladen. Die Mischung wurde auf 80°C 3h lang erhitzt. Die re-
sultierende klare Lésung wurde unter reduziertem Druck (0.4 mbar, 60°C Badtemperatur) konzentriert, um 6.9
g von rohem 15c¢ zu ergeben, das ohne weitere Reinigung verwendet wurde.

2. Analytische Daten

TLC (AL,O,): CH,CI,/MeOH 20:1, R0.75
'H-NMR (300 MHz, CDCL,): 1.58-1.79 (m, 2H); 1.89-1.93 (m, 1H); 2.16-2.28 (m, 2H); 2.38-2.51 (m, 3H);
2.69-2.78 (m, 1H); 3.23, 3.28 (2's, 6H, CH,); 4.38 (br. m, 1 H, H-C(1>)); 4.68 (br. m, 1H, H-C(25)); 6.62 (d, J
(H-N(85), H(C(15))

= 4.3 Hz, H-N(85)); 8.13, 8.54 (2's, 2H, H-C(2); H-C~(8)); 8.97 (s, 1H, Formamidin-H).

MS (ESI*): 328 [M+H] (100%)

Herstellung von 9-[(S,S,S)-8-N-Tert.-butoxycarbonyl-8-azabicyclo[3.3.1]nonan-7-on-2-yl]-6-N-dimethylami-
nomethylidene-adenin (15d)

1. Durchfiihrung

[0069] Ein 250 ml Rundkolben wurde mit 6.9 g rohem Amidine-A-lactame 15¢ (20 mmol) und 100 ml trocke-
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nem CH,CI, beladen. Unter Riihrem wurden 2.8 ml Triethylamin (20 mmol) hinzugegeben, gefolgt von 8.7 g
Boc,O (40 mmol) und 2.44 g DMAP (20 mmol). Die Lésung wurde 16 h lang bei Raumtemperatur geriihrt bis
das gesamte Ausgangsmaterial verbraucht war. Das Lésemittel wurde unter reduziertem Druck entfernt und
der resultiernde Rickstand wurde mittels Chromatographie (7 x 16 cm Silicagel, Elutionsmittel CH,CI,/MeOH
20:1) gereinigt, um 8.2 g eines gelben Feststoffes zu ergeben, der in einen 100 ml Rundkolben tberfuhrt wur-
de. Danach wurden 50 ml Et,O hinzugegeben und die Mischung wurde 2 h lang unter Riickfluf} beschallt. Nach
dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde die Mischung filtriert und das Prazipitat wurde mit Et,0O behandelt
und noch einmal mit Ultraschall beschallt. Die Filtration ergab 6.66 g 15d (78%) eines leicht gelblichen Fest-
stoffes, der rein genug fir weitere Reaktionen war.

2. Analytische Daten

TLC: CH,CI,/MeOH 10:1, R0.66

'H-NMR 300 MHz, CDCL,): 1.54 (s, 9H, tert.-Bu); 1.84-2.36 (m, 7H); 2.44 (d, 1H, J = 18.5 Hz); 2. 77 (dd, J =
7.0, 18. 5 Hz, 1H); 3.14, 3.20 (2 s, 6H, Formamidin-CHj); 4.80 (br. m, 1H, H-C(13)); 5.23 (br. m, 1H, H-C(2>));
8.04, 8.48 (2 s, 2H, H-C(2); H-C-(8)); 8.87 (s, 1H, Formamidin-H).

MS (ESI): 428 [M+H] (100%)

Herstelllung von 9-[(S,S,S)-8-N-Tert.-butoxycarbonyl-8-azabicyclo[3.3.1]nonan-7-on-2-yl]-adenin (15¢)
1.Durchfiihrung

[0070] Ein 250 ml Rundkolben wurde mit 6.64 g Amidine-A-lactame 15d (15. 5 mmol) und 150 ml trockenem
CH,CI, beladen. Danach wurden 11.55 g of p-Toluolsulfonsdurehydrazid (62.0 mmol) hinzugegeben gefolgt
von 1.47 g TsOH (7.75 mmol). Die Lésung wurde bei Raumtemperature 44 h lang gerthrt. Nach der Zugabe
von 150 ml CH,CI, wurde die Lésung dreimal mit Wasser gewaschen und durch Zugabe von 2 M NaOH auf
einen pH > 12 eingestellt. Die vereinigten Waschlésungen wurden mit 100 ml CH,CI, extrahiert und die verei-
nigten organischen Phasen tber MgSO, getrocknet. Nach der Filtration wurde das Lésemittel unter reduzier-
tem Druck entfernt und der resultierende Ruckstand mittels Chromatographie (5.2 x 20 cm Silicagel, Elutions-
mittel: CHCI,/MeOH 30:1) gereinigt, um 4.96 g 15e (86%) zu ergeben, das fir weitere Reaktionen rein genug
ist. Eine analytische Probe wurde durch Kristallisation aus THF/Cyclohexan erhalten.

