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temperatur —90°C; Kristallabmessungen 0.10 x 0.15 x 0.40 mm?, C,,H, NTi;
M =427.53gmol™!; a=10.277(4), b=14.251(3), c=8.514(3) A, a=
90.36(2), B =104.25(3), y = 91.89(3)"; ¥V =1208(1) A3; Raumgruppe triklin,
PT(N1.2), Z =2, pp,. =1.176 gem ™3, g =30.74cm™", F, =464.0; 6099
gemessene Reflexe im Bereich 5 < 6 <70° (w-Scan), davon 4795 mit I > 3 o(I),
3776 unabhingige Reflexe mit /> 2 g({) fiir 270 Parameter, Strukturlésung
und -verfeinerung mit SDP {11 b]; R = 0.052, R, = 0.061, GOF =1.809; Rest-
elektronendichte 0.434 e A 3. 9: Enraf-Nonius-CAD4-Diffraktometer, Moy,-
Strahlung (% = 0.7107 A), MeBtemperatur —15°C; Kristallabmessungen
0.20 % 0.40 x 0.85 mm?, C,,H, PTi; M =444.50gmol™"; a=10.183(4),
b =14.678(4), ¢ = 8.610(4) A, @ = 94.55(3), f =100.87(4), 7 = 88.61(3)"; V' =
1260(2) A*; Raumgruppe triklin, PT (Nr. 2), Z = 2, py., =1.171 gem ™3, p =
4.07 cm™’, F,,, = 480.0; 4650 gemessene Reflexe 3 < 0 < 25° (w-Scan), davon
3047 mit / > 3¢(I), 2855 unabhingige Reflexe mit 1 > 3 o(J) fiir 270 Parame-
ter, Strukturldsung und -verfeinerung mit SDP {11b]; R = 0.068, R, = 0.076,
GOF = 2.570; Restelektronendichte 0.524 e A~?. In beiden Strukturen wur-
den alle Nichtwasserstoffatome anisotrop, die Wasserstoffatome Hia, Hib an
der exocyclischen Methylengruppe isotrop verfeinert. Alle anderen Wasser-
stoffatome wurden bei der Verfeinerung mitgefiihrt. Keine Absorptionskorrek-
tur, keine Extinktionskorrektur. Weitere Einzelheiten zu den Kristallstruktur-
untersuchungen kdnnen beim Fachinformationszentrum Karlsruhe, D-76344
Eggenstein-Leopoldshafen, unter Angabe der Hinterlegungsnummern CSD-
401448 und 401449 angefordert werden. — b) B. A. Frenz, The Enraf-Nonius
CAD4-SDP: A Real-Time System for Concurrent X-ray Data Collection and
Crystal Structure Determination in Computing in Crystallography (Hrsg.: H.
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sity, SDP-Plus Version 1.1 (1984) and VAXSDP, Version 2.2 (1985).

[12] K. P. C. Vollhardt, Organische Chemie, 1. Aufl., VCH, Weinheim, 1990.

[13] X = N:[2b, 13a]; X = P: {7, 104, 13 b]; a) M. Bochmann, A. J. Jaggar, M. B.
Hoursthouse, M. Mazid, Polyhedron 1990, 9, 2097-2100; b) P. Binger, B.
Breitenbach, A. T. Herrmann, F. Langhauser, P. Betz, R. Goddard, C. Kriiger,
Chem. Ber. 1990, 123, 1617-1623.

[14] Ti-N-C-Winkel [°] in Imid-Derivaten 164.3(3) [14a); 173.1(3) [14b]; a) C. H.

Winter, P. H. Sheridan, T. S. Lewkebandara, M. J. Heeg, J. W. Proscia, J. Am.

