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Synthese und Paarungseigenschaften von
Decanucleotiden aus (3'S,5 R)-2’-Desoxy-3',5"-
ethano-g-p-ribofuranosyladenin und -thymin **

Von Markus Tarkdy und Christian Leumann*

Die sequenzspezifische Komplexierung von RNA-Einzel-
stringen und DNA-Duplexen durch Oligonucleotide bietet
sich als Methode zur selektiven Inhibierung der Proteinbio-
synthese an!!l. Die Spezifitit im Erkennungsprozef3 ist dabei
mit den Basenpaarungsregeln von Watson und Crick®! und
den entsprechenden Regeln zur Triplexbildung®! erklirbar
und durch die Basensequenz und die Linge des Oligonucleo-

[*] Dr. C. Leunann!'*}, M. Tarkdy
Laboratorium fiir Organische Chemie der ETH
Universititstrasse 16, CH-8092 Ziirich (Schweiz)

[*] Neue Adresse: Institut fiir Organische Chemie der Universitit
Freiestrasse 3, CH-3012 Bern {Schweiz)

[**] Nucleinsiure-Analoga mit konformativ cingeschrinktem Zuckerphos-
phatriickgrat {,,Bicyclo-DNA*), 2. Mittcilung. Diese Arbeit wurde von
der ETH Ziirich sowie vom Stipendicnfonds der Basler Chemischen Indu-
strie gefrdert. — 1. Mitteilung: [S].
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tids gegeben. Vor dem Hintergrund einer therapeutischen
Anwendung sind in neuerer Zeit eine ganze Anzahl von Oli-
gonucleotid-Analoga hergestellt worden mit dem Ziel, die
Stabilitit von Komplexen mit komplementirer DNA und
RNA, die Resistenz gegeniiber Nucleasen und die Durch-
dringungseigenschaften beziiglich biologischer Membranen
zu verbessern®l,

Kiirzlich haben wir einen neuen Nucleosidtyp vorgestellt
(..Bicyclodesoxynucleoside*), der sich von den natiirlichen
Desoxyribonucleosiden durch eine zusiitzliche C,-Briicke
zwischen den Zentren C3' und C5' unterscheidet (Sche-
ma 1)1, Diese Bicyclonucleoside sind im Furanosegeriist

3 B=Thymin(T) N
4 B = Adenin (&) (|)
5 B = N6-Benzoyladenin (ABZ)

3 B=T 1 R2 = 9
5 B-AB: RI,RZ2=H o)
a
6 B=T 1= 9_ .
7 B = ABz Rl =DMTr, R2=H O, B

c, d

+
d\ OCH,CH,CN O
I;’/ PARE) NH
NiPr, 0
8 B=T 16 B=T
9 B=ABz 11 B=ABz

Schema 1. Synthese der Deca({3'5 5’ R)-2'-desoxy-3",5 -ethano-f-p-ribonucleo-
tide) 1 und 2 der Nucleobasen Thymin bzw. Adenin. a) DMTr*CF,;SOQ7, Pyri-
din, 3h, Raumtemperatur (RT), 88% 6 (85% 7); b)(NCCH,CH,0)-
(iPr,N)PCI, iPr,EtN, THF, RT, 1 h, 63% 8 (76% 9); c) Bernsteinséurean-
hydrid, Pyridin, 4-(Dimethylamino)pyridin {DMAP), RT, 70 h, dann p-Nitro-
phenol, THF, ¥,N"-Dicyclohexylcarbodiimid, RT, 2h, 73%, B =T, (63%,
B = AP%);d) LCAA-CPG (Sigma), Dioxan, Dimethylformamid (DMF), Et,N,
RT, 2d, dann Ac,O, Pyridin, DMAP, RT, 30 min; e) siche [9].

konformativ weniger flexibel als natiirliche Nucleoside. Von
aus ihnen aufgebauten Oligonucleotiden ist daher ein héhe-
rer Grad an Priorganisation eines Einzelstrangs fir die Du-
plexierung zu erwarten, was zu cinem entropischen Vorteil
fiir den Paarungsprozef3 und zu thermodynamisch stabileren
Komplexen fithren kann. AuBerdem ist von Oligo(bicyclo-
nucleotiden) mit sekundiren und tertidren Phosphodiester-
funktionen eine hohere Resistenz gegeniiber Phosphodieste-
rasen zu erwarten. Wir berichten nun iiber die Synthese der
beiden Bicyclo-DNA-Decamere 1 und 2 sowie deren Paa-
rungsverhalten mit komplementirer DNA und RNA.

