ZUSCHRIFTEN

Peptidnucleinsiuren (PNAs) aus chiralen
Aminosiuren und Thymin-Monomeren:
Hybridisierungs- und Léslichkeitseigenschaften
von D-Lysin-PNA **

Gerald Haaima, Anders Lohse, Ole Buchardt® und
Peter E. Nielsen*

Peptidnucleinsduren (PNAs) sind DNA-Imitatoren mit ei-
nem achiralen, neutralen Pseudopeptid-Riickgrat! =4l Sie ge-
hen sowohl mit Einzelstrang-DNA und -RNA 61 3]s auch mit
doppelstringiger DNAL- 81 feste, sequenzspezifische Bindungen
ein und sind sowoh! chemisch als auch biologisch stabil'!, Diese
Eigenschaften machen PNAs zu attraktiven Ausgangsverbin-
dungen fiir die Entwicklung von Gentherapeutical’®~ %! und
molekularbiologischen Werkzeugen'®, Das urspriingliche
PNA-Rickgrat besteht aus N-(2-Aminoethyl)glycin-Einheiten,
wobei die Nucleobasen iiber Methylencarbonyllinker™® ~* mit
den Glycin-Stickstoffatomen verkniipft sind (Schema 1). Ver-
lingerungen des Riick-
grats durch den Einbau zu-

/
© sitzlicher Methylengrup-
°© B pen haben sich als
) ungiinstig fiir die DNA-
0

N
S= o] Imitation erwiesen!!o},
o] —O—:P:O Methylgruppen an ver-
HN o schiedenen Stellen des

o) Riickgrats und die so er-
zeugte Chiralitdt haben

o) § dagegen keinen negativen

0 oo EinfluB auf die Hybridisie-

HN g rungseigenschaften!7- 181,
\ Bislang ist jedoch nicht be-

kannt, ob auch gréBere

PNA DNA Substituenten unterge-
Schema 1. Vergleich des Riickgrats der bracht werden koénnen

PNA mit dem der DNA; B = Adenin, Cy-
tosin, Guanin oder Thymin.

(obwohl die aus NMR-
Untersuchungen verfiig-
baren Daten zu PNA-
RNA-I! und PNA-DNA-Doppelstringen™®! nicht auf steri-
sche Wechselwirkungen solcher Substituenten hindeuten).

Diese Frage kann nur beantwortet werden, wenn PNA-Mo-
nomere aus anderen a-Aminosduren als Glycin hergestellt wer-
den und so eine Funktionalitit (und Chiralitit) in das PNA-
Rickgrat eingefiihrt wird. Durch die Funktionalitit konnte das
Hybridisierungsverhalten der PNA gesteuert sowie die Loslich-
keit in der Zelle und die Aufnahme in diese begiinstigt werden.
SchlieBlich konnten funktionelle Gruppen im PNA-Riickgrat
Bindungsstellen fiir biologisch aktive Liganden zur Verfiigung
stellen.

Wir berichten nun sowohl iiber die Synthese von PNA-Mo-
nomeren aus D- und L-Lysin, D- und L-Serin, D-Glutaminsiure,
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L-Asparaginsdure und L-Isoleucin mit Thymin als Nucleobase
als auch iiber PNA-Decamere, die drei solche Monomere ent-
halten. Weiterhin zeigen wir, daBB die Anderungen der thermi-
schen Stabilitit von PNA-DNA- oder PNA-RNA-Doppel-
stringen zwischen —3.0 und +1.0K pro -ecingefiihrtem
Monomer betragen, verglichen mit der Stabilitdt des urspriingli-
chen Glycin-Riickgrats; das p-Lysin-Derivat ist das einzige Mo-
nomer, das eine Stabilisierung zur Folge hat. Auflerdem fiithrt
dieses Monomer zu einer erhohten Wasserldslichkeit des PNA-
Oligomers. SchlieBlich konnten falsche Basenpaarungen nach
Einfiithrung dieser Monomere leichter erkannt werden.

