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Stereochemischer Verlauf einer Benzyl-Kohlenstoff-Substitution
kombiniert mit Ringmodifikation der 2-Nitrobenzylgruppen als
Schl�sselfaktoren f�r schnell spaltende, reversible Terminatoren**
Brian P. Stupi, Hong Li, Jinchun Wang, Weidong Wu, Sidney E. Morris, Vladislav A. Litosh,
Jesse Muniz, Megan N. Hersh und Michael L. Metzker*

Next-Generation-Sequencing(NGS)-Techniken haben be-
reits wichtige biomedizinische Entdeckungen ermçglicht,
aber hohe Fehlerraten und langsame Zyklenzeiten rechtfer-
tigen weitere chemische Verbesserungen.[1a] Techniken, die
die Methode der zyklischen reversiblen Termination (cyclic
reversible termination, CRT) nutzen,[1a,b] setzen typischer-
weise auf 3’-O-blockierte reversible Terminatoren.[2] K�rzlich
beschrieben wir einen neuen 3’-OH-unblockierten reversi-
blen Terminator, der auf einem 2-Nitrobenzyl-modifizierten
5-Hydroxymethyl-2’-desoxyuridin-5’-triphosphat (HOMedU-
5’-triphosphat) basiert.[3] Unsere Studie zeigte, dass die N�he
der 2-Nitrobenzylgruppe zur Nukleobase und die Grçße der
Alkylgruppe am a-Kohlenstoffatom der Doppelbindung
wichtige Strukturmerkmale sind, die diesen 3’-OH-unblo-
ckierten Nukleotiden die einzigartigen Eigenschaften der
Einzelbasentermination, des effizienten Einbaus und der
hohen Nukleotidselektivit�t (d.h. hohen Genauigkeit) ver-
leihen.[3] Diese Eigenschaften haben das Potenzial, die Ge-
nauigkeit und die Lesel�ngen der CRT-Methode zu verbes-
sern. Da HOMedU ein nat�rliches, hypermodifiziertes Nu-
kleosid ist,[4a] suchten wir noch weitere solche Beispiele. 5-
Hydroxymethyl-2’-desoxycytidin (HOMedC) kann in der
Natur in den Genomen von T-�hnlichen Bakteriophagen[4]

und S�ugetieren[5] vorkommen. Pyrrolopyrimidin (7-Des-
azapurin) kann in Nukleosid-Antibiotika[6] und tRNAs[7] ge-

funden werden. Somit wurden verschiedene Analoga von 2-
Nitrobenzyl-modifiziertem 7-Desaza-7-hydroxymethyl-2’-
desoxyadenosin (C7-HOMedA),[8] HOMedC, 7-Desaza-7-
hydroxymethyl-2’-desoxyguanosin (C7-HOMedG)[9] und
HOMedU synthetisiert, mit dem Ziel, einen kompletten Satz
von reversiblen Terminatoren zu entwickeln (Abbildung 1).

Idealerweise sollten diese Terminatoren hohe Einbauge-
schwindigkeiten, Einzelbasentermination, eine hohe Nukle-
otidselektivit�t und eine schnelle Abspaltung der terminalen