Fiir die automatisierte Oligonucleotidsynthese nach der
Phosphoramiditmethode!®! wurden die bicyclischen Nucleo-
sidderivate 3 und 5 zuerst mit 4,4-Dimethoxytriphenylme-
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thyl(DMTr)-trifluormethansulfonat!”™ zu den entsprechenden
Tritylderivaten 6 bzw. 7 umgesetzt und diese mit Chlor(f-
cyanethoxy)(diisopropylamino)phosphan in die Phosphor-
amidit-Bausteine 8 bzw. 9 iiberfithrt. Die mit Nucleosid be-
ladenen Trigermaterialien (long chain alkylamine controlled
pore glass, LCAA-CPG), 10 und 11, wurden in Analogie zu
bekannten Verfahren in der Nucleinsdurechemie!® iiber die
Bernsteinsdurenitrophenylester von 6 bzw. 7 hergestellt, wo-
bei Beladungsdichten von 2239 pmol g ™! (Trityl-Assay) er-
zielt wurden. Die Synthese der Deca(bicyclonucleotide) 1 und
2 erfolgte an einem DNA-Synthesegerdt unter Verwendung
eines modifizierten Syntheseprotokolls!®! in Ausbeuten von
>98% pro Kupplungsschritt (Trityl-Assay). Nach Entfer-
nen der Schutzgruppen und Ablésen vom Trigermaterial ge-
méf Standardverfahren (konz. NH,, 55 °C, 10-16 h) wurden
die Rohprodukte hochdruckfliissigkeitschromatographisch
getrennt und die reinen Oligonucleotide massenspektromet-
risch*? sowie durch enzymatische Spaltung (Phosphodi-
esterase aus Schlangengift/alkalische Phosphatase) und Iden-
tifizierung der Nucleoside 3 bzw. 4 durch HPLC (Coinjektion
mit authentischem Material) charakterisiert.

T,-Werte aus UV-Schmelzkurven von Komplexen von 1
und 2 mit natiirlichen DNA- und RNA-Komplementen so-
wic mit sich selbst bei dhnlichen Oligonucleotidkonzentra-
tionen sind in Tabelle 1 angegeben. Bei neutralem pH-Wert

Tabelle 1. T,,-Werte [ °C] (Hyperchromic [ %]) von Schmelzkurven (260 nm) in
10 mm Tris - HC] (Tris = 2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol), pH 7.0,
(.15 M NaCl (Basenpaarkonzentration 44 umM +10%).

2 d(A ) poly(dA) poly(A)
1 33 (49) [a] 10 (20) 7(30) 20 37)
d(T),, 25 (35) 23 27) 27 (43) 24 (40)
poly(U) 45 (50) [a] 32 (42) [a] 45 [b] 57 [b]

[a] Basenpaarkonzentration 26 pm. [b] Entnommen aus der Arbeit von M.
Riley et al. [11].

ist der Duplex 2 - poly(U) deutlich stabiler als das natiirliche
Hybrid d(A,,) - poly(U) (AT, =13 K, Abb. D)I'!), wiihrend
zwischen 1-poly(A) und seinem natiirtichen Aquivalent
d(T,,) - poly(A) der Unterschied geringer ist (AT, = — 4 K).
Mit DNA als Paarungspartner verringern sich die Duplex-
stabilititen in der Reihenfolge 2-d(T )= d(Ay)"
d(T,y) >1 - d(A,)- Unter allen mdglichen Paarungen in der
Reihe der Decamere steht der vollstindig aus Bicyclo-DNA
bestehende Duplex 1 - 2 in punkto Stabilitit an erster Stelle.
Das Thymidylat 1 bindet poly(A) stirker als poly(dA)
(AT, =13 K), was im Gegensatz zu den Bindungseigen-
schaften von d(T,,) steht, welches nahezu keine Priferenz

