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Eine 2',4'-verbriickte Nucleinsiure
mit 2-Pyridon als Nucleobase: T

2'-0,4'-C-Methylenribonucleinséure (2',4"-BNA)

effiziente Erkennung einer C- G- 0 o Base
Unterbrechung durch Trip]exbi]dung 4 o « fixierte Konormation vom N-Typ |m Zuckerteil
mit einem Pyrimidinmotiy** T el M i ssDAcer s
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Sekiguchi und Takeshi Tmanishi* M|M DNA durch teilweise mit 2',4'-BNA modifizierte TFOs

Die Triplexbildung zwischen doppelstréngiger wann il ~nan N|W
DNA und einem Triplex-bildenden Oligonucleo- Io Base (|) Base O Base
tid (TFO) ist fiir praktische Anwendungen der W W ‘\?{—\/
Antigenmethode und in der Genomanalyse o \_\o o R o R
von Bedeutung. In einer mit dem Pyrimidinmo- 0='|°‘0 O='|°‘0 o0=P-G

\nwane

tiv gebildeten Triplex-DNA bindet das Homo-
pyrimidin-TFO iiber Hoogsteen-Wasserstoff-
briicken sequenzspezifisch an den Homopurin-
strang der doppelstridngigen Ziel-DNA unter
Bildung von T-A-T- und C*-G-C-Triaden. B)
Eine Unterbrechung der Homopurinsequenz I
der doppelstrangigen Ziel-DNA durch ein Pyri- I
midinnucleotid destabilisiert den Dreifach- |
strang. Durch chemische Modifizierung der
TFOs im Nucleobasenteil gelang es, Pyrimidin - I
Purin-Basenpaare wie C-G oder T- A effizient |
zu erkennen.!? Die Entwicklung brauchbarer I
TFOs zur Erkennung beliebiger Sequenzen in
doppelstrangiger DNA steht allerdings noch aus.

Bei einem von uns hergestellten neuartigen
Nucleosid mit einer fixierten Konformation |
vom N-Typ (C-3"-endo)P! — 2'-0.4'-C-Methylen-
ribonucleinsiure (2',4-BNA; Schema 1 A)i 31 —
stellten wir fest, dass mit diesem Nucleosid

o]
partiell modifizierte Pyrimidin-Oligonucleotide [

. . O=P—0O"
unter neutralen Bedingungen sehr gute Triplex- |

bildende Eigenschaften haben.[*-]

Da zwischen den Pyrimidinbasen T oder C und
einem C-G-Basenpaar in doppelstringiger Ho-
mopurin - Homopyrimidin-DNA (dsDNA) mi-
Big starke Wechselwirkungen bestehen, 12 gin-
gen wir davon aus, dass das Sauerstoffatom der 2-Carbonyl-
gruppe in T und C fiir die Erkennung des C-G-Basenpaars
entscheidend ist. Daher wihlten wir als Nucleobase fiir die
Wechselwirkung mit einem C-G-Basenpaar 2-Pyridon, 314
das nur die 2-Carbonylgruppe hat (das Stickstoffatom in
3-Stellung sowie die 4-Carbonyl- von Thymin bzw. die
4-Aminogruppe von Cytosin fehlen, Schema 1B). Wir be-
richten nun iiber die Synthese des 2',4'-BNA-Monomers 1 mit
2-Pyridoneinheit und seinen Einsatz zur effizienten Erken-

Oligonucleotide.
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Konformation vom N-Typ

5-d(TTTTTMCTXTMCTMCTMCT)-3"

5'-d(GCTAAAAAGAYAGAGAGATCG)-3'
I 3-d(CGATTTTTCTZTCTCTCTAGC)-5'

Schema 1. A) Struktur und Eigenschaften von 2',4-BNA.
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Konformation vom N-Typ  Konformation vom S-Typ

(X: T,™C, P, PB oder HB)

(YoZ: C*G, TeA, GeC oder AeT)

5-d(TTTTTMCX 1 XX, "CTMCT™CT)-3' (X: T oder PB)

5'-d(GCTAAAAAGYYY,GAGAGATCG)-3'
3-d(CGATTTTTCZ41ZZ,CTCTCTAGC)-5'

(YoZ: CoG oder TeA)

(X1‘Y1'Z1, X2‘Y2‘Zz: TeAsT oder mC’G’C)

m— T —
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0=P—0" 0=P—0"
o o
(P®) (H®)

B) In dieser Arbeit verwendete

nung einer C-G-Unterbrechung in einer Homopurin - Ho-
mopyrimidin-dsDNA.