Abbildung 1. Strukturen der 2-Nitrobenzyl-modifizierten HOMedNTP-
Analoga, genannt Lightning-Terminatoren (LT); R = H, Isopropyl, tert-
Butyl; R’= H, 4-OMe, 5-OMe, 4,5-(OMe)2 oder 6-NO2, siehe Schl�ssel
f�r ein spezifisches Beispiel. „*“ bezeichnet zwei unterschiedliche Dia-
stereomere (R + S). Rot gezeichnete Strukturen sind terminierende
funktionelle Gruppen, die bei UV-Lichtexposition gespalten werden.
Die Synthese aller Nukleotide wird in den Hintergrundinformationen
beschrieben, mit der Ausnahme von dU.I und dU.V, �ber die bereits
vorher berichtet wurde.[3]
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Gruppe aufweisen. Bei der letzten Eigenschaft h�ngt die
�nderung der Rate der photochemischen Spaltung von
zahlreichen Faktoren ab, wie der Substitution des Benzyl-
Kohlenstoffatoms,[10a–c] der Verkn�pfung funktioneller
Gruppen mit dem Benzylring,[10b–d] der Art der Abgangs-
gruppe,[10a] dem pH-Wert,[10a,d,e] dem Lçsungsmittel[10c,f,g] und
der Lichtintensit�t.[10e,g] Eine Eigenschaft wurde allerdings
bisher noch nicht untersucht: die Stereochemie, wobei die
Substitution des Benzyl- (oder a-)Kohlenstoffatoms des 2-
Nitrobenzylrestes zur Bildung eines Stereozentrums f�hrt. Im
Fall der Nukleotidsynthese f�hrt die Ankn�pfung eines
racemischen a-substituierten 2-Nitrobenzylalkohols zu zwei
Diastereomeren, die sich lediglich durch die absolute Konfi-
guration (R oder S) am Benzyl-Kohlenstoffatom unterschei-
den („*“ in Abbildung 1). Hier beschreiben wir unsere Ver-
suche, die F�higkeit zu photochemischer Spaltung zu ver-
bessern, indem wir verschiedene ringsubstituierte, stereo-
spezifische a-Isopropyl- und a-tert-Butyl-2-nitrobenzyl-mo-
difizierte reversible Terminatoren untersuchten.

Anders als in unserer Arbeit mit a-substituierten
HOMedU-Analoga[3] identifizierten wir chromatographische
Eigenschaften, um C7-HOMedA-Analoga in einzelne dia-
stereomere Nukleotide zu trennen, wobei das erste eluie-
rende Isomer mit ds1 und das zweite mit ds2 bezeichnet wird.
Zur Untersuchung der Spaltungseffekte wurden drei 2-Ni-
trobenzyl-modifizierte C7-HOMedA-Analoga synthetisiert
und in einzelne Diastereomere zerlegt: dA.III.a (a-Isopro-
pyl-), dA.III.b (a-Isopropyl-4-OMe-), dA.III.c (a-Isopropyl-
6-NO2-), gemeinsam mit der Ausgangsverbindung dA.I (siehe
Hintergrundinformationen). Mit diesen C7-HOMedATP-
Analoga wurden Inkorporationsassays sowie anschließende
photochemische UV-Spaltungsexperimente in Natriumazid-
lçsung durchgef�hrt (Tabelle 1). In allen F�llen zeigten die
ds2-Isomere von dA.III.a, dA.III.b und dA.III.c schnellere
photochemische Spaltungen (d.h. niedrigere DT50-Werte) als
ihre ds1-Gegenst�cke (Faktoren um 2.0, 6.4 bzw. 1.2). Dabei
erreichten die ds1-Isomere �hnliche (dA.III.c) oder hçhere
DT50-Werte (dA.III.a and dA.III.b) als die Ausgangsverbin-
dung dA.I. Diese Daten lassen darauf schließen, dass die
Konfiguration der a-Isopropylgruppe eine wichtige Einfluss-
grçße ist. In Kombination mit einer 4-OMe-Substitution lie-
ferte das Analogon dA.III.bds2 den niedrigsten DT50-Wert
f�r den C7-HOMedA-Satz.

Unsere vorangegangene Arbeit hatte demonstriert, dass
das a-tert-Butylanalogon dU.Vexzellente CRT-Eigenschaften
wie Einzelbasentermination und hohe Nukleotidselektivit�t
aufweist.[3] Dies ermçglichte es uns, den stereospezifischen
Effekt unter Verwendung einer anderen a-Substitutions-
gruppe in Kombination mit verschiedenen OMe-Ringsubsti-
tutionen weiter zu untersuchen, indem wir vier a-tert-Butyl-
C7-HOMedG-Analoga (dG.V.a–dG.V.d) gemeinsam mit der
Ausgangsverbindung dG.I synthetisierten (Abbildung 1).
�bereinstimmend mit den a-Isopropyl-C7-HOMedATP-
Analoga zeigten die photochemischen UV-Spaltungsexperi-
mente der ds2-Isomere von dG.V.a–dG.V.d 3.1-, 4.5-, 4.4- und
3.0-mal hçhere Raten als ihre ds1-Pendants (Tabelle 2). Die
beiden 5-OMe-ds1- und 5-OMe-ds2-Isomere erzielten jeweils
eine 1.4-mal schnellere photochemische Spaltung als ihre 4-
OMe-Isomere, was zeigt, dass die Ringposition die Spal-

