ZUSCHRIFTEN

Bicyclo[3.2.1]DNA:: iiber die strukturelle und
energetische Rolle der Furanose-Einheit bei

der Komplementarstrang-Erkennung von
DNA #*

Bernhard M. Keller und Christian J. Leumann*

Professor Richard Neidlein zum 70. Geburtstag gewidmet

Die Nucleinsiduren (DNA, RNA) sind die molekulare
Matrize der gesamten genetischen Information in lebenden
Organismen. In Zellen lduft die Protein-gesteuerte DNA-
Replikation mit hoher Effizienz, hoher Geschwindigkeit und
hoher Kopiertreue ab. Dabei werden nur wenige Mutationen
zugelassen, die jedoch fiir die Evolution der Basenabfolge
und damit fiir die Evolution der Spezies essentiell sind. Die
funktionalen Eigenschaften von DNA und RNA, welche
alternative komplementire Basenpaarungssysteme in der
molekularen Evolution verdringt haben,[!l verlangen deshalb
nach einer vertieften Struktur-Funktions-Korrelation.”! Ex-
perimentelle Untersuchungen ergaben, dass die Entfernung
der zentralen Ringstruktur in den Nucleosideinheiten, z.B. in
den acyclischen DNA-Analoga Glycerin-DNA,B! 1,2-seco-
DNAM (Abbildung 1) und dhnlichen Systemen,?! zu inkom-
petenten Basenpaarungssystemen fiihrt. Sehr wahrscheinlich
ist dies auf die hohen entropischen Kosten der konformativen
Reorganisation der Einzelstrdnge bei der Duplexbildung
zuriickzufiithren. Untersuchungen im Bereiche der Antisen-
se-Forschungl®'? und der pribiotischen Forschung!'*-1¢ wie-
derum fordern immer neue DNA-dhnliche Paarungssysteme
mit charakteristischen strukturellen und funktionalen Eigen-
schaften zutage, welche auf cyclischen Nucleosid-Analoga
beruhen.

Vom Standpunkt der supramolekularen Erkennung ist es
nun eine offene Frage, ob die cyclische Verkniipfung von Base
und Phosphodiester-Riickgrat eine zwingende Voraussetzung
ist, um ein kompetentes, Basenfehlpaarungs-sensibles und
Strangorientierungs-selektives Basenpaarungssystem zu er-
halten. Wir beschlossen, diese Frage mit dem DNA-Analogon
Bicyclo[3.2.1]DNA experimentell zu untersuchen. In diesem
Analogon ist das Phosphodiester-Riickgrat in der B-DNA-
Konformation priaorganisiert, wihrend die Basen tiber einen
acyclischen Abstandshalter an das Riickgrat gekniipft sind.['”]
Wir haben bereits gezeigt, dass Pyrimidin-haltige Bicyclo-
[3.2.1]oligonucleotide Duplexe mit komplementirer DNA
bilden.!"¥] Nun belegen wir, dass Bicyclo[3.2.1]DNA selbst ein
selektives Basenpaarungssystem ist.

Die Synthese von Bicyclo[3.2.1]oligonucleotiden begann
mit den entsprechenden Phosphoramidit-Bausteinen 1-4
gemif einem geringfiigig veranderten Protokoll zur DNA-
Festphasensynthese, welches an anderer Stelle detailliert
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Abbildung 1. Oben: Ausschnitte aus den chemischen Strukturen von
Glycerin-DNA, 1,2-seco-DNA, natiirlicher B-DNA und Bicyclo[3.2.1]-
DNA. Die gemeinsamen Strukturmerkmale im Zuckerphosphat-Riickgrat
der vier Systeme sind rot dargestellt. Die Zucker- und Riickgrat-Torsions-
winkel v,, v4, ¥ und J unterscheiden sich in der jeweiligen konformativen
Einschriankung. Im Wesentlichen nicht eingeschrinkt ist die Rotation um
alle vier Torsionswinkel in Glycerin-DNA und 1,2-seco-DNA. In B-DNA
sind die Torsionswinkel o, v, und v, durch den Furanose-Ring einge-
schrinkt. In Bicyclo[3.2.1]DNA sind die Torsionswinkel y und d in einer
Konformation dhnlich der von B-DNA eingefroren, wihrend die (endo-
cyclischen) Torsionswinkel v,, v, konformativ frei gegeben sind. Unten:
Fiir die Synthese der untersuchten Bicyclo[3.2.1]oligonucleotide verwen-
dete Bausteine. DMTr = 4,4'-Dimethoxytriphenylmethyl, Pixyl= 9'-Phe-
nylxanthenyl, Bz = Benzoyl.