60 2
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1
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104 A .
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Abb. 1. UV-Schmelzkurven (260 nm) von a)2-poly(U) und b)d(A,;)-
poly(U) in 10 mm Tris - HCl pH 7.0, 0.15 M NaCl (Basenpaarkonzentration
26 um). I = % Hyperchromie bei 260 nm.
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fiir poly(A) oder poly(dA) als Komplement zeigt
(AT, = — 3 K). Die Paarungsstochiometrie in den Hybrid-
systemen 2/d(T,,) und 1/2 haben wir UV-spektroskopisch
mit der Methode der Konzentrationsvariation nach Job be-
stimmt{'?]. Dabei ist in beiden Systemen bei den entspre-
chenden stochiometrischen Verhiltnissen Triplexbildung des
(T-A-T)-Typs, nicht aber des (A-A-T)-Typs beobachtbar —
dies unter Bedingungen (0.15M Na(l), bei welchen im natiir-
lichen System d(A,)/d(T,,) nur Duplexbildung erkennbar
istI31(Abb. 2, Mischkurve von 1/2 nicht abgebildet). Oligo-
(-bicyclonucleotide) der Basen Adenin und Thymin zeigen
somit eine hohere Bereitschaft zur Triplexbildung.

0.9

0.8 1

0.7 1

0.6 y T T v
0 20 40 60 80 100

x —>

Abb. 2. UV-Mischkurve (260 nm, 8°C) von a) d(A,,)/d(T,,) {Gesamistrang-
konzentration ¢ = 8.4 pm) und b) 2/d(T\,) {c; = 8.3 pum) in 10 mm Tris - HCI,
pH 7.0, 0.15 M NaCl. 4 = Absorption bei 260 nm, x = Konzentration von T in
Mol- %.

Um die Frage nach der Beeinflussung der Paarungsentro-
pie durch die strukturellen Modifikationen im Zuckergeriist
der Oligo(bicyclonucleotide) zu beantworten, haben wir die
thermodynamischen Daten (AH, AS) der Duplexierung in
der Reihe der hier betrachteten Decamere aus den UV-
Schmelzkurven (Abb. 3) nach einem Kurvenanpassungsver-
fahren sowie aus einer Auftragung von 7,7 ! gegen den Loga-
rithmus der Oligonucleotidkonzentration nach Marky und
Breslauer!'*! (Tabelle 2) bestimmt. Aus den Daten ist zu ent-

507 c)

0 1'0 20 30 40 50 60 70 B8O 90
T Cl —
Abb. 3. UV-Schmelzkurven der Duplexe a)1l-d(A,,) (¢r =12.8 um),
b) 2 d(T,p) (119 um), ¢y 1-2 (11.9 uM) und d)d(A,,) - d(Tyo) (12.2 uM) in
10 mm NaH,PO,, 1 M NaC}, pH 7.0.

nehmen, daB fiir beide Hybridduplexe, 2-d(T,,) und
1-d(A,,), sowie fiir den nur aus Bicyclo-DNA bestehende
Duplex 1 - 2 ein gegeniiber natiirlichem d(A,,) - d(T,,) be-
tragsméBig reduzierter Paarungsentropieterm (AS) resul-
tiert!*%), Der verringerte Paarungsenthalpieterm (AH) trigt
dabei zu einer Destabilisiecrung der Duplexe in den betrach-
teten Fillen bei. Die Abweichung der Daten aus den beiden
MefBmethoden fir den Fall 2 - d(T,,,) (Tabelle 2) konnte ein
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Tabelle 2. Thermodynamischg Daten der Duplexierung aus UV-Schmelzkur-
ven (aus Kurvenanpassung und Auftragung von 7, ' gegen In ¢[14]) in 10 mm
NaH,PO,, pH 7.0, 1 M NaCl; geschiitzte Fehler < +5%.