tungsrate beeinflusst. Das disubstituierte 4,5-(OMe)2-ds1-
Isomer ergab hçhere Raten als die monosubstituierten 4-
OMe- (Faktor 2.0) oder 5-OMe-ds1-Isomere (Faktor 1.5). Im
Gegenzug zeigten beide 5-OMe- und 4,5-(OMe)2-ds2-Iso-
mere identische DT50-Werte von lediglich 0.8 s. Hasan et al.
beobachteten in Abwesenheit eines a-Substituenten eine
Ratenzunahme um lediglich den Faktor 1.2 f�r ein 5-OMe-2-
Nitrobenzylanalogon gegen�ber dem Wert f�r die Aus-
gangsverbindung.[10b] Ein Vergleich der ds1- und ds2-Isomere
von dG.V.c und dG.V.a offenbarte grçßere Ratenzunahmen
um die Faktoren 3.6 bzw. 4.4, was zu Vermutungen f�hrt, dass
die stereospezifische tert-Butylgruppe die Wirkung der 5-
OMe-Gruppe verst�rkt. Bei Vierfarb-CRT-Anwendungen
l�sst sich das Ringsystem dank dieser Kombination flexibler
nutzen, da ein Linker an der 4-Position angebracht werden
kann, um Farbstoff-markierte Analoga herzustellen.[1a]

Um die Konfiguration dieser a-tert-Butyl-C7-HOMedG-
Verbindungen zu ermitteln, wurde aus dem (1S)-Camphanat
von (R/S)-1-(5-Methoxy-2-nitrophenyl)-2,2-dimethyl-1-pro-
panol durch fraktionierende Kristallisation[11] der enantio-
merenreine (S)-Alkohol erhalten (Abbildung S1 der Hinter-
grundinformationen). Dieser (S)-Alkohol und der (S)-a-tert-
Butyl-2-nitrobenzylalkohol[3] wurden jeweils an C7-HOMedG
gekuppelt (Abbildung 1). Die Analyse mit Umkehrphasen-
Hochleistungsfl�ssigkeitschromatographie (RP-HPLC) der
zugehçrigen Triphosphate ergab, dass die beiden ds2-Isomere

Tabelle 1: Raten der photochemischen Spaltung der C7-HOMedA-Ana-
loga.[a]

C7-HOMedA-Analogon DT50 in 1 mm NaN3

kein DTT 50 mm DTT

dA.I 3.6�0.1 3.5�0.1
dA.III.ads1 4.5�0.2 4.4�0.2
dA.III.ads2 2.2�0.1 2.1�0.1
dA.III.bds1 7.0�0.3 6.1�0.4
dA.III.bds2 1.1�0.1 1.0�0.1
dA.III.cds1 3.4�0.2 3.0�0.2
dA.III.cds2 2.8�0.2 2.5�0.1

[a] Der DT50-Wert ist definiert als der Zeitpunkt, an dem 50% der 2-
Nitrobenzylgruppen photochemisch vom erweiterten Primer/Templat-
Komplex abgespalten sind. Niedrigere DT50-Werte entsprechen schnel-
lerer photochemischer Abspaltung. DTT =Dithiothreitol.

Tabelle 2: Raten der photochemischen Spaltung der C7-HOMedG-Ana-
loga.