beschrieben werden wird. Um die Basenpaarungseigenschaf-
ten auszuloten, wurde eine Serie von Oligonucleotidsequen-
zen im Lingenbereich von 10-20 Nucleotideinheiten herge-
stellt und deren strukturelle Integritdt mittels ESI*-Massen-
spektrometrie verifiziert (Tabelle 1). Aus synthese6konomi-
schen Griinden enthalten alle Bicyclo[3.2.1]oligonucleotide
eine natiirliche Desoxynucleotideinheit an ihrem 3’-Ende (in
der Tabelle fett gedruckt).

Die relativen Stabilitdtsunterschiede zwischen Duplexen
der Bicyclo[3.2.1]DNA- und der natiirlichen DNA-Reihe
wurde mittels UV-Schmelzkurvenanalytik ermittelt. Mit Aus-

Tabelle 1. Sequenzen und massenspektrometrische Daten der in dieser
Studie verwendeten Bicyclo[3.2.1]oligonucleotide.

Bicyclo[3.2.1]oligonucleotid ESI*-MS
ber. gef.

S-AAAAAAAAAA-Z 3574.5 3574.0
5-AAGAGAGGGAAGA-3 4778.3 4771.8
5-AGAGAGAGAGAAAAA-3 5500.8 5500.1
5S-AAAGAAAAAGAGAGGGAAGA-3' 7379.1 7379.3
S-TTTTTTTTTT-3' 3484.5 348211
5-TCTTCCCTCTCTT-3' 4473.3 4474.6
S-TTCTCTCCCTTCT-3 4473.3 4474.6
5-TCTTCCCCCTCTT-3 4458.8 4459.5
S-TTTTTCTCTCTCTCT-3' 5210.8 5212.61
S-TCTTCCCTCTCTTTTTCTTT-3 6982.1 6980.2
[a] MALDI-TOF-massenspektrometrisch bestimmt.
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nahme der Adenin- und Thymin-haltigen Homodecamere
bildeten alle Bicyclo[3.2.1]oligonucleotide stabile, antiparal-
lele Duplexe (Tabelle 2). Deren Schmelztemperaturen T,
waren generell um 1.5-2.5 K pro Basenpaar niedriger als
bei den natiirlichen Oligonucleotiden. Unter Vernachlissi-
gung des energetischen Beitrags der endstidndigen Basenpaa-
re ergibt sich daraus eine Erhohung der AG°-Werte pro
Basenpaar von 0.7-0.8 kcalmol~! (25°C). Der leichte Riick-
gang der Schmelztemperatur des Bicyclo[3.2.1]-15mer-Du-
plex gegeniiber dem Bicyclo[3.2.1]-13mer-Duplex (18.4 ge-
geniiber 20.8°C, Eintrag 3 bzw. 2 in Tabelle 2) ist vermutlich
auf den hoheren Gehalt an A-T-Basenpaaren im 15mer-
Duplex zuriickzufithren und weist damit auf einen gro3eren
energetischen Beitrag von G-C-Basenpaaren zur Duplexsta-
bilitdt bei Bicyclo[3.2.1]DNA hin.