2. Analytische Daten

Schmp.: 211°C (gas evol.) 300-302°C (Zersetzung)

TLC: CHCI,/MeOH 30:1, R0.23

[a],%°: +80.6° (¢ 1.32, CH,Cl,)

UV(MeCN/H,O 1:9): 1,.., 260 (14136)

IR: 3406m, 3328m, 3206m, 2941w, 1756s, 1724s, 1701m, 1668s, 1645s, 1597s, 1570m, 1479m, 1414w,
1304m, 1273s, 1251s, 1228m, 1145s, 1034w, 996w, 853w, 760w.

'H-NMR (300 MHz, CDCl,): 1.62 (s, 9H, tert.-Bu); 1.81-1.89 (m, 3H); 2.19-2.37 (m, 4H); 2. 54 (d, J = 18. 5 Hz,
1H); 2. 86 (dd, J = 7. 0, 18. 5 Hz, 1H); 4. 86 (br. m, 1H, H-C(15)); 5.28 (br. m, 1H, H-C(25)); 5.64 (s, 2H, NH,);
8.06, 8.38 (2 s, 2H, H-C(2); H-C-(8)).

BC-NMR (75 MHz, d,-DMSO): 19.93, 25.45, 27.23 (C(332), C(42), C(932)); 25.97 (C(52)); 28.01 (C(CH,),));
40.24 (C(6>)); 52.65 (C(1>)); 53.68 (C(22)); 84.12 (C(CHs,),)); 119.82 (C(5)); 139.20 (C(8)); 150.59 (C(4));
152.58 (C(2)); 155.55 (C(6)); 158.46 (Boc-C=0); 171.14 (lactame-C=0).

MS (ESI*): 373 [M+H] (100%)

Mikroanalyse: kalkuliert far C,4H,,N;O,: C 58.05, H 6.50, N 22.57

gefunden: C 58.13, H 6.51, N 22.85

Herstellung von 9-[(S,S,S)-8-N-Tert.-butoxycarbonyl-8-azabicyclo[3.3.1]nonan-7-on-2-yl]-6-N-p-methoxyben-
zoyl-adenin (15f)

1.Durchfiihrung

[0071] Ein 100 ml Zweihalsrundkolben wurde mit 4.96 g Boc-A-lactame 15e (13.3 mmol) und 60 ml trockenem
CH,CI, beladen. Danach wurden 5.35 ml trockenes Pyridin (66.5 mmol) hinzugegeben, gefolgt von 1.59 g
DMAP (1.3 mmol). Nach dem Abkulihlen auf 0°C wurden 5.4 ml 4-Methoxybenzoylchlorid (39.9 mmol) tropfen-
weise hinzugegeben und die Mischung wurde bei 0°C 15 min lang geruihrt. Das Eisbad wurde entfernt und die
Reaktionsmischung wurde 22 h lang bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wurde die Reaktionsmischung wie-

12/21



DE 197 41 739 B4 2006.04.27

der auf 0°C gekuhlt und 35 ml MeOH wurden tropfenweise hinzugegeben. Nach 30 min bei 0°C wurden 80 ml
einer gesattigten Lésung von NH, in MeOH tropfchenweise hinzugegeben. Es bildete sich ein weiles Prazipi-
tat, das sich nach vollstandiger Zugabe der Losung aufléste. Nach 30 min wurde das Eisbad entfernt und die
Reaktion bei Raumtemperatur fir weitere 2 h gertihrt. AnschlieRend wurde das Losemittel unter reduziertem
Druck entfernt und der resultierende Ruickstand in 200 ml CH,CI, aufgeldst. Die Losung wurde nacheinander
mit 150 ml geséttigter NaHCO,-Lésung und walriger Zitronensdureldsung (20%, 2 x 100 ml) gewaschen, tber
MgSO, gewaschen, filtriert und im Vakuum konzentriert. Der resultierende Ruckstand wurde mittels Chroma-
tographie (5.2 x 18 cm Silicagel; Elutionsmittel: EtOAc/MeOH 40:3) gereinigt, um 5.93 g 15f (88%) zu ergeben.