Chem. Soc. 1992, [14,1095-1097; b) J. E. Hili, R. D. Profilet, P. E. Fanwick,

1. P. Rothwell, Angew. Chem. 1990, 102, 713~714; Angew. Chem. Int. Ed. Engl,

1990, 29, 664—665.

a) J. E. Bercaw, D. L. Davies, P. T. Wolczanski, Organometallics 1986, 5, 443~

450; b) S. A. Cohen, J. E. Bercaw, ibid. 1985, 4, 1006-1014; ¢) J. R. Strickler,

D. E. Wigley, ibid. 1990, 9, 1665-1669; d) B. N. Storhoff, H. C. Lewis Jr.,

Coord. Chem. Rev. 1977, 23, 1-29; ¢) T. Hirabayashi, K. Itoh, S. Sakai, Y. Ishii,

J. Organomet. Chem. 1970, 21, 273-280.

[16] a) A. C. Gaumont, J. M. Denis, Chem. Rev. 1994, 94, 1413-1439; b) P. B.
Hitchcock, M. J. Maah, I F. Nixon, I. A. Zora, I Leigh, M. A. Bakar, Angew.
Chem. 1987, 99, 497-498; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1987, 26, 474-475;
¢) J. F. Nixon, Chem. Rev. 1988, 88, 1327-1362; d) M. Regitz, P. Binger,
Angew. Chem. 1988, 100, 1541-1565; Angew. Chem. Int. Ed. Fngl. 1988, 27,
1484 -1508.

{15

Tripelhelixbildung von Oligonucleotiden mit
[(3'S,5’ R)-2’-Desoxy-3’,5’-ethano--p-ribofura-
nosyljnucleosid(,,Bicyclodesoxynucleosid*)-
Bausteinen **

Martin Bolli und Christian Leumann *
In memoriam Rolf Scheffold

Die effiziente, sequenzspezifische molekulare Erkennung von
RNA und DNA durch Oligonucleotid-Analoga ist im Zusam-
menhang mit der Regulation der Genexpression von bedeuten-
dem medizinchemischem Interesse!?!. Die Bildung von Tripelhe-
lices solcher Analoga mit doppelstringiger DNA und einzel-
strangiger RNA kann dabei zur gezielten Inhibierung der Trans-
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Rilckgrat, 4. Mitteilung. Diese Arbeit wurde vom Schweizerischen National-
fonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung unterstiitzt. —
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kription bzw. Translation herangezogen werden!®. In den na-
tirlichen Nucleinsduren sind bisher zwei Tripelhelix-Muster gut
untersucht. Sie unterscheiden sich in der Zusammensetzung des
Basentripels und in der relativen Polaritdt der Stringe. Im einen
Motiv (Py-Pu:Py) bindet der dritte, ausschlieBlich aus Pyrimi-
dinnucleotiden aufgebaute Strang in paralleler Anordnung an die
Hoogsteen-Seite des Purinstranges unter Bildung von T-A:T-
und C*-G:C-Basentripeln, Im anderen Motiv (Pu-Pu:Py)
komplexiert der dritte, purinreiche Strang in antiparalleler Aus-
richtung an die Hoogsteen-Seite des dem Watson-Crick-Duplex
zugrundeliegenden Purinstranges unter Bildung von G-G:C-,
A-A:T- und T-A: T-Basentripeln'®!. Beide Muster verlangen
eine strangweise Trennung der Purin und Pyrimidinbasen im
Watson-Crick-gepaarten Duplexbereich. Innerhalb des Py-
Pu:Py-Motivs konnte die Effizienz der Tripelhelixbildung durch
Reduktion der Molekularitdt im Komplex erhoht werden, etwa
unter Verwendung zirkuldrer oder Hairpin-bildender natiirli-
cher Oligonucleotide!®). DNA-Analoga mit besseren Triplexbil-
dungseigenschaften umfassen Oligonucleotide mit strukturell
veranderten Zucker- oder Baseneinheiten!”, mit Phosphater-
satz-Einheiten!® oder mit beidem!!. Eine bemerkenswerte
Erhdhung der Triplexstabilitdt wird beispielsweise mit Oligonu-
cleotid-Analoga beobachtet, welche Dinucleosideinheiten ent-
halten, die iiber eine konformativ fixierte Acetalfunktion ver-
kniipft sind1®,