Kurvenanpassung [a} T, ' gegenlnc
AH AS AH AS
[kcalmol '] [calK ™! mol™!] [kealmo!™!] fcalK ~'mol~!]

1-d(A,g) —55.7 —160 —56.1 —161
2 d(T,e) —64.9 177 533 —141
1-2 —63.2 —169 -61.1 —164
d(A,g) - d(T,;) —66.3 ~191 —61.8 ~176

[2] Mittel aus sechs Messungen bei sechs verschiedenen Konzentrationen im
Bereich von ¢ =1-30 umM.

Hinweis darauf sein, daB das ,.Alles-oder-Nichts“-Paa-
rungsmodeli, auf welchem die Ermittlung der thermodyna-
mischen Daten beruht, in diesem Fall nicht zutrifft. Die Ver-
ringerung des Enthalpieterms in den Hybridduplexen kann
durch teilweise nicht komplementire Paarungsgeometrie oder
durch Spannung innerhalb des Bicyclo-DNA-Stranges erklirt
werden. Die Reduktion des Entropieterms diirfte dem weni-
ger flexiblen Zuckerphosphatriickgrat des DNA-Analogons
zuzuschreiben sein, wobei jedoch Beitrdge anderer Art, ins-
besondere Unterschiede in Duplex- oder Einzelstrangsolva-
tation, ebenfalls eine wichtige Rolle spielen konnen.

Zur Uberpriifung des Resistenzverhaltens von Oligo(bicy-
clonucleotiden) gegeniiber Phosphodiesterasen wurde das
Decamer 1 mit Phosphodiesterase aus Schlangengift (SVP),
Nuclease S1 und Phosphodiesterase ans Kalbsmilz (CSP)
behandelt und seine Stabilitdt im Vergleich zu derjenigen von
natiirlichem d(T, ;) bestimmt[%], Wihrend 1 gegeniiber SVP
(3'-Exonuclease) eine dreifach hohere Stabilitit aufweist,
wurde gegeniiber CSP (5'-Exonuclease) ein Stabilitdtsfaktor
von 1.4 x 10? und gegeniiber Nuclease S1 (Endo- und Exo-
nuclease) einer von 100 ermittelt.

Das Konzept der Verringerung der Paarungsentropie in
bimolekularen Duplexierungen durch Reduktion der kon-
formativen Flexibilitit des Zuckerphosphatriickgrats, wel-
ches sich aus den Beobachtungen von Eschenmoser et al.[!"]
iiber die Paarungseigenschaften von Oligo-2'-3'-didesoxy-f-
D-glucopyranonucleotiden (Homo-DNA) ableiten 1dBt,
kann auch auf Oligonucleotidstrukturen iibertragen werden,
die gezielt auf die Komplexierung komplementirer natiirli-
cher DNA ausgerichtet sind und somit neue Wege in der
Antisense“-Forschung ertffnen.

Eingegangen am 12. Mirz,
crgdnzte Fassung am 1. Juli 1993 [Z 5915]
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Kohirenzselektion durch Gradienten ohne
Empfindlichkeitsverlust; Anwendung auf
3D-HNCO-Experimente **

Von Jiirgen Schleucher, Michael Sattler
und Christian Griesinger*

Gepulste Feldgradienten, d.h. definierte, kurzzeitige In-
homogenititen des statischen Magnetfeldes B,, werden seit
einiger Zeit in der hochaufldosenden WMR-Spektroskopie
eingesetzt!. In mehrdimensionalen NMR-Experimenten
fithren sie im allgemeinen zu einer Reduktion von Artefak-
ten und konnen Phasencyclen ersetzen. Somit kdnnen Spek-
tren immer dann schneller aufgenommen werden, wenn
nicht das Signal/Rausch-Verhiltnis, sondern die Auflosung
und/oder die Unterdriickung unerwiinschter Kohérenz-
transferwege die Dauer des Experiments bestimmen. In he-
teronuclearen Experimenten kann man durch Anwendung
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