2. Analytische Daten

Schmp.: 110-112°C (Zersetzung)

TLC: CH,CI,/MeOH 40:1, R0.44

[a],%°: +58.3° (¢ 1.32, CH,Cl,)

UV(MeOH): 1., 288 (30459)

IR: 3600-3050m, 2940m, 1757, 1707m, 1671m, 1604s, 1577m, 1506s, 1458m, 1402m, 1342m, 1251, 1168m,
1145, 1100m, 1024m, 893w, 848m, 794w, 761m, 644w.

'H-NMR (300 MHz, CDCl,): 1.63 (s, 9H, tert.-Bu); 1.84-1.91 (m, 3H); 2.24-2.40 (m, 4H); 2. 55 (d, J = 18. 5 Hz,
1H); 2. 88 (dd, J =7. 0, 18. 5 Hz, 1H); 3.92 (s, 3H, OMe); 4.95 (br. m, 1H, H-C(15)); 5.28 (br. m, 1H, H-C(25));
7.01-

7.04 (m, 2H, PMBz-H); 8.01-8.04 (m, 2H, PMBz-H); 8.26, 8.81 (2 s, 2H, H-C(2); H-C-(8)); 8.91 (s, 1H, H-NC(6)).
BC-NMR (75 MHz, CDCl,): 19.95, 25.55, 27.24 (C(3=), C(432), C(92)); 25.95 (C(52)); 28.06 (C(CH,),)); 40.28
(C(62)); 52.61 (C(12)); 53.99 (C(2>5)); 55.54 (OMe); 84.27 (C(CHy,),)); 114.08 (PMBz); 123.12 (C(5)); 126.24
(PMBz); 130.03 (PMBz); 141.58 (C(8)); 149.87 (C(4)); 152.00 (C(2)); 152.31 (C(6)); 152.54, 163.31, 164.02
(PMBz, PMBz-C=0, Boc-C=0); 171.14 (Lactam-C=0).

MS (ESI*): 507 [M+H] (100%)

Mikroanalyse: kalkuliert fir C,sH,,N;O5: C 61.66, H 5.93, N 16.60

gefunden: C 61.75, H 6.01, N 16.69

Herstellung von 9-[(S,S,S)-2-(Tert.-butoxycarbonyl)amino-4-(carboxymethyl)cyclohexyl]-6-N-p-methoxyben-
zoyl-adenin (16)

1. Durchfiihrung

[0072] Ein 500 ml Zweihalsrundkolben wurde mit 5.25 g PMBzBoc-A-lactam 15f (10.36 mmol) und 200 ml
THF beladen. Nach dem Abkuhlen auf 0°C, wurde eine Lésung von 2.17 g LiOH x H,0 (51.8 mmol) in 50 ml
H,O Uber einen Zeitraum von 20 min. tropfenweise hinzugegeben.

[0073] Danach wurden 30 ml MeOH hinzugegeben, das Eisbad wurde entfernt und die Reaktionsmischung
wurde fiir eine 1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Danach wurde ein lonenaustauscherharz (Amberlite IR-120,
H*-Form) hinzugegeben bis ein pH von 7 erreicht wurde. Das Harz wurde durch Filtration entfernt und die L6-
sung wurde unter reduziertem Druck auf ein Volumen von 100 ml konzentriert. Anschliellend wurden 200 ml
H,O hinzugegeben und ein pH von 2 durch Zugabe von 1 M waRriger HCI eingestellt. Die Lésung wurde mit
EtOAc (3 x 200 ml) extrahiert und die vereinigten organischen Extrakte Uber MgSO, getrocknet, filtriert und im
Vakuum konzentriert. Der resultierende Riickstand wurde in 25 ml von heitem MeOH gelést. Das Produkt wur-
de anschlieRend durch Zugabe von 10 ml H,O ausgefallt. Das Prazipitat wurde filtrier, mit H,O gewachen und
uber P,O,, getrocknet, um 1.95 g 16 zu ergeben. Weitere 0.57 g konnten von der Mutterlésung und den Wasch-
I6sungen erhalten werden, um eine Gesamtausbeute von 46% zu ergeben.

