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MODELE DE JONCTION B-Z DANS UN OLIGONUCLEOTIDE SYNTHETIQUE COMPORTANT UN SITE APURINIQUE

S.Pochetl, T. Huynh-Dinhl, J.-M. Neumann2, S. Tran-Dinh2,
J.A. Taboury3, E. Taillandier3 et J. Igolenl

tadaZ 4

e & a Cledoad a N $ A £~AMDC  AD Dacdnina 20 [oe
unive dae Hmie vryganiyute, UA=ULNRO 40 r

, Institut Pasteur, 28,
Paris Cedex 15, France.

25ervice de Biophysique, Centre d'Etudes Nucléaires de Saclay, 91191 Gif-sur-Yvette Cedex,
France

3Laboratoire de Spectroscopie Biomoléculaire, UER Médecine-Biologie, 74 rue Marcel Cachin,
93012 Bobigny Cedex, France.

Abstract: The synthesis of the tridecadeoxynucleotide d(C-G-m5C—G-C-G-X-A—C-A-T—G-T),
where X is a no-base residue, is described. The NMR, IR and CD studies at various salt
concentrations and temperatures of the modified oligomer, show that the B and Z conformations
are simultaneously present in the same duplex.

L'étude par diffraction des rayons X d'oligonucliéotides comportant des paires de bases
d(C-G), a permis en 1979 de caractériser une nouvelle forme de 1'hélice, appelée hélice
gauche 71 par opposition & 1'hélice droite B. Dés lors de nombreux oligoméres ont été
synthétisés et cristallisés afin d'étudier la formation de 1'hélice Z2. L'introduction
récente des spectroscopies RMN (lH, 31P) et IR dans 1'étude de courts oligonucléotides
autocomplémentaires, a permis de suivre en solution ou sous forme de films plus ou moins
hydratés les conformations de tels duplexes, de connaitre les conditions d'équilibre entre les
diverses formes A, B, Z et S (monobrin), ainsi que le mécanisme d'ouverture d'un double
brin.

La forme Z est favorisée par 1'alternance de purine-pyrimidine telle que d(G-C)n3,
1'introduction de bases modifiées (8-BrG4, 7-MeGs, 5-MeC6, 2-NH2A7), 1'addition
d'alcootd ou d'ions métalliques (Mg2*, Co2*, Na+, Ni2*...)S.

Dans le cas de polyméres synthétiques, tels que poly d(G-C) et poly d{m5C-G), 1les
structures B et Z ont été détectées simultanément sur la méme double hélice au moyen
d'anticorps spécifiques 3 la conformation 710, Dans 1e cas de courts oligoméres, 1'échange

=17 étant trés rapide, i1 est difficile d'imaginer qu'une partie de 1'hélice bascule a
gauche tandis que 1'autre reste dans la conformation droite. Les modéles synthétisés jusqu'a

présent”’12’13 n‘ont pas permis de montrer la présence simultanée des formes B et Z sur
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c6té et A, C de 1'autre). Lorsque la température diminue, les signaux des protons en é&change
chimique se déplacent vers les hauts champs tandis que de nouvelles résonances apparaissent. On
observe (Figure 2) un nouveau pic, relié au méthyle de m5C dans la forme B, dont le
déplacement chimique correspond aux protons méthyles des bases dans les duplexes de forme Z
(30% & température ambiante avec 0,1 M NaCi). La forme Z du tridécamére apparait donc pour une
concentration saline beaucoup plus faible que celles observées jusqu'd présent pour de courts
fragments d'ADN (>1 M NaC1)14,18,
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L'étude par dichroisme circulaire!d indique pour une concentration de 0,1 M NaCl 1la
prédominance de la forme 820, A 4 M NaCl, on obtient un mélange des formes B et Z que 1'on
peut attribuer aux parties b et a respectivement (Figure 3).

L'étude par infrarouge en phase condensée2l confirme les résultats obtenus en solu-
tion. Quelque soit 1'humidité relative (32% & 100%) avec Na*, les spectres expérimentaux sont

identiques d ceux recalculés par addition du spectre de la forme Z de 1'hexamére d{C-G-

m5C-G-C-G) et du spectre de la forme B du polymére d(A-C)p. d(G-T)p. Nous donnons & titre
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une méme hélice, ni de fournir des renseignements sur la jonction entre les deux
conformations.

Le but de ce travail est de vérifier 1'hypothése qu'un seul site apurinique (ou apyrimi-
dinique) suffirait & introduire suffisamment de flexibilité dans la chaine oligonucléotidique
pour permettre la transition hélice droite-hélice gauche d ce niveau.

Nous avons donc synthétisé 1'oligomére 1 oll les deux sous-unités a et b susceptibles
d'adopter les conformations B et Z individuellement sont séparées par un résidu glycosidique
non hétérocyclique. Les deux sous-unités sont les hexaméres suivants: d(C-G-m5C-G-C-G)14
pour la partie Z et d(A-C-A-T-G-T)15 pour la partie B (schéma 1). Quant au résidu non
hétérocyclique, nous avons choisi un dérivé stable du désoxy-ribose: le cyano-1 désoxy-2-
D-ribose (_2_)15. Non aromatique et donc peu favorable au phénoméne de stacking, ce glycosyl-
nitrile par sa faible taille devrait nous permettre d'observer simultanément les deux
conformations B et Z. Le tridécamére a une structure pseudo-palindromique décalée qui s'apparie
en un modéle d'hélice de grande longueur. Cet oligomére (65 mg) a é&té synthétisé en phase
liquide par-1a méthode au phosphotriester selon le schéma 1.
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Le spectre RMN17 (500 MHz) & 69°C montre les protons des bases ainsi que le signal du
proton H-1' du résidu apurinique X sous forme d'un triplet ( & 4,5 ppm) (Figure 1).
L'attribution des signaux a été effectuée par comparaison & haute température avec les spectres
des hexaméres 314 et 215 enregistrés précédemment (75°C/90°C) et par expérience de
2D-NOESY & 45°C, température & laquelle les trois groupes méthyles sont bien séparés. Les
déplacements chimiques a haute temp&rature des protons du tridécamére sont trés proches de ceux
des hexaméres a et b sous forme de monobrin. Les variations les plus importantes (de 0,03 i

0,07 ppm) se rencontrent pour les protons des bases situées d proximité du résidu X (C, G d'un
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d'exemple (Figure 4), la région spectrale 1800-1550 cm-! des vibrations dans le plan des
doubles liaisons des bases, région trés sensibles aux changements d'empilement des bases lors
de la transition B+==1Z. En effet, les bandes principales du massif pour le d(G-C}, se
déplacent de 1681 cm-l, 1649 cm-l (forme B), i 1666 cm-l, 1634 cm-l (forme 2)
et pour le d(A-C)p-d(G-T), de 1678 cm-l, 1645 cm-1 (forme B) & 1656 cm-1,
1632 cm'1 (forme Z)22. Par contre Tes spectres recalculés en utilisant les formes A ou
Z du polymére d{A-C), -d(G-T}), ne permettent pas de reproduire le spectre observé avec les
bandes & 1675 cm-1 et 1643 cm-1. )

Cette é&tude montre donc, parmi d'autres types de jonctions possibles, que les
conformations B et Z peuvent étre simplement reliées par un seul site apurinique. Les
implications biologiques d'une telle structure sont extrémement importantes et d'autres
travaux sont en cours pour confirmer ce résultat.

L'interprétation compléte des spectres de RMN, CD et IR sera publiée ultérieurement.
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