In Schema 2 ist die Synthese chiraler PNA-Monomere mit
Thymin als Nucleobase dargestellt. Der Syntheseweg gleicht
dem fiir regulire PNA-Monomere!?!l. Es wurden mehrere
Schutzgruppen fiir die Seitenketten und a-Carboxygruppen ver-
wendet (Tabelle 1); alle wurden so gewihlt, daB} das Stereozen-
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R! H R’
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Schema 2. Synthese der chiralen PNA-Monomere 4a-g. 1) BocNHCH,CHO,
NaCNBHj;; 2) Thymin-1-ylessigsdure, DCC, DhbtOH, DIEA, DMF, 40 °C; 3) fiir
Benzylester: H,, 10% Pd-C, MeOH, 1 h; fiir Allylester: [Pd(PPh;),], Morpholin,
THF, 30 min. Die Abkiirzungen sind in Lit. [20] erkldrt. Siehe auch Tabelle 1.

Tabelle 1. Verwendete Aminosduren und Schutzgruppen in den Synthesen aus Sche-
ma 2 sowie erzielte Ausbeute.

Aminosdure Konfi- R! R? Gesamt-
guration ausbeute [%]
a Isoleucin L see-Bu Benzyl 49
b Serin L CH,0Bn Allyl 44
c Serin D CH,0Bn Allyl 41
d Asparaginsdure L CH,CO,cHex Benzyl 42
e Glutaminsdure D CH,CH,CO,Bn Allyl 46
f Lysin L (CH,),NH-2-CI1Z  Aliyl 45
g Lysin D (CH,),NH-2-CIZ  Allyl 42

trum wihrend der Synthese und der nachfolgenden Oligomeri-
sierung erhalten blieb”?. Die a-Carboxygruppen wurden als
Allylester geschiitzt*3], da diese Schutzgruppenstrategie mit der
fiir die Nucleobasen der PNAs (A, C und G) in Einklang ist[2!],

In einer modifizierten Festphasenpeptidsynthese nach Merri-
field?*! wurden duplexbildende PNA-Oligomere mit der Se-
quenz H-GTyAGAT,CACT,~(Lys)NH, (Ty steht fiir die neu
synthetisierten T-Monomere) an einem MBHA-Trager syntheti-
siert2*). Am Anfang der Sequenz wurde auBer bei Oligomeren,
deren Monomere Carbonsiureseitenketten enthielten, immer
L-Lysin eingefiihrt, um den Vergleich mit friiher synthetisierten
PNAs zu erleichtern. Entschiitzen und Abspalten vom Tri-
ger erfolgte mit wasserfreiem HF oder nach der ,,Low/high*-
TFMSA-Methode!?%). Alle Oligomere wurden iiber HPLC ge-
reinigt und mittels MALDI-TOF- und/oder FAB-Massenspek-
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Tabelle 2. Schmelztemperaturen 7, [ °C] von PNA-DNA- und PNA-RNA-Doppelstringen [a, b].

Riickgrat [c] If] 7., (DNA, antiparallely A7, DNA [¢] T.. (DNA, parallel) T, (RNA) AT, (RNA) [e]
Glycin LysNH, 52 - 38 55 -

Glycin NH, 49 - 38 54 -

L-Lysin LysNH, 49 —-1.0 41 51 —-1.3

p-Lysin LysNH, 55 +1.0 40 55 0

L-Serin LysNH, 49 ~1.0 37 52 ~1.0

D-Serin LysNH, 50 — 0.6 38 52 —-1.0
p-Glutaminsiure NH, 42 —2.3 28 Id} [d]
L-Asparaginsiure NH, 38 —33 33 [d] [d]
L-Isoleucin LysNH, 44 — 26 38 46 -3.0

{a] Wiriger Puffer aus 100 mm NaCl, 10 mum Phosphat, 0.1 mm EDTA, pH 7.0, Aufheizgeschwindigkeit 1 K min ™!, UV-Absorption gemessen bei 254 nm. [b] Die PNA-Se-
quenz lautete H-GTxA GATCAC Tx-R (R = NH, oder L-LysNH,). Die komplementdre DNA-Sequenz lautete 5'-d(AGT GAT CTA C) fiir den antiparalielen Komplex und
S'(CATCTAGTGA,) fiir den parallelen Komplex. [c] Das Rickgrat enthélt an der Tyx-Position das von der angegebenen Ameisensdure abgeleitete Monomer. [d] Nicht
bestimmt. [¢] 7,,-Erh6hung/-Erniedrigung pro eingefithrtem chiralen Monomer (antiparallele Orientierung) in K. [f] C-terminale Aminosiure.

trometrie charakterisiert!2”!, Zudem wurde die thermische Sta-
bilitdt der Komplexe aus PNA-Oligomeren und komplementi-
rer DNA oder RNA gemessen (Tabelle 2).