2. Analytische Daten

Schmp.: 238-239°C

TLC: CH,CI,/MeOH 10:1, R0.39

[0],%%: +19.9° (¢ 0.55, MeOH)

UV(MeCN/H,0O): 1, 290 (22722)

IR: 3368m, 2939w, 1710m, 1683s, 1608s, 1577m, 1528m, 1507m, 1458m, 1306m, 1250s, 1175s, 1030w,
842w, 761w.

"H-NMR (300 MHz,d,-DMSO): 1.08 (s, 9H, tert.-Bu); 1.09-1.40 (m, 2H); 1.80-2.35 (m, 7H); 3.86 (s, 3H, OMe);
4.07, 4.36 (2 br. m, 2H, H-C(1>) H-C(2>)); 6.87(br. s, 1H, NHBoc); 7.06-7.09 (m, 2H, PMBz-H); 8.00-8.05 (m,
2H, PMBz-H); 8.42, 8.86 (2 s, 2H, H-C(2); H-C-(8)); 10.88 (s, 1H, H-NC(6)).
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B3C-NMR (75 MHz, CDCl,): 27.73 (C(CH,),)); 30.35, 30.46, 37.95 (C(3>), C(53), C(63)); 32.89 (C(43)); 40.32
(CH,CO,H); 51.30 (C(22)); 55.38 (OMe); 77.45 (C(CH,),)); 113.55 (PMBz); 125.24 (C(5)); 125.63 (PMBz);
131.41 (PMBz); 143.48 (C(8)); 150.03 (C(4)); 150.69 (C(2)); 152.38 (C(6)); 154.53, 162.38, 164.77 (PMBz,
PMBz-C=0, Boc-C=0); 173.36 (CO,H).

MS (ESI*): 525 [M+H] (100%)

Mikroanalyse: kalkuliert fir C,sH,,NsOg: C 59.53, H 6.15, N 16.02

gefunden: C 59.35, H 6.32, N 15.89

Beispiel 3
Synthese eines Oligomers mit der Sequenz ATATA

[0074] Als polymerer Trager wird ein Polyoxyethylen-(POE)-Polystyrol-Copolymer (Tentagel S HMB, 0,23
mmol/g) verwendet, das sowohl in walriger Lésung als auch in organischen Losungsmitteln gute Quelleigen-
schaften besitzt. Die Aminoethylfunktionen des Polymers sind mit einem Hydroxymethyl-benzoyl-(HMB)-Lin-
ker derivatisiert; die Beladung mit dem ersten A-Baustein erfolgt unter Verwendung eines 5-fachen Uberschus-
ses nach der Methode des symmetrischen Anhydrids (Zugabe von 2.5 eq. DIC und 2.5 eq. DMAP) innerhalb
von 20 h in DCM.

[0075] Es erfolgte schrittweise Verlangerung der Oligomerkette durch repetitive Zyklen, die aus Abspaltungen
der temporaren Boc-Schutzgruppen und Kupplungen der Boc-geschiitzten Monomer-Bausteine bestehen. Am
Ende der Synthese wird die N-terminate Boc-Schutzgruppe mit 50% TFA/DCM abgespalten, das Oligomer
wird mit 2 N HCI/MeOH vom HMB-Linker gespalten und mit HPLC fir die weiteren Umwandlungsexperimente
aufgereinigt.

[0076] Der Standard-Kupplungszyklus ist in der Tabelle beschrieben: die Boc-Schutzgruppe der Aminofunk-
tion wird mit 50% TFA/DCM abgespalten (30 min), anschlieRend wird das Harz mit DCM gewaschen und mit
1 M DIEA/DMF neutralisiert und mit DMF aminfrei gewaschen. Die Kupplungen erfolgen jeweils nach Vorakti-
vierung des Monomer-Bausteins (3 eq.) mit HATU (3 eq.) in DMF und unter Zusatz von 1 M DIEA/DMF (6 eq.)
und 2 M Lutidin/DMF (12 eq.). Die Kupplungszeiten betragen 3 h bei Raumtemperatur. Nach Beendigung der
Kupplungszyklen werden nicht-umgesetzte Aminofunktionen mit Essigsdureanhydrid (20 eq.) unter Pyridinzu-
satz (10 eq.) gecappt. Zur Reaktionskontrolle mittels HPLC wurden nach jedem Kupplungsschritt ein paar
Harzkiigelchen entnommen, die zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit 50% TFA/DCM behandelt wurden.
Dann wurde das jeweilige Oligomer mit 2 N NaOH/MeOH (15 min, RT) abgespalten, die Abspaltlésung wurde
mit HCI neutralisier und per RP-HPLC analysiert.

