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CHEMISCHE SYNTHESE VON NONADESOXYRIBONUCLEDTIDEN MIT DEN ABGEWANDELTEN BASEN
URACIL, S5-BROMURACIL UND 5-METHYLCYTOSIN NACH DEM TRIESTER-VERFAHREN

*
A. Rosenthal
Akademie der Wissenschaften der DDR, Zentralinstitut fir Molekularbiologie, Abt. Zell-
differenzierung, DDR-1115 Berlin-Buch, Robert-Rossle-Strasse 10

D. Cech

Sektion Chemie der Humboldt-Universitat zu Berlin, DDR-1040 Berlin, Invalidenstrasse 42

V.P. Veikao, T7.S. Orezkaja, E.A. Romanova, A.A. Elov, V.G. Metelev,
E.S. Gromova, Z.A. Shabarova
Chemische Fakultdt und A.N. Belozersky Institut fir Molekularbiologie und Bioorga-
nische Chemie der Moskauer Staatlichen Universitat, 117234 Moskau, UdSSR

In order to investigate the interaction of Eco RII restriction and modification enzymes
with synthetic DNA fragments three nonadeoxyribonucleotides containing the modified bases
uracil, S5-bromouracil and 5-methylcytosine were synthesized according to the phosphate tri-
ester approach using TPS/l-methylimidazole as the condensation agent. The patterns of these
modified DNA fragments obtained by Maxam/Gilbert sequence technique are presented.

In jlingster Zeit wurde wiederholt liber chemische Synthesen basen-modifizierter DNA-Abschnit-
te mit substituierten Lumazinenl, 2—Pyridinon2, 2-Pyrimidinon3, 06-Methylguanina, Hypoxanthin
2,6 8’9, S—Bromuracilé’g und S—Methylcytosing_l2 berichtet. Ein Teil
4,10a und

8,14-16

, 5—Bromcytosin7, Uracils’
dieser abgewandelten DNA-Fragmente wurde zur Untersuchung von Mutageneseprozessen

7,13

DNA—Konformationena’ eingesetzt. Immer groBer wird jedoch der Anteil natiirlicher

und basen-modifizierter Oligonucleotidegc’é’g’9 die als synthetische Substrate fir Protein-
DNA-Wechselwirkungsuntersuchungen mit Restriktionsendonucleasen, Methylasen und Polymerasen
Anwendung finden. Aus den bisherigen Wechselwirkungsstudien zwischen Restriktasen und basen-

modifizierten Dligonucleotidené’8 bzw. Bakteriophagen-l7 und Sé’ugetier-DNA18

geht hervor, daB
die 5-Position in Thymidin- und Desoxycytidin-Derivaten eine Schlisselposition in Restriktions-
und Modifikations-(R(M)-Systemen darstellt.

In unserem Konzept zur Untersuchung der Wechselwirkung von Eco RII Restriktions- und Modifi-
kations-Enzymen mit synthetischen DNA-Fragmenten konnten wir kiirzlich zeigen, daB enzymatisch
aus d(CCTGGAATT) und d(CCAGGAGCT) hergestellte synthetische DNA-Duplexe geeignete Substratel®
fir Eco RII (¢CC$GG) darstellen. Fir weitergehende Studien bendtigten wir nunmehr die Nona-
desoxyribonucleotide I, II und III mit den abgewandelten Basen Uracil (U), 5-Bromuracil (BrSU)

und 5-Methylcytosin (mSC), die entsprechend Schema 1 nach dem Triester-Verfahren in Ldsung
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synthetisiert wurden. Die vollgeschiitzten Desoxyuridin- und 5-Bromdesoxyuridin-Nucleotide
(MeU)TrdUp(ClPh CNEL) bzw. (MeU)TrdBr5Up(ClPh CNEt) wurden aus dU (Boehringer, Mannheim) bzw.
aus dBr U (Ferak, Berlin) durch Monomethoxytritylierung und Phosphorylierung nach iiblichen
Methoden erhalten und fielen als Ole an. Erst nach Abspalten der (Me0)Tr-Gruppe lleBen sich
Schdume 1solleren. Um zum vollgeschiitzten 5-Methyl-2'-desoxycytidin-Nucleotid 6 (R -(MeO)Tr,
R4 =Bz, R ClPh) zu gelangen, muB zundchst ein geeignet geschiitztes Thymidin-Derivat 1 (R
(MeQ)Tr, R zLev) in das 5-Methyl-2'-desoxycytidin 4 (Rl- (Me0)Tr, R2 Lev) Uberfihrt werden.
Nach Schema 2 (Weg a) wird 1 mit Natriumhydrid und Tosylchlorid zur 4-0-Tosylthymidin-Ver-
bindung Zv(Rl:(MeO)Tr, R2=Lev) umgesetztzo. Dagegen kann, einer Methode von Reese et alZl
folgend, 1 nach Weg b auch mit Arylsulfo-3-nitro-1,2,4-triazolid bzw. nach Sungl0 mit Chlor-
phenylphosphorséuredichlorid im Gemisch mit Triazol oder Tetrazel zum 5-Methyl-4-azolid-2~
pyrimidinon-Nucleosid 3 (Rlz(MeD)Tr, RZ:Lev, R3=Triazol, Tetrazol, Nitrotriazol) reagieren.
Ammonolyse mit trockenem NH3 in CHCl} oder Dioxan von 2 oder 3 fihrt zu 4, das problemlos an
Kieselgel gereinigt werden kann. Nach Benzoylierung der exocyclischen Aminofunktion von 4
erhdlt man §_(Rl=(MeO)Tr, R2=Lev, Ra:Bz), aus dem durch Abspalten der Levulinoylgruppe und

nachfolgender Phosphorylierung nach19 schlieBlich 6 in hoher Reinheit gewonnen werden kann.
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Die Verwendung von é im Triester-Verfahren zum Einbringen von dm5C in synthetische DNA-