Die Strangassoziation in Bicyclo[3.2.1]DNA ist orientie-
rungsspezifisch: Nur Duplexe zwischen antiparallelen Oligo-
nucleotidstringen traten auf. Ein Duplex zwischen zwei
parallelen Bicyclo[3.2.1]DNA-13meren konnte nicht nachge-
wiesen werden (Eintrag 5, Tabelle 2). Die Strangorientierung
wird somit durch die Geometrie der Riickgrateinheit fernge-
steuert. Dariiber hinaus wird die Bildung von Basenfehl-
paarungen in Bicyclo[3.2.1]DNA, wie auch in natiirlicher
DNA, stark diskriminiert. Dies kann aus der Beobachtung
abgeleitet werden, dass eine A-C-Fehlpaarung im Zentrum
eines 13mers der Bicyclo[3.2.1]DNA die Duplexbildung
komplett verhindert (Eintrag 6, Tabelle 2; zu vergleichen
mit Eintrag 2, in welchem der korrekt gepaarte Duplex
beschrieben wird).

Mittels CD-Spektroskopie und Computermodellierung
wurden erste Informationen zur Struktur von Bicyclo-
[3.2.1]DNA-Duplexen erhalten. Das CD-Spektrum des anti-
parallel-komplementéiren Bicyclo[3.2.1]DNA-20mer-Duplex
(Eintrag 4, Tabelle 2) gleicht stark dem einer Watson-Crick-
gepaarten Doppelhelix des A-Konformationstyps und unter-
scheidet sich damit von dem des entsprechenden DNA-
Duplex, welcher erwartungsgemif3 den B-Konformationstyp
bevorzugt (Abbildung 2). Dieses Resultat ist insofern uner-
wartet, als in der Bicyclo[3.2.1]DNA der Riickgrat-Torsions-
winkel 6, welcher wesentlich fiir die strukturellen Unter-
schiede der B- und A-Konformationsfamilien verantwortlich
ist, Werte annimmt, die typisch fiir B-DNA sind.
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Abbildung 2. CD-Spektren des DNA- (A) und des Bicyclo[3.2.1]DNA-

Duplex (B) aus Eintrag 4 in Tabelle 2 bei 4 °C. Pufferbedingungen wie in
FuBnote [a] von Tabelle 2 angegeben.

Eine Molekiildynamiksimulation des Bicyclo[3.2.1]DNA-
13mer-Duplex (Eintrag 2, Tabelle 2) auf einer 200-ps-Trajek-
torie mit einer B-DNA-Geometrie als Ausgangsstruktur
fithrte zu einer intakten Doppelhelix, welche im Wesentlichen
die Charakteristika einer B-DNA-Doppelhelix behielt (Ab-
bildung 3). Es treten keine groBeren Abweichungen der

Abbildung 3. Stereobild der gemittelten Struktur der letzten 50 ps der 200-
ps-Molekiildynamiksimulation (Insight II/Discover) des Bicyclo[3.2.1]-
DNA-Duplex aus Eintrag 2 in Tabelle 2. Die Simulation beruht auf dem
AMBER-Kraftfeld. Eine abstandsabhéngige Dielektrizitdtskonstante von
& =4r wurde zur Simulation einer wéssrigen Umgebung verwendet.

Tabelle 2. T,-Daten aus UV-Schmelzkurven (260 nm) fiir eine Serie von DNA- und Bicyclo[3.2.1]DNA-Duplexen mit Lingen von 10-20 Basenpaaren.[?!

Eintrag Duplex T, [°C] AT, [K] AG?* € [kcal mol ]t
1 S-AAAAAAAAAA DNA 33 -73
TTTTTTTTTT-5 [3.2.1]DNA <0 - -
2 5-AAGAGAGGGAAGA DNA 52.6 —-16.0
TTCTCTCCCTTCT-5 [3.2.1]DNA 20.8 —-24 7.7
3 5-AGAGAGAGAGAAAAA DNA 54.9 —-17.1
TCTCTCTCTCTTTTT-5 [3.2.1]DNA 18.4 —24 —6.6
4 5-AGAAGGGAGAGAAAAAGAAA DNA 61.9 —252
TCTTCCCTCTCTTTTTCTTT-S [3.2.1]DNA 30.6 —-1.6 —11.2
5 5-AAGAGAGGGAAGA DNA [d] - -
S-TTCTCTCCCTTCT [3.2.1]DNA <0 -
6 5-AAGAGAGGGAAGA DNA [d] - -
TTCTCCCCCTTCT-5 [3.2.1]DNA <0 -