[0077] Nach Beendigung der Synthese erfolgt die Abspaltung der Boc-entschitzten Oligomeren vom
HMB-Harz, wie gewohnt, mit 2 N NaOH/MeOH (15 min, RT). Die Abspaltung der p-Methoxybenzoyl-Schutz-
gruppen bei (APM8?)-haltigen Oligomeren wird dadurch erreicht, daR die Abspaltungslésung 2.5 h bei 55 °C ge-
halten wird. Die Aufreinigung erfolgt nach der Neutralisation der Abspaltungslésung mit HCI durch RP-HPLC.
Die isolierten HPLC-Fraktionen der Syntheseprodukte wurden mit analytischer HPLC auf ihre Reinheit tiber-
pruft, mit Elektrospray(ESI)-Massenspektrometrie eindeutig charakterisiert, und eine reversible UV-Umwand-
lungskurve bei 265 nm (Carara=27,9 pM in 5 mM Tris/HCI; pH 7,0) aufgenommen (Eig. 4.), womit die Eignung
als Paarungssystem bewiesen ist.

ATATA:
Mber= 1361,0 (M+H)gef= 1362,0

tR = 14,1 min (10 bis 40 % Acetonitril in 0,1 %iger TFA in Wasser in 30 min)
Absorptionsmaximum: 263 nm
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Tabellarische Ubersicht zu den Kupplungen:

Operation Reagenz/Lsg. mittel Volumen Zeit
1. Deblockierung 50% TFA/DCM 150 ul 1 X 5 min
1 x 25 min
2. Waschen DCM 150 pl 5 x (im Durchfluf3)
3. Neutralisation 1 M DIEA/DMF 75 ul 1 x (im Durchflu3)
4. Waschen DMF 150 pl 5 x (im Durchfluf3)
5. Kupplung Baustein’/HATU/DMF 80 pul 180 min (Schitteln)
1 M DIEA/DMF 12 pl
2 M Lutidin/DMF 12 pl
6. Waschen DMF 150 pl 3 x (im Durchflu3)
7. Analytik mit HPLC: Probeabspaltung mit 2 N NaOH/MeOH (15 min, RT)
8. Capping Ac,O 10 pl 20 min (Schitteln)
Pyridin 10 pl
DCM 100 ul
9. Waschen DCM 150 pl 5 x (im Durchflu3)
Beispiel 4

Reversible Bildung eines homodimeren Peptids

[0078] Analog Beispiel 3 wird eine Sequenz AATAT an der Festphase aufgebaut, und an diesen Paarungsab-
schnitt ein Boc-Lysin(Fmoc)-Baustein gekuppelt. Mit 40 % Piperidin in DMF wird die Fmoc-Gruppe abgespal-
ten, mit DMF gewaschen und dann mit Jodessigsaure (20 eq.) und DIC (20 eq.) in DMF versetzt. Nach 15 h
bei RT. wird die Lésung abfiltriert, das Harz mit DMF gewaschen und mit dem Peptid CYSKVG (50 eq.) in DMF
versetzt. Man belalt 15 h bei RT.,, filtriert die Lésung ab und wascht das Harz mit DMF und MeOH. Man spaltet
mit 2 M NaOH wafrig mit MeOH (1:1) vom Harz ab und erhitzt die Abspaltiésung 2.5 h auf 55 °C. Nach Ab-
kdhlen neutralisiert man mit 2 M Salzs&ure und isoliert das Produkt mit RP-HPLC (10 bis 40 % Acetonitril in
0,1 %iger TFA in Wasser in 30 min). Die Produktfraktion (V = 3 ml) wird im Vakuum vom Acetonitrilanteil befreit
und auf 500 pl walrige Losung eingeengt. Diese Losung wurde Uber eine SepPak Plus C 18-Cartridge (Wa-
ters) entsalzt, und auf 1 ml walrige Losung eingestellt. Die Konzentration des Oligomers betrug ¢ = 140 pmol/|
(aus E = 1,004 bei 265 nm, gemessen bei 70 °C).