Die Ergebnisse zeigen deutlich, daB die Glycin-Molekiile ei-
nes PNA-Riickgrats unter nur geringflgigen Stabilititsein-
buflen durch chirale Aminosduren ausgetauscht werden kon-
nen; teilweise wird eine verstirkte Hybridisierung beobachtet.
D-Aminosduren fiigen sich besser in das Riickgrat eines PNA-
DNA-Doppelstranges ein, wie es schon fiir PNAs, die Alanin
enthalten, beobachtet wurde™ ” (vgl. L- mit D-Lysin und 1- mit
D-Serin, Tabelle 2). Negativ geladene Seitenketten im Riickgrat
(z.B. bei Glutamin- oder Asparaginsiure) verschlechtern die
Hybridisierungseigenschaften, wahrend positiv geladene die
Hybridisierung von PNAs mit DNAs begiinstigen: So wurde
eine T -Steigerung von ca. 1 K pro Lysin-Einheit beobachtet.
Eine dhnliche Steigerung wurde bei Oligonucleotiden, die sich
von Aminoalkylphosphaten ableiten, gefunden!(?® 21, Bei der
Hybridisierung von PNAs mit RNAs ergaben sich dhnliche
thermische Stabilititen, doch war hier ein Trend zu einer groBe-
ren relativen Destabilisierung durch die Einfiihrung von Substi-
tuenten in die PNAs zu beobachten. So konnte in diesem Fall
keine T,-Anderung nach Einfithrung des pD-Lysin-Monomers
festgestellt werden.

Ahnlich den Glycin-PNAs!! zeigen die hier getesteten PNAs
deutliche Bindungspréferenzen: Sie binden besser an antiparal-
lele als an parallele DNA.

Wir haben auch den EinfluB einer einzelnen falschen Basen-
paarung (Tpya-Gpyarna) in der Mitte des Doppelstranges unter-
sucht (Tabelle 3). Es zeigte sich, dal PNAs, die eine chirale

Tabelle 3. Schmelltemperaturen T..1°C) von PNA-DNA- und PNA-RNA-Doppel-
stringen mit einer falschen Basenpaarung {a, b].

Riickgrat [¢]  [f] T, (DNA) AT, (DNA)[e] T, (RNA) AT, (RNA)I[e]

Glyein LysNH, 37 —15 46 -9
L-Lysin LysNH, 35 —-14 40 —11
D-Lysin LysNH, 36 —-19 43 —-12
D-Glutamin- NH, 28 -20 [d} [d]
sdure

L-Isoleucin LysNH, 28 —16 36 —10
D-Serin NH, 33 —-17 43 -9

[a] WaBriger Puffer aus 100 mm NaCl, 10 mM Phosphat, 0.1 mm EDTA, pH 7.0,
Aufheizungsgeschwindigkeit 1 Kmin~!, UV-Absorption gemessen bei 254 nm.
[b] Die PNA-Sequenz lautete H-GTxAGAT,CACT-R (R =NH, oder r-
LysNH,). Die komplementire DNA-Sequenz mit einer falschen Basenpaarung lau-
tete 5-d(AGT GGT CTA C) (antiparallele Orientierung). [c] Das Riickgrat enthilt
an der Ty-Position das von der angegebenen Aminosiure abgeleitete Monomer.
[d] Nicht bestimmt. [e] T,-Erh6hung/-Erniedrigung fiir den PNA-DNA-Doppel-
strang (antiparallele Orientierung) in K. A7, fiir den entsprechenden DNA-DNA-
Doppelstrang mit Fehlpaarung: 10 K. {f] C-terminale Aminosdure.
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Aminosdure enthalten, falsche Basenpaarungen besser erken-
nen kdnnen als Glycin-PNAs. Da die Sequenzselektivitit so-
wohl fiir die D- als auch fiir die L-Derivate gréBer zu sein scheint
als fir Glycin, diirfte der Grund fiir die groBere Selektivitit in
den sperrigen Substituenten in der a-Position zu suchen sein, die
es dem Riickgrat erschweren, die notwendige Konformation
einzunehmen, um falsch gepaarte Basen in der Helix unterzu-
bringen. Interessanterweise weist die PNA, die b-Lysin-Mono-
mere enthilt, eine hohe Sequenzspezifitit auf (AT, = —19 K),
die annidhernd mit der der PNA, die p-Glutaminsdure enthilt,
iibereinstimmt (AT, = — 20 K). Die elektrostatische Anzie-
hung zwischen dem anionischen DNA-Strang und der kationi-
schen PNA scheint die Spezifitdt der Basenpaarung somit nicht
zu beeinflussen.