Kiirzlich haben wir Design und Synthese eines neuen
Nucleosid-Analogons (,,Bicyclonucleoside®, Schema 1) vorge-

Q NH, 0
H,C (L
NH N N NH
Base = ' ,g I ,K </ f )\
N S0 N0 N z
| | poN N
bed(T)  bed(C) bed(G)
1 2 3
ziel-Duplex 57-d(GCT
{21-mer) 3'-d (CGA!

4 5'-(TTTTTCTCTCTCTCT)
§ 5'-(tttttCtCtCtCtCt)
6 5'-(TTTTTcTcTcTcTcT)
7 5'-({tttttctetctetet)
8 bcd(Gg)

Schema 1. Oben: Strukturen der Nucleosid-Analoga Bicyclothymidin (bed(T), 1),
Bicyclodesoxycytidin (bed(C), 2) und Bicyclodesoxyguanosin (bed(G), 3). Darun-
ter: Duplex-Zielsequenz fiir 7;,-Analysen. Unten: Sequenzen 47 zur Tripelhelixbil-
dung (t = bed(T) =1, ¢ =bcd(C) = 2, T und C = natiirliche Desoxynucleoside
Thymidin und 2’-Desoxycytidin).

stelltt® 111, Wesentliche Merkmale der Bicyclodesoxynucleosid-
Struktur sind ihre konformativ in den 2'-endo/1’-exo-Bereich
eingeschrénkte Furanoseeinheit sowie die deutlich bevorzugte
dquatoriale Ausrichtung der sekunddren Hydroxygruppe im
carbocyclischen Ring!'®<l. Zu den herausragenden Eigen-
schaften von Decanucleotiden des Bicyclodesoxyadenosins ge-
hort eine vergleichsweise starke Duplexbildung mit dem RNA-
Komplement poly(U) und eine ca. 20fach verstirkte Triplex-
bildung mit dem entsprechenden natiirlichen DNA-Komple-
ment! 11 Hier berichten wir iiber die Triplexbildung der ge-
mischtbasigen Pentadecanucleotidsequenzen 4-7, welche die
Bicyclodesoxynucleoside 1 und 2 enthalten, mit einem 21-mer
DNA-Duplex (Schema 1) sowie iiber die Komplexierung des
Hexamers 8 des Bicyclodesoxyguanosins 3 mit dem RNA-Poly-
mer poly(C).
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Die Herstellung der Bicyclodesoxynucleoside sowie der ent-
sprechenden, in der Oligonucleotidsynthese verwendeten Cyan-
ethylphosphonamidat-Bausteine wurde bereits beschrie-
ben!!- 2l Dije Oligonucleotide 4-8 wurden durch automati-
sierte Festphasensynthese in Anlehnung an bereits bekannte
Methoden zur Bicyclo-DNA-Synthese im 1 pmol-MaBstab her-
gestellt. Die Synthese ist vollstindig vereinbar mit derjenigen
natiirlicher Oligonucleotide und gelingt mit Kupplungsausbeu-
ten von 98 % pro Schritt™'?), Nach Ablésen von der Festphase
und Entfernen von Basen- und Phosphatschutzgruppen wurden
die Rohprodukte durch Ionenaustausch-HPLC gereinigt und in
reprisentativen Fillen massenspektrometrisch analysiert!*®.

Die Bildung von Triplexen der Oligomere 4—7 mit dem 21-
mer-Zielduplex wurde anhand von UV-Schmelzkurven bei
pH 6.0 und 6.5 sowie 200 mm und 1 M NaCl verfolgt. Die ent-
sprechenden T,,- und Hyperchromiedaten enthélt in Tabelle 1.