[0079] Die UV-Umwandlungskurve einer 10 pmolaren Losung zeigte, da® unterhalb der Raumtemperatur die
Substanz als einheitliches Homodimer vorliegt, wahrend Uberhalb von 40 °C kein Homodimer nachgewiesen
werden kann. Dieses Gleichgewicht ist reversibel, der Anteil an Homodimer kann durch Wahl der Temperatur
und der Konzentration eingestellt werden.

Patentanspriiche

1. Verbindung der Formel |
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Nucleobase

R1
I
B D

R2

ey

worin R' gleich NR®*R*, OR?® oder SR® ist mit R® und R* unabh&ngig voneinander, gleich oder verschieden, H
oder C H,,.,, wobei n gleich eine ganze Zahl von 1-12 ist;

R? gleich C, H,,,-C(X)-Y mit X gleich =0, =S oder =N ist; Y gleich OR?, NR®R* oder SR® ist, wobei R* und R* die
oben genannte Bedeutung haben, vorzugsweise ist X gleich NR®R* und OR?, insbesondere NR*R*, vor allem
NH,; und m eine ganze Zahl von 1-4, oder

R? gleich C,H,,-Z-Y" ist mit Z gleich eine Sulfonyl-, Phosphonyl-, Ether- oder Amin-Gruppe, wobei, wenn Z
gleich eine Sulfonyl- oder Phosphonyl-Gruppe, Y' gleich H, C H,,,,, OR®, NR®R* oder SR? ist, wobei n, R* und
R* die oben genannte Bedeutung haben, und, wenn Z gleich eine Ether- oder Amin-Gruppe, Y' gleich C H,, .,
ist;

A, B und D unabhangig voneinander, gleich oder verschieden, CR®R®, 0, NR” oder S bedeuten mit R®, R5, R”
unabhangig voneinander H oder C H,,.,, wobei n die oben genannte Bedeutung hat; und

C gleich CR® oder N bedeutet mit R® unabhéngig davon die Bedeutung von R®, wobei jedoch A-B, B-C oder
C-D nicht zwei gleiche Heteroatome bedeuten; und

Nucleobase Thymin, Uracil, Adenin, Cytosin, Guanin, Isocytosin, Isoguanin, Xanthin oder Hypoxanthin bedeu-
tet.

2. Verbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR R' gleich NR®*R* oder OR?® ist und R? gleich
C,,H,-C(X)-Y mit X gleich NR®R* oder OR® und Y gleich OR® oder NR®R* ist.

3. Verbindung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dal R gleich NH, und R? gleich CH,-CO-
OH ist.

4. Verbindung nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet, dal} sie ausgewahlt ist aus einer
[2-Amino-4-(carboxymethyl)cyclohexyl]-Nucleobase.

5. Verbindung nach einem der Anspriche 1-4, dadurch gekennzeichnet, dal} sie ausgewahlt ist aus
1-[2-Amino-4-(carboxymethyl)cyclohexyl]-thymin, 1-[2-Amino-4-(carboxymethyl)cyclo-hexyl]-uracil, 1-[2-Ami-
no-4-(carboxymethyl)cyclohexyl]-cytosin, 9-[2-Amino-4-(carboxy-methyl)cyclohexyl]-adenin oder 9-[2-Ami-
no-4-(carboxymethyl)cyclohexyl]-guanin.

6. Verbindung nach einem der Anspriiche 1-5, dadurch gekennzeichnet, dal} die Verbindung enantiome-
renrein ist.

7. Verbindung nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch gekennzeichnet, daf R' und/oder die Nucleobase
mit Schutzgruppen versehen ist.

8. Verbindung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dal die Schutzgruppen ausgewahlt sind aus
BOC-, BOM-, FMOC-, Ether- oder Acetalschutzgruppen.

9. Verbindung nach einem der Anspriche 1-8, dadurch gekennzeichnet, daR® die Nucleobase aquatorial
angeordnet ist.

10. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemaR einem der Anspriche 1-9, dadurch gekennzeich-
net, dal} ein Jodcycloalkan an eine geschutzte Nucleobase gekoppelt wird.