Allgemein wurde beobachtet, daBl purinreiche PNAs eine ge-
ringere Wasserloslichkeit aufweisen als PNAs mit gemischten
Purin-Pyrimidin-Sequenzen. Um zu untersuchen, ob Ladungen
im PNA-Riickgrat eine erhohte Loslichkeit zur Folge haben,
wurde das Dodecamer (H-AGAGTGAGTGAG-NH,)PNA aus
T-Monomeren mit dem urspriinglichen Glycin- oder einem D-
Lysin-Baustein synthetisiert und eine gesittigte Losung der
PNA in 140 mm KCl, 10 mm Natriumphosphat bet pH 7.0 und
37°C hergestellt. Wahrend bei der Glycin-PNA nur eine Kon-
zentration von 40 mM erreicht werden konnte, war es bei der
D-Lysin-PNA eine fiinfmal hohere Konzentration (200 mm). Ei-
ne noch héhere Wirkung auf die Lslichkeit ist somit zu erwar-
ten, wenn das PNA-Riickgrat noch mehr Lysin-Monomere ent-
hilt.

Wir haben gezeigt, dall PNAs mit chiral funktionalisiertem
Riickgrat ihre Hybridisierungseigenschaften bezogen auf DNA
und RNA beibehalten. Dies sollte Moglichkeiten eroffnen,
PNAs mit bestimmten physikalischen und chemischen Eigen-
schaften gezielt herzustellen (was mit Oligonucleotiden noch
nicht erreicht werden konnte), z.B. fiir den pharmakokineti-
schen Bereich und die Synthese von PNA-Konjugaten. Bei-
spielsweise kdnnen sowohl amphiphile als auch amphiphatische
PNAs relativ leicht erhalten werden. PNAs mit funktionalisier-
ten Aminosduren stellen formal Chimire zwischen Proteinen
und Nucleinsduren dar, da sie die Funktionalititen beider auf-
weisen. Die Monomere kénnten aullerdem Anwendung in der
kombinatorischen Chemie auf Amidbasis finden!3°l.

Experimentelles

Das Vorgehen wird anhand der Synthese des von L-Serin abgeleiteten Monomers 4b
beschrieben.

1b: Zu einer Lésung von L-BocSer(OBn)OH (5.00 g, 16.93 mmol) in wasserfreiem
DMF (60 mL} wurde unter Rithren Cs,CO; (5.52 g, 16.94 mmol) gegeben. Nach
15 min wurde Allylbromid (4.10 g, 33.88 mmol) zugefiigt und die Mischung weitere
45 min gerihrt. Die anorganischen Salze wurden abfiltriert, das DMF im Vakuum
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entfernt und der Riickstand zwischen Ethylacetat und gesittigter NaHCO ,-Lésung
verteilt. Die wiifirige Phase wurde mehrmals mit Ethylacetat ausgeschiittelt; die
vereinigten organischen Phasen wurden getrocknet (Na,SO,). Nach Entfernen des
Ldsungsmittels im Vakuum wurd der gelbliche Riickstand in Benzol (50 mL) gelost
und mit pTSA - H,0 (3.33 g, 17.5 mmol) versetzt. Die Losung wurde 1 h unter
RiickfluB gekocht, das Volumen auf 10 mL eingeengt und die Kristallisation durch
langsame Zugabe von Diethylether eingeleitet. Nach Abfiltrieren des Feststoffs und
Umkristallisation aus Methanol/Diethylether wurden 5.68 g (82%) farblose Kri-
stalle erhalten (1b- pTSA). — Schmp.: 81-82"C; [2)2° = — 4.8 (¢ = 5 in MeOH);
'H-NMR ([D,JDMSO. 400 MHz, DMSQ): 6 = 8.59 (br. s. 3H). 7.43 (m. SH),
7.57. 7.26 (ABq. J,y =7.9 Hz, 4H). 597 (i, 1H), 544 (m, 1H), 534 (dm,
Jeis =105, Joem = 1.5 Hz, 1H), 4.78 (m. 2H), 4.66, 4.57 (ABq, J,; =12.3 Hz, 2H).
4.52(t.J = 3.5 Hz. 1 H), 3.96 (dd, J =10.6, 3.9 Hz, 1 H), 2.37 (s, 3H); 3C-NMR
([DgIDMSO): ¢ =167.37, 137.67, 137.27. 131.61, 128.29, 128.05, 127.76, 127.70,
118.48, 72.51, 67.30, 66.10, 52.58, 20.82: C,H,N-Analyse fir C,,H,;NO,S: ber. C
58.95, H 6.18, N 3.36; gef. C 58.70, H 6.17, N 3.44.