Die Synthese von 1 ist in Schema 2 skizziert. Die aus D-
Glucose leicht erhéltliche Ausgangsverbindung 2! wurde mit
2-Pyridon, N,0-Bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA) und Tii-
methylsilyltrifluormethansulfonat (TMSOTf) in Dichlor-
ethan zu 3 umgesetzt. Dieses wurde durch Reaktion mit
Kaliumcarbonat in Methanol in das bicyclische Nucleosid 4
iiberfiihrt, dessen Hydrogenolyse die gewiinschte Verbindung
1 lieferte. Die Kristallstrukturanalyse von 1 (Abbildung 1)
ergab,l'] dass die Zuckereinheit in der Konformation vom
N-Typ fixiert ist (der Pseudorotationsphasenwinkel P betragt
16.7°), die auch im 2',4'-BNA-Uracil-Monomer vorliegt (P =
17.4°).¥  Einfithrung der Dimethoxytrityl-Schutzgruppe
(1—5) und Phosphitylierung (5 —6) lieferten das Phosphor-
amidit 6 als DNA-Synthesebaustein, das mit einem auto-
matisierten Phosphoramidit-Standardverfahren in die TFOs I
und I' (Schema 1B) eingebaut wurde. Die Reinheit der
modifizierten TFOs wurde durch Umkehrphasen-HPLC ge-
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Schema 2. Synthese des 2',4-BNA-Pyridon-Monomers 1 und des Phos-
phoramiditderivats 6. a) 2-Pyridon, BSA, TMSOTf, Dichlorethan, Riick-
fluss, 74 %; b) K,CO;, MeOH, RT, 100 %; c) 20 % Pd(OH),/C, Cyclohexen,
EtOH, Riickfluss, 95%; d) DMTrCl, Pyridin, RT, 96 %; e) 2-Cyanoethyl-
N,N,N',N'-tetraisopropylphosphordiamidit, ~Diisopropylammoniumtetra-

zolid, MeCN/THF, RT, 98%. Bn=Benzyl, Ac= Acetyl, Ts="Toluol-4-
sulfonyl, DMTr = Dimethoxytrityl.

Abbildung 1. Struktur des 2',4-BNA-Pyridon-Monomers 1 im Kristall.

priift und die Zusammensetzungen durch Matrix-unterstiitzte
Laser-Desorptions/Ionisations-Flugzeit(MALDI-TOF)-Mas-
senspektrometrie bestimmt.['”]

Die Schmelztemperaturen Ty, der Triplexe mit dem TFO I,
das das 2',4-BNA-2-Pyridon-Monomer enthielt (P?), wurden
mit denen von Triplexen verglichen, bei denen TFO I eine
natiirliche Nucleobase (T oder ™C), das DNA-2-Pyridon-
Monomer (P)! oder das nucleobasenfreie 2',4-BNA-Mono-
mer (HB) enthielt (Tabelle 1).[* 81 Dabei stellte sich heraus,
dass der Triplex I-II- III mit der P- C- G-Triade ebenso stabil
war wie die Triplexe mit einer T- C- G- oder ™C- C- G-Triade,
was auf die grofle Bedeutung des 2-Carbonylsauerstoffatom
in T, ™C und P fiir das Erkennen eines C-G-Basenpaars
schlieBen ldsst.'l Zudem zeigte das P-haltige TFO I erwar-
tungsgemdl hohe Sequenzspezifitit, wihrend die TFOs mit T

2150
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Tabelle 1. T,-Werte [°C] fiir den aus TFOI und dem Duplex II-III
gebildeten Triplex.[?)

Y-Z
C-G G-C T-A AT
T 25 20 17 44
nC 25 43 16 18
P 24 16 15 15
P8 33 19 14 23
HE 24 20 20 16

[a] Die UV-Schmelzkurven wurden in 7 mM Natriumphosphat-Puffer
(pH7.0) mit 140 mm KCI und 10 mm MgCl, bei 260 nm und einer
Messgeschwindigkeit von 0.5 Kmin~! aufgenommen. Die Oligonucleotid-
konzentration betrug 1.5 um je Strang.

oder ™C vorzugsweise ein A - T- bzw. G - C-Basenpaar erken-
nen. In Schema 3 ist das angenommene Wasserstoffbriicken-
Bindungsmuster in der P - C- G-Triade wiedergegeben.
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Schema 3. Angenommene Strukturen der P-C-G-, T-C-G- und "C-C-
G-Triaden.