Tabelle 1. T, -Werte {°C] und Hyperchromie [%] (in Klammern) der Dissoziation der
Stringe 4~7 vom Zielduplex aus UV-Schmelzkurven (260 nm). Triplexkonzentra-
tion = 0.9-1.1 uM in 10 mm NaH,PO,.

Strang pH 6.0 pH6.5

200 mm NaCl 1 M NaCl 200 mm NaC} 1 M NaCl
4 40.8 (8) 42.8 (10) 30.9 (6) 32109
5 47.5 (7) 52.2 (10) 40.8 (3) 40.9 (8)
6 243 (6) 29.2(9) 15.4 (3) 17.9 (8)
7 274 (2) 31.0 (7) 18.0 (2) 203 (5)

Abbildung 1 zeigt die Schmelzkurven der Triplexe von 4—7 mit
dem Zielduplex bei pH 6.0 und 1 M NaCl!!51. In allen Fillen sind
zwei gut getrennte Schmelzprozesse zu beobachten. Derjenige
bei hoherer Temperatur entspricht dem Denaturieren des Ziel-
duplexes wihrend derjenige bei tieferer Temperatur den Uber-
gang der Triplexe zu Duplex und freien Einzelstrangen 4—7 wi-
derspiegelt. In allen Experimenten blieb die Stabilitdt des Du-
plexes erwartungsgemdlB unverdndert (7, ~71°). GrofBere
Differenzen wurden jedoch in der Triplexstabilitit als Folge der
Natur der verwendeten bicyclischen Nucleoside beobachtet.
Der Ersatz simtlicher 2’-Desoxycytidine durch das bicyclische
Analogon 2 im dritten Strang fiihrt zu einer Erniedrigung des
T, -Wertes um 2.7 K/Modifikation (Mod.) relativ zur Kontroll-
sequenz 4. Demgegeniiber wird eine Erh6hung um 1 K/Mod.
beobachtet, wenn Thymidin durch sein bicyclisches Analogon
substituiert wird. Die ausschlieBlich aus bicyclischen Nucleosi-
den aufgebaute Sequenz 7 bindet gleich effizient an den Zieldu-
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Abb. 1. UV-Schmelzkurven (4 = 260 nm) von a) 6, b)7, ¢) 4, und d) 5, mit der
Duplex-Zielsequenz (10 mm NaH,PO,, 1 M NaCl, pH 6.0). Triplexkonzentration:
0.5-1.1 p™. T,, des Duplexes =71 +1°C.
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plex wie diejenige welche nur Bicyclodesoxycytidin enthilt (6).
Im ersten Falle ist die Hyperchromie deutlich geringer als in den
iibrigen. Dies diirfte auf lokal unvollstdndige Basenpaarung zu-
ritckzufiihren sein.

Die Schmelzkurven a) und c) in Abbildung 1 sind mit den
entsprechenden Hybridisierungskurven im angewendeten Tem-
peraturgradienten (0.5 K/min) kongruent und reflektieren da-
her Gleichgewichtsbedingungen. Im Falle von b) und d) sind
jedoch Differenzen zwischen den Schmelz- und Hybridisie-
rungskurven erkennbar, wobei die letzteren jeweils einen breite-
ren Ubergang mit T}, bei tieferen Temperaturen zeigen!'2!. Die-
ses Verhalten weist auf eine Verlangsamung der Tripelhelix-
bildung mit zunehmender Anzahl von Bicyclonucleosiden im
dritten Strang hin. Die Paarungsgeschwindigkeit ist wesentlich
von der Salzkonzentration abhdngigi'™. So fiihrt eine Er-
héhung von NaCl im Puffer von 200 mum auf 1 M bei pH 6.0 zu
einer Verringerung der Hysteresebildung zwischen Schmelz-
und Hybridisierungskurven. In allen Fillen geht dies mit einer
Zunahme der thermodynamischen Triplexstabilitiit einher!!%*,