2b: Eine Losung von 1b (4.50 g, 11.04 mmol), das durch mehrfache Extraktion
einer 1b-NaHCO;-Losung mit CH,Cl, von pTSA-Salzen befreit worden war, in
Methanol (40 mL, auf 0 °C vorgekiihlt) wurde mit Boc-Aminoacetaldehyd (2.14 g,
13.28 mmol) versetzt. Die Mischung wurde 30 min bei 0°C gerithrt, danach mit
Essigsiure (0.75 mL) und Natriumcyanoborhydrid (0.37 g, 5.89 mmol) versetzt.
Nach 30 min wurde das Methanol im Vakuum entfernt und das erhaltene Ol in
Ethylacetat (200 mL) aufgenommen. Nach Waschen mit gesittigter wiiBriger NaH-
CO;-Losung (100 mL) und NaCl-Losung (100 mL) wurde die organische Phase
getrocknet (Na,SO,) und das Losungsmittel abgezogen. Eine Losung des erhalte-
nen fatblosen Ols in Ether (80 mL) wurde auf —20°C gekihlt und mit einer dquiva-
ienten Menge wasserfreier etherischer HCI (1.5 M) versetzt. Nach Zugabe von 80 mL
wasserfreiem Hexan wurde das Hydrochlorid durch Filtration abgetrennt. Die Kri-
stallisation aus Methanol/Diethylether/Hexan lieferte 3.72 g (91 %) farblose Kri-
stalle (2b- HCY). - Schinp.: 120-121°C; [@)3° = ~11.1 (¢ = 5 in MeOH); 'H-
NMR ([D¢]DMSO): 6 =10.22 (br. 5, 1 H), 9.60 (br. s, 1H), 7.40 (m, 5H), 7.21 (1,
J =5.3Hz 1H),5.96 (m, 1 H), 5.43 (dm, J,,,, =17.2, /.., =1.5 Hz, 1H), 5.32 (dm,
Jos =10.6, J,., =1.5 Hz, 1 H), 4.78 (m. 2H), 4.68, 4.56 (ABq, J,; =12.0 Hz, 2H),
4.59 (m, 1H), 4.20 (dd, J =10.8, 2.8 Hz, 1 H), 4.00 (dd, J =10.8, 3.1 Hz, 1 H), 3.42
(m, 2H), 3.14 (m, 2H), 1.46 (s, 9H); '3C-NMR ([D]DMSO): 6 =166.78, 155.77,
137.26, 131.58, 128.29, 127.76, 127.73, 118.55, 78.30, 72.50, 66.33, 66.20. 58,96,
46.21, 36.38, 28.21 ; Elementaranalyse fir C,,H,,CIN,O;: ber. C 57.89, H 7.53, N
6.75, C1 8.54; gef. C 57.61, H 7.64, N 6.60, C18.7.