Die Triplexbildung zwischen TFO 1 (X=P8) und dem
Duplex II- III ist ebenfalls sequenzselektiv, wobei der Triplex
mit einer PB- C- G-Triade stabiler ist als die mit den anderen
moglichen PB-X-Y-Triaden (Abbildung2A). AuBerdem ist
die thermische Stabilitit des Triplex mit der P2-C-G-
Triade hoher als die des Triplex mit der T-C-G-Triade
(Abbildung 2B). Die T,-Werte der Dreifachstringe mit der
PB-C-G-(33°C) und der P- C- G-Triade (24°C) belegen, dass
die durch die 2',4-BNA-Modifizierung des 2-Pyridonderivats
zur Erkennung der C- G-Unterbrechung induzierte Triplex-
stabilisierung (AT, =+9 K) dhnlich hoch ist wie diejenige,
die eine 2',4-BNA-Modifizierung von Thymidin oder 5-Me-
thyleytidin in den vollstdndig passenden Dreifachstrdngen
bewirkt.[”)

Um die Allgemeingiiltigkeit unseres Befundes zu belegen,
wurde auch das Erkennungsvermogen von P8 fiir eine C- G-
Storung in anderen dsDNA-Zielmolekiilen untersucht (Ta-
belle 2). Der Austausch eines A -T-Basenpaars gegen ein
G - C-Basenpaar in Nachbarstellung zur C- G-Unterbrechung
fiihrte aufgrund der geringen Stabilitdt der ™C- G- C-Triade
unter neutralen Bedingungen zu niedrigeren 7,-Werten. Die
Fiahigkeit zur Triplexbildung mit dem entsprechenden Duplex
(Y-Z=C-QG) blieb jedoch bei der TFO I' (X = PB) erhalten.
Die Triplexe I'-II'-1II' mit PB-C-G-Triade waren zudem
thermisch wesentlich stabiler als die mit einer PB-T-A-,
T-C-G- oder T-T- A-Triade.

Unseres Wissens ist PE eines der besten Nucleinsidureana-
loga zur Erkennung von C- G-Basenpaaren, da die Bindungs-
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Abbildung 2. T,-Kurven der Triplexe I-II-III mit A) P®-C-G- (—),
PB-T-A- (----), PB-G-C- (s—e-) und PB-A-T-Triade (—) sowie B)
PB-C-G- (—) und T-C- G-Triade (----).

Tabelle 2. T,-Werte [°C] fir den aus TFOI' und dem Duplex II'-III'
gebildeten Triplex.[?!

Y-z Y-z
X,-X-X, C-G TA X,-X-X, C-G T-A
T-T-"C 16 ca. 10 mC.PB.T 21 o]
T-PBmC 27 ca. 10 nC-T-C o] o)
mC-T-T 13 ca. 10 mC-pBmC 16 )

[a] Siehe FuBnote in Tabelle 1. [b] Die tiir die Triplex-Dissoziation typische
Hyperchromie trat nicht auf.

affinitit ohne Selektivitdtsverlust signifikant zunimmt. Be-
riicksichtigt man, dass das TFO I mit dem nucleobasenfreien
2’ 4-BNA-Monomer (H®) nur geringen Einfluss auf die
Triplexstabilitét hat, ldsst sich das auBergewohnliche Erken-
nungsvermogen von PP fiir das C- G-Basenpaar auf die 2'-
0.4'-C-Methylen-verbriickte Ribofuranose-Einheit und eine
zugehorige Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem 2-Car-
bonylsauerstoffatom in P® und der 4-Aminogruppe in C
zuriickfithren.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die 2-Carbo-
nylsauerstoffatome von Pyridon- und Pyrimidinnucleobasen
eine wichtige Rolle bei der Erkennung von C- G-Basenpaa-
ren spielen. Im Unterschied zu T oder ™C hat das 2-Pyridon-
derivat (P) eine recht ordentliche C- G-Selektivitit, weil das
Stickstoffatom in 3-Stellung und die 4-Carbonyl- bzw. 4- Ami-
nogruppe fehlen, die fiir Wasserstoffbriickenbindungen mit
anderen Basenpaaren wesentlich sind. Die Kombination aus
2-Pyridon und der 2'-0O,4'-C-Methylen-verbriickten Zucker-
einheit fiihrt ohne Selektivitdtsverlust zu signifikant hoherer
Bindungsaffinitit gegeniiber dem C-G-Basenpaar. Die An-
wendung dieser Ergebnisse auf die Regulation der Genex-
pression wird zurzeit untersucht.
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