[a] Experimentelle Bedingungen: ¢(Duplex) =2 pm, in 10 mm Na-cacodylat, 1M NaCl, pH 7.0. [b] T,,-Differenz zwischen DNA- und Bicyclo[3.2.1]DNA-
Duplex pro Basenpaar. [c] Durch Kurvenanpassung an die experimentelle Schmelzkurve entsprechend bekannter Verfahren bestimmt.l'®! [d] Nicht

bestimmt.

2368 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000

0044-8249/00/11213-2368 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 2000, 112, Nr. 13



ZUSCHRIFTEN

Abbildung 4. Blick entlang der
Helixachse auf die zentralen
AGG-CCT-Abschnitte der mo-
dellierten Struktur des Bicyclo-
[3.2.1]DNA-13mer-Duplex (oben),
von kanonischer A-DNA (Mitte)

Riickgrat-Torsionswinkel a—
¢ von denen der B-DNA auf.
Erwartungsgemi3 ergeben
sich jedoch Abweichungen
im Abstandshalter zwischen
Riickgrat und Base. In der
Bicyclo[3.2.1]DNA liegt er
quasi perfekt gestreckt vor
und unterscheidet sich damit
deutlich von der entspre-
chenden DNA-Strukturein-
heit. Dies fithrt zu einem
Basenstapelungsmuster, wel-
ches deutlich demjenigen von
A-DNA  gleicht (Abbil-
dung 4), was in Einklang mit
den CD-Spektren ist.

Aus den experimentellen
Resultaten lassen sich vorerst
die folgenden Schliisse iiber
die strukturelle und energe-
tische Rolle des Furanose-

und von kanonischer B-DNA
(unten). Die Ahnlichkeit des
Basenstapelungsmusters zwischen
A-DNA und Bicyclo[3.2.1]DNA
ist offensichtlich.

Ringsystems der DNA zie-
hen: 1) Die entropischen Ko-
sten der Bildung eines Du-
plex mit einem DNA-Analo-
gon auf Phosphodiesterbasis,
in welchem die Basen flexi-
bel an die Riickgrateinheit gebunden sind, lassen sich iiber-
winden, wenn die Riickgrateinheit selbst konformativ fixiert
ist. 2) Selbst ohne ein Ringsystem, welches die Nucleobase
relativ zur Riickgrateinheit in eine wohldefinierte Lage
bringt, kann die Strangorientierungsselektivitdt in der Du-
plexbildung beibehalten werden. Dies ist sowohl im Hinblick
auf das acyclische, auf Peptidbasis aufgebaute DNA-Analo-
gon PNA von Interesse, welches nur eine bescheidene
Strangorientierungsselektivitit zeigt,'”] als auch im Zusam-
menhang mit gemischten a/f-DNA-Duplexen, welche im
Unterschied zu /f-DNA-Duplexen eine parallele Strang-
orientierung bevorzugen.! 3) Eine Erhohung der translato-
rischen und rotatorischen Freiheitsgrade eines Basenpaares
im Zentrum einer Doppelhelix fiihrt nicht zu einer Vermin-
derung der Basenpaarungsselektivitit.

Was auch immer die chemischen Griinde waren, nach
welchen die Natur RNA und DNA als genetisches Material
auswéhlte — Paarungssysteme auf Phosphodiesterbasis, wel-
che zwischen Base und Riickgrat keinen Ring als Verbin-
dungsstiick aufweisen, lassen sich nicht kollektiv von der Liste
der potentiellen Kandidaten im Selektionsprozess streichen.

Eingegangen am 16. Februar 2000 [Z14713]
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