3b: Zu einer Lésung von DhbtOH (2.20 g, 13.5 mmol) und Thymin-1-ylessigsiure
(2.48 g, 13.5 mmol) in 40 mL DMF wurde DCC (2.92 g, 14.2 mmol) unter Rithren
gegeben. Nach 1h wurden 2b- HCl (2.50 g, 6.74 mmol) und DIEA (0.88 g,
6.8 mmol) zugefiigt. Die Reaktion wurde bis zum vollstindigen Umsatz bei 40 °C
gehalten (etwa 15 h). Das DMF wurde im Vakuum entfernt, der gelbe Riickstand
in Ethylacetat (120 mL) aufgenommen und der Dicyclohexylharnstoff abfiltriert.
Die organische Phase wurde nacheinander mit gesittigter NaHCO,-Lésung
(100 mL), halbgesattigter KHSO,-Losung (100 mL) und gesittigter NaCl-Lésung
(100 mL) gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des Losungs-
mittels im Vakuum wurde ein gelblicher Schaum erhalten, der an Kieselgel (Ethyl-
acetat/Hexan, 2/1) chromatographiert wurde. Das Produkt wurde zur weiteren
Reinigung in Ethylacetat (5 mL) geldst, mit Diethylether (100 mL versetzt und ca.
12h gerithrt. Es wurden 2.04g (58%) analysenreines Produkt erhalten. —
(23" = — 5.2 (¢ = 3 in MeOH); '"H-NMR ({D,JDMSO) (nur fir das Hauptrota-
mer): ¢ =11.35 (s, 1H), 7.41 (m, 6H), 6.90 (m, 1H), 5.94 (m, 2H), 5.36 (dd,
J=17.3, 1.5Hz, 1H), 5.26 (dd, J =10.5, 1.5 Hz, 1 H), 4.68 (m, 6H), 1.83 (br. s,
3H). 1.47 (s, 9H); '*C-NMR (ID{]DMSO): § =168.27, 167.43, 164.32, 155.69,
150.92, 142.00, 137.96, 132.25, 128.26, 127.50, 117.69, 108.06, 78.06, 72.21, 67.43,
65.03, 59.76, 47.85, 46.79, 28.19, 11.91; Elementaranalyse fiir C,,H;sN,O,: ber. C
59.55. H 6.66, N 10.29; gef. C 59.40, H 6.65, N 10.29.

4b: Eine Losung des Esters 3b (0.50 g. 0.92 mmol) und von Morpholin (0.80 mL,
9.2mmol) in THF (9 mL) wurde mit [Pd(PPh;,),] (10.6 mg, 0.09 mmol) versetzt.
Nach 30 min wurde das Ldsungsmittel im Vakoum entfernt. der resultierende
Schaum in Ethylacetat (30 mL) aufgenommen und mit gesittigter NaCl-Ldsung,
die mit KHSO,-Lasung auf pH 3 eingestellt war, gewaschen. Die wifirige Phase
wurde mit Ethylacetat ausgeschiittelt (6 x 15 mL), und die veteinigten organischen
Phasen wurden mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen iiber
Na,S0, und Entfernen des Losungsmittels wurde der gelbliche Schaum in Ethylace-
tat aufgenommen und das Produkt durch langsame Zugabe von Hexan ausgefillt.
Nach Abfiltrieren und Trocknen im Hochvakuum wurden 0.386g (83 %) weifler
Feststoff erhalten. - [2]3° = — 35.3 (¢ = 3 in MeOH); 'H-NMR ([D,]DMSO): § =
11.28 (s, 1 H), 7.41 (m, 6H), 6.85 (m, 1 H), 4.66-4.49 (m, 4H), 3.85 (m, 2H), 1.75
(br. s, 3H), 1.38 (s. 9H); '*C-NMR ({D,|DMSO): § =167.98, 166.93, 164.39,
155.63, 151.04, 142.09, 138.47, 132.04, 131.54, 128.25, 127.49, 107.94, 77.80, 71.92,
68.14, 61.71, 48.45, 33.19, 28.30, 11.91; hochaufgeldstes FAB-MS: m/z fir
C,,H;3N,Oy: ber. 505.2298; gef. 505.2324.

Eingegangen am 1. September 1995,
erginzte Fassung am 20. Mai 1996 [Z 8359]

Stichworte: DNA-Hybridisierung - Peptidnucleinsiduren
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