Abschnitte hat gegeniber einem von Sung1oa vorgeschlagenen Verfahren, das den Einbau von
vollgeschiitzten 5-Methyl-4-azolid-2-pyrimidinon-nucleosid-3'-phosphorsduretriester in die
wachsende DNA-Kette vorsieht, mehrere Vorteile. Erstens ist 6 durch die Synthese nach Schema
2 in hoher Reinheit erhéltlich. Nach 102

nucleotides durch Ammonolyse 5-Methylcytosin erzeugt, wobei im Fall unvollstdndiger Umwand-

wird dagegen erst am Ende der Synthese eines 0ligo-

lung modifizierte Basen im DNA-Fragment verbleiben und zu einem nicht trennbaren Produktge-
misch fihren. Zweitens kann nur §_(R1:H, RQZBZ, R5=C1Ph) problemlos in schnellen Triester-
Festphasensynthesen in 5'-3' Richtungg’22 eingesetzt werden, da es gegeniiber starken Basen
wie 0,1 M Tetramethylguanidin zum wiederholten Abspalten der 3'-CNEt-Gruppe stabil ist.

Alle zum Aufbau der Nonanucleotide I, II und III ndtigen Triesterbltcke wurden unter Ver-
wendung der (MeQ)Tr-Gruppe zum Schutz der 5'-0H Funktion sowie mit Hilfe des Kondensations-
mittels TPS/1-Methylimidazol?® (1:3) in Pyridin mit Ausbeuten von 70-90% in 5-10 min synthe-
tisiert. Im jeweilig letzten Kondensationsschritt kamen 30 pmol Trinucleotidblock (Phosphat-)
und 20 pumol Hexanucleotidblock (OH-Komponente) zum Einsatz. Zur schnellen Kontrolle der Nu-
cleotidverknipfung haben wir die qualitative Basenzusammensetzung aller DNA-Triesterblicke

(Tri- bis Nonamere) nach Reinigung an Kieselgel mit Hilfe der Pyrolyse-Massenspektrometrie
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bestimmt und bestdtigen kdnnen. Die seltenen Nucleoside wurden in Form folgender Fragmentio-
nen nachgewiesen: dU (m/e 69, 112), dBr°U (m/e 147/149, 190/192), dn’°C (m/e 152, 201, 229,
309)%%. In Verlauf der Synthesen wurde die (MeO)Tr-Gruppe mit 10% CC1;C00H in CHCl; bei -20°C
innerhalb von 5 min und die CNEt-Gruppe mit Pyridin/EtzN/HZO (3:1:1 v/v/v) in 30 min abge-
spalten.

Am Ende der Synthesen wurden alle Schutzgruppen entfernt (1. NH3 in Pyridin bei 50°C in
15 h; 2. B80% Essigsdure bei 20°C in 10 min) und die Nonanucleotide (zwischen 80-150 00260)
durch Ionenaustauschchromatographie an DEAE-Cellulose 52 isoliert. Nach Entsalzung erfolgte

eine Feinreinigung durch RP-HPLC an einer Zorbax CB—Séule (Bild 1). Wahrend die Nonanucleoti-

260 HPLC-RP an Zorbax C8 : lin. Gradient von 5-=35% MeOH in O1M NHdAc 1ml/ min

Bild 1 *‘L"A“'*—- + ;

e 20 Zeit min 10 20 Zeit min 0 20 Zeit min

de I und III die erwartete Reinheit zeigten, fihrt die Ublicherweise angewendete Prozedur der
Schutzgruppenabspaltung fir das dBrSU enthaltende Oligonucleotid II zu einem Produktgemisch

mit zwei Hauptkomponenten (IIl und 112). Nach Markierung aller Fraktionen I, IIl, 112 und III
mit [y—zzP]ATP und Polynucleotid-Kinase wund ihrer Auftrennung durch 20% PAA-Gelelektrophore-
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se (Bild 2) wurden die Nonanucleotide I, IIl und III nach Maxam und Gilbert25 sequenziert und
zeigten die erwartete Struktur (Bild 3 a-c). Damit wurde u.E. erstmalig diese Methode auf 0ligo-
nucleotide mit den abgewandelten Basen m5C, U und BrSU angewendet. Unerwarteterweise reagiert
dm5C im Oligonucleotid III zwar schwach aber merklich mit Hydrazin (Bahn T+C in Bild 30)26.
dU zeigt im Vergleich zu dT eine sehr starke Reaktion mit Hydrazin (Bahn T+C in Bild 3a). dBrSU
kann dagegen durch eine sehr intensive Bande in der A+C-Reaktion identifiziert werden, die auf
Spaltung der N-glykosidischen Bindung sowie der DNA-Kette durch NaOH zurlickzufihren ist (Bild
3b). Enzymatisch aus den Sequenzen I, II, III sowie d(CCAGGAGCT) synthetisierte DNA-Duplexe
dienen gegenwdrtig der Untersuchung des EinfluBes der Basenmodifikation auf die Erkennung
durch die Eco RII Restriktions- und Modifikations-(R/M)-Enzyme.
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