Da die Differenz zwischen den pK,-Werten der Nucleobase in
2und 2'-Desoxycytidin vernachlissigbar sein diirfte, muf} ange-
nommen werden, daf3 die Ursache fiir den Verlust an Triplexbil-
dungsenergie im Falle von 6 relativ zu 4 mit verschiedenen kon-
formativen Praferenzen der protonierten Cytosinnucleoside im
Zusammenhang steht. NMR-Untersuchungen an tripelhelica-
len DNA-Sequenzen zeigten, dal innerhalb des Py-Pu:Py-Mo-
tivs protonierte Cytidin- und Thymidineinheiten im Hoogsteen-
Strang unterschiedliche Furanosekonformationen aufweisen.
Die ersteren bevorzugten die 3'-endo- und die letzteren die 2'-
endo-Konformation!*8]. Bicyclonucleoside hingegen zeigen eine
einheitliche Priferenz fiir die 1'-exo/2’-endo-Furanose-Konfor-
mation, unabhingig von der Natur der Base!'!1. Die Beobach-
tung, daBl die Triplexstabilitit von Oligonucleotiden mit Bicy-
clodesoxycytidin geringer, mit Bicyclothymidin hingegen hoher
ist, steht in Einklang mit den Ergebnissen dieser NMR-Untersu-
chungen und weist unabhéingig darauf hin, daf} die bevorzugte
Riickgratkonformation im dritten Strang in DNA-Triplexen
des Py-Pu:Py-Motivs heterogen ist.

Um die Eignung von Oligomeren des Bicyclodesoxyguano-
sins zur Duplex- und Triplexbildung abzuklaren haben wir T,-
Daten von Gemischen des Hexamers 8 mit dessen RNA-Kom-
plement poly(C) (Basenverhdltnis C:G = 2:1) bei unterschied-
lichen pH-Werten zwischen 5.5 und 8.3 aufgezeichnet. Im Ge-
gensatz zu den analogen Experimenten in der bed(A)/poly(U)-
Reihe™ ") kann im bed(G)/poly(C)-System damit einfach unter-
schieden werden, ob ein Pyrimidinstrang an die Watson-Crick-
oder an die Hoogsteen-Seite des Purinstranges bindet. Aus der
Auftragung von 7T, gegen den pH-Wert (Abb. 2) geht hervor,
daB in beiden Paarungssystemen d(Gg):poly(C) und 8:poly(C)
die Schmelztemperaturen oberhalb von pH 7.6 konstant blei-
ben. In diesem pH-Bereich wird somit ausschlieBlich Paarung
nach dem (ladungsneutralen) Watson-Crick-Modus beobach-
tet. Die T,,-Werte (30 °C fiir 8: poly(C), 43 °C fiir d(G) : poly(C))
weisen dabei auf einen deutlichen energetischen Vorteil fiir den
Watson-Crick-Duplex d(Gy):poly(C) hin. Unterhalb von pH 6.5
ist in beiden Systemen ein linearer Anstieg von T, mit sinken-
dem pH-Wert zu beobachten. Dies weist eindeutig auf Triplex-
bildung unter Einbeziehung von protonierten Cytosinbasen hin.
Ein Vergleich der T, -Werte von d(Gg):poly(C) und 8:poly(C)
zeigt hier jedoch, dal} die Triplexstabilitdt (bei gegebenem pH-
Wert) im Falle von 8:poly(C) deutlich derjenigen im natiirlichen
Referenzsystem iiberlegen ist (AT, ~12°C). Damit steht fest,
daB das Bicyclooligonucleotid 8 vergleichsweise zu seinem na-
titrlichen Analogon d(Gg) die Hoogsteen-Paarung favorisiert
und Watson-Crick-Paarung diskriminiert. Als Konsequenz er-
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Abb. 2. T, -Werte aus UV-Schmelzkurven (4 =280 nm) von 8 und d(Gy) mit
poly(C) (Basenverhidltnis C:G = 2:1) in 150 mM NaCl/10 mm NaH,PO, als Funk-
tion des pH-Wertes. Basengesamtkonzentration: 33.8~40 pM. Individuelle 7, -Wer-
te (4 =250nm) fir Triplex — Duplex- und Duplex — Einzelstrang-Uberginge
konnten im Falle von d(Gg)/poly(C) bei pH 6.8 erhalten werden.