C7-HOMedG-Analogon DT50 in 1 mm NaN3

kein DTT 50 mm DTT

dG.I 9.2�0.3 8.1�0.2
dG.V.a ds1 11.0�0.4 10.7�0.2
dG.V.a ds2 3.6�0.3 3.5�0.3
dG.V.b ds1 4.9�0.3 4.6�0.3
dG.V.b ds2 1.1�0.1 1.3�0.2
dG.V.cds1 3.5�0.3 3.0�0.1
dG.V.cds2 0.8�0.1 0.8�0.1
dG.V.dds1 2.4�0.1 2.3�0.2
dG.V.dds2 0.8�0.1 0.8�0.1
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von dG.V.a und dG.V.c identische Hauptretentionszeiten wie
diejenigen von dG.V und dG.VI aufweisen, was daf�r spricht,
dass beide ds2-Isomere dieselbe (S)-Konfiguration am a-
Kohlenstoffatom haben. Im R�ckschluss folgt daraus, dass die
entsprechenden ds1-Isomere von dG.V.a und dG.V.c die (R)-
Konfiguration aufweisen.

Diese (S)-Alkohole wurden anschließend an die verblie-
benen Nukleoside gekuppelt, um die Auswirkungen der Nu-
kleotid-Abgangsgruppe auf die Rate der photochemischen
Spaltung zu ermitteln. Zum Beispiel zeigten photochemische
UV-Spaltungsexperimente, dass die DT50-Werte der Aus-
gangsverbindungen zwischen 2.0 s f�r dC.I und 9.2 s f�r dG.I
schwanken, was darauf schließen l�sst, dass die Abgangs-
gruppe die Rate der photochemischen Spaltung beeinflussen
kann (Abbildung 2). Substitution des Benzyl-Kohlenstoff-
atoms mit einer tert-Butylgruppe in der stereospezifischen
(S)-Konfiguration (hier einfach als „(S)-a-tert-Butyl“ be-

zeichnet) resultierte in einer Erhçhung der Spaltungsraten
um Faktoren von 1.5–3.1, und die zus�tzliche Substitution mit
einer 5-OMe-Gruppe erhçhte die Raten weiter – um Fakto-
ren zwischen 3.0 und 11.5 – gegen�ber den Werten f�r die
unmodifizierten Analoga. Die grçßte Ratenverbesserung
wurde beim Vergleich von C7-HOMedG-Analoga beobach-
tet, wo die DT50-Werte von 9.2 auf 0.8 s gesenkt wurden
(Abbildung 2, blaue S�ulen). Der komplette Satz von (S)-a-
tert-Butyl-5-OMe-Terminatoren zeigte einen schmaleren Be-
reich der DT50-Werte zwischen 0.6 und 0.8 s. Diese Daten
sprechen daf�r, dass der kombinierte Effekt der (S)-a-tert-
Butyl- und 5-OMe-Gruppen eine wichtige Rolle bei der
Verringerung von Variationen in den Spaltungsraten spielt,
wie sie bei bestimmten Nukleotid-Abgangsgruppen beob-
achtet wurden. Dies bringt die praktische Anwendung mit

sich, dass auf diese Weise normierte und effizientere Spal-
tungsbedingungen f�r den CRT-Zyklus zur Verf�gung gestellt
werden.

Nach kurzer UV-Exposition wurden kurzlebige Produkte
bei Inkorporationsassays f�r (S)-a-tert-Butyl-5-OMe-C7-
HOMedA, -HOMedC und -HOMedU, aber nicht f�r -C7-
HOMedG beobachtet (Abbildung 3 A). Da der einzige Un-
terschied im zuletzt eingebauten Nukleotid besteht, nehmen
wir an, dass die schneller spaltende (S)-a-tert-Butyl-5-OMe-2-
nitrobenzylgruppe ein reaktiveres 2-Nitrosoketon-Neben-