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dal® das Jodcycloalkan ein Jodlactam ist.

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daf in weiteren Schritten das Lactam aus dem
vorhergehenden Schritt aktiviert wird, und anschlieBend der Lactamring nucleophil gedffnet wird.
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13. Verfahren nach einem der Anspriiche 10-12, dadurch gekennzeichnet, dal® das Jodcycloalkan enanti-
omerenrein vorliegt.

14. Verfahren nach einem der Anspriche 10-13, dadurch gekennzeichnet, daf? das Jodcycloalkan an eine
geschutzte Nucleobase in Anwesenheit eines Hydrids gekoppelt wird.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-14, dadurch gekennzeichnet, dal} das Lactam durch Einfiih-
ren einer Schutzgruppe aktiviert wird.

16. Verfahren nach einem der Anspriche 11-15, dadurch gekennzeichnet, dal der Lactamring geman
Schritt (c) durch ein Hydroperoxid nucleophil gedffnet wird.

17. Oligomer enthaltend eine Verbindung gemafR einem der Anspriiche 1-9.

18. Oligomer nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dald es zusatzlich mindestens einen Linker ent-
halt.

19. Oligomer nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dal® der Linker ein Lysin-Linker ist.

20. Oligomer nach einem der Anspriiche 17-19, dadurch gekennzeichnet, daf} es mit einem aktivierten Lin-
ker derivatisiert ist.

21. Oligomer nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dal® der aktivierte Linker Jodacetylsuccinimid
und/oder Bis(hydroxysuccinimidyl)glutarat ist.

22. Konjugat enthaltend ein Oligomer gemaf einem der Anspriche 17-21 und ein Biomolekauil.

23. Konjugat nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daf} das Biomolekdl ein Peptid, Peptoid, Prote-
in, Zellbestandteil, Filamentbestandteil, oder eine Nucleinsaure, und Derivate davon ist.

24. Trager, dadurch charakterisiert, da® daran mindestens eine Verbindung geman einem der Anspriiche
1-9, mindestens ein Oligomer gemaf einem der Anspriiche 17-21 und/oder mindestens ein Konjugat gemaf
Anspruch 22 oder 23 immobilisiert ist.

25. Verwendung einer Verbindung gemaf einem der Anspriche 1-9, eines Oligomers gemaf einem der
Anspriche 17-21, eines Konjugates gemal Anspruch 22 oder 23 und/oder eines Tragers gemal’ Anspruch 24
in einem Paarungs- und/oder Testsystem.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

bty

. %P9 %88 %6
1 166 < 6)UB8/ 6 =——— GG:GpE=gIUI/g =~— GG GY6 =LJuU8j] <~——
- %66 %E6 %8
GG GPv6=89JUg/Bg «— GP.GGE=QGIE/QG <~——— P 96 =P IFY «— " 2+ |
8N°OS =H q
H=X H=Y e
6 8 L 9

HO O N

2z
7,
&

18/21



DE 197 41 739 B4 2006.04.27

%6 % o .
ablT - ey lmm.w'l €L = 7098 Qel - %G 6
mm, O A
N
O N
In..nm IHnE Hu%“\ IZﬁ\/ﬁOnm
H=H Wog =,y on 4 !
208 =4 :‘apL 008 = H eyl €1
O
SN
_ Z\NI
Z\rO
Wos = .4 wosd =y
0089 = Y :9¢lL H= 4 :qel

19/21



DE 197 41 739 B4 2006.04.27

%9V %88 %98
9l «~——— J5| oGl ~—
%8 %ES %L6 %EL
PSL -—""— 9G| = 5L <~———— BGl -——" ¢
91

N
H = ¢H 'BNO-"H%0-00-HN = .Y 'd0g = Y N Az
A%

N
ﬂ,__g\%o&

Y o)
St
°y
8NO-"H?0-00-HN = ,4 o0g =  { 151
NIZHNI uoomn_m - 961 A\Z _ SN
%(2aWN)-0=N = ,4 ‘908 = Y : PS| N z\_
$(°@NN)-O=N=,H 'H = Y : 951
HN=,4'H= Y qast
Yd-OO-NH=,H'H= Y :eg|
N
/_E

20/21



DE 197 41 739 B4 2006.04.27

] L

v "b1a

08L°0

G8L'0

061°0

G6L°0

00C'0

E

21/21



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