folgt die Tripelhelixbildung von poly(C) mit 8 bereits bei pH-
Werten, welche um ca. 0.5 Einheiten hdher liegen. Dies fithrt
dazu, daB die Gesamtkomplexstabilitit von 8:poly(C) diejenige
des Referenzsystems bereits bei pH 7.1 fibertrifft.

Die hier beschriebenen Experimente belegen klar, daB Bicy-
clothymidin 1 vorteilhaft zur Herstellung von stabilen, Tripelhe-
lices bildenden Oligonucleotiden herangezogen werden kann. Es
ist vorstellbar, daB die Effizienz weiter verbessert werden kann,
wenn Oligonucleotide, welche 1 in Kombination mit unnatiirli-
chen basenmodifizierten Desoxycytidin-Analoga oder mit 2'-O-
alkylierten Cytidinderivaten enthalten, verwendet werden!!®!.
Die Tatsache, dafl Oligomere des Bicyclodesoxyguanosins (und
vermutlich auch des Bicyclodesoxyadenosins) erhohte Accep-
toreigenschaften an ihren Hoogsteen-Bindungsstellen aufwei-
sen, ist bisher beispiellos fiir zuckermodifizierte DNA-Analoga
und konnte den Weg zu neuen Strukturen ebnen, welche stabile
Hoogsteen-Duplexe oder -Triplexe mit pyrimidinreichen DNA-
oder RNA-Sequenzen bilden.
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Topochemische Reaktionskontrolle in Losung**

Henning Hopf*, Helmut Greiving, Peter G. Jones und
Peter Bubenitschek

Professor Wolfgang Liittke zum 75. Geburtstag gewidmet

Die Photodimerisierung von Zimtsdure im festen Zustand ist
eines der klassischen Beispiele fiir die topochemische Reaktions-
kontrolle, der Korrelation von Produktkonfiguration und der
Packung der Ausgangsverbindungen im Kristallgitter!*: 2l Zur
Produktbildung kann es dabei nur kommen, wenn zwischen den
Reaktanten eine bestimmte Entfernung nicht tiberschritten wird,
die im Falle der Zimtsduren fiir die [2 + 2]-Cycloaddition 360—
410 pm betrdgt («- und f-Zimtsdure). GroBere Grenzabstinde,
wie sie in den sog. y-Strukturen der Zimtsduren vorliegen
(>470 pm), fithren zur Photostabilitit der Verbindungen?.
Will man topochemische Prinzipien in Lésung nutzen — was
beispielsweise fiir die stereokontrollierte Synthese reizvoll ist ~
mubB stellvertretend fiir das Kristallgitter als ordnungstiftendes
Prinzip eine in Losung stabile Struktur gefunden werden. Dafiic
eignen sich [m.n]Cyclophane besonders gut, wie wir jiingst an-

[*] Prof. Dr. H. Hopf, Dipl.-Chem. H. Greiving, Dipl.-Chem. P. Bubenitschek
Institut fiir Organische Chemie der Technischen Universitit
Hagenring 30, D-38106 Braunschweig
Telefax: Int. + 531/391-5388
Prof. Dr. P. G. Jones
Institut fir Anorganische und Analytische Chemie der Technischen Universi-
tat Braunschweig

[**] Topochemische Reaktionskontrolle in Lésung, 2. Mitteilung. Wir danken der

Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Industrie
fiir die Unterstlitzung unserer Arbeiten. - 1. Mitteilung: Lit. [3].
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