produkt produziert, welches das Nukleotid am 3’-Ende des
wachsenden Primer-Strangs angreift. Um die Bedingungen
f�r das Abfangen des Nitroso-Zwischenprodukts zu unter-
suchen, wurde eine Vielzahl an Amino- und Sulfanylverbin-
dungen getestet (Abbildung S2 der Hintergrundinformatio-
nen). Von diesen eliminierte lediglich DTT[12] das Zwischen-
produkt (Abbildung 3b). Um die Rateneffekte zu testen,
wurden die photochemischen Spaltungsexperimente f�r alle
Gemische in Gegenwart von DTT wiederholt. Hier wurden
bei einigen Ausgangsverbindungen und ds1-Isomeren die
DT50-Werte verringert (Tabellen 1, 2 und S3, Hintergrundin-
formationen). Corrie et al. schlugen vor, dass DTT die Ni-
trosogruppe durch nukleophile Addition angreift,[13] wobei es
in unserem Fall sch�tzend vor solchen ungew�nschten Re-
aktionen wirkt.

Wir haben hier gezeigt, dass die stereospezifische (S)-
Konfiguration einer a-tert-Butylgruppe und die Ringmodifi-
kation durch eine 5-OMe-Gruppe die Hauptfaktoren f�r die
Herstellung eines vollst�ndigen Satzes von schnell spaltenden
reversiblen Terminatoren mit normierten Raten sind. Wir
glauben jedoch, dass dieser stereospezifische Effekt nicht nur
auf eine a-tert-Butylgruppe beschr�nkt ist. Wir haben ver-
schiedene Beispiele von a-Isopropyl-ds2-Isomeren mit an-
genommener (S)-Konfiguration vorgestellt, die auch schnel-
lere photochemische Spaltungen als ihre ds1-Isomere erge-
ben. In der Gegenwart von DTT kann das reaktive Nitroso-
keton-Nebenprodukt effektiv w�hrend der photochemischen

Abbildung 2. Raten der photochemischen Spaltung der unmodifizier-
ten 2-Nitrobenzylgruppe sowie der (S)-a-tert-Butyl- und (S)-a-tert-Butyl-
5-OMe-modifizierten 2-Nitrobenzylgruppen an C7-HOMedA-,
HOMedC-, C7-HOMedG- und HOMedU-Nukleosiden. Nuc =Nukle-
otid.

Abbildung 3. Eliminierung kurzlebiger Produkte (TPs) mit DTT. Fluo-
reszenzgelaufnahmen der photochemischen Spaltung von dU.VI, ein-
gebaut durch Therminator-Polymerase bei a) 1 mm NaN3 und b) 1 mm

NaN3, 50 mm DTT, zu verschiedenen Zeitpunkten. Bahnen: „P“
(Primer) enth�lt Therminator, gebunden an oligoTemplat-4, hybridisiert
mit Bodipy-FL-markiertem Primer-1 in 1x-ThermoPol-Puffer;[3] „I“ (In-
korporation) enth�lt die Komponenten von Bahn „P“ plus 100 nm

dU.VI; die Bahnen zu bestimmten Zeitpunkten enthalten die Kompo-
nenten aus „I“ zusammen mit den Produkten nach Bestrahlung mit
0.70 Wcm�2 bei 365 nm; „IP“ bezeichnet das eingebaute Produkt und
„CP“ das gespaltene Produkt.
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Spaltung eliminiert werden, was angemessene Bedingungen
schafft, um die biologische Integrit�t der CRT-Reaktion
aufrechtzuerhalten. Wir merken an, dass diese 3’-OH-unblo-
ckierten (S)-a-tert-Butyl-5-OMe-2-nitrobenzyl-modifizierten
Nukleotide sowohl Einzelbasentermination, schnellen
Einbau als auch hohe Nukleotidselektivit�t (unverçffent-
lichte Ergebnisse) aufweisen. Dementsprechend erweitert
diese Arbeit das Repertoire an 2-Nitrobenzyl-Modifikatio-
nen, die nicht nur zu schneller abspaltenden Schutzgruppen
f�hren, sondern auch (sofern an reversible Terminatoren ge-
kuppelt) zu k�rzeren Zyklenzeiten f�r NGS-Systeme.
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