
Replikationsexperimente mit Nucleotidbasen-Analoga 

Von Peter Strazewski und Christoph Tamm* 

Die Prinzipien der Replikationsgenauigkeit von Genomen werden auch heute noch nicht 
ganz verstanden. Fur die Basen der Desoxyribonucleotide gilt die Regel nach Watson und 
Crick; sie erklart, warum die Paarung der Basen Guanin und Cytosin sowie Adenin und 
Thymin thermodynamisch etwa hundertmal gunstiger ist als die Bildung aller anderen Kombi- 
nationen. In vitro verringern Polymerasen die Bildung von Basenpaaren, die nicht den Wat- 
son-Crick-Regeln entsprechen, auf ca. pro Watson-Crick-Basenpaar. In vivo laBt sich die 
Replikationsgenauigkeit auf eine Mutationswahrscheinlichkeit von ca. 10- l o  erhohen, wenn 
dank Polymerisations-Hilfsproteinen und DNA-Reparaturenzymen optimale Bedingungen 
fur die DNA-Synthese vorliegen. Die genaueren Ursachen der Fehlpaarungen sind gegenwar- 
tig Gegenstand vieler Diskussionen. Man ist sich zwar einig, ddB ein templatgeSeuertes Able- 
sen des H-Substitutionsmusters der heterocyclischen Basen entscheidend fur die korrekte 
Basenpaarung wlhrend der DNA-Synthese ist, doch ist noch unklar, welche Art des falschen 
Ablesens zu einer Fehlpaarung fiihrt. Diskutiert werden das fehlerhafte Ablesen aufgrund 
einer Nicht-Watson-Crick-Basenpaarbildung und aufgrund einer Anderung des H-Substitu- 
tionsmusters, die aber noch zu Watson-Crick-iihnlichen Basenpaaren fuhrt. Die iiberraschende 
Entdeckung einer selektiven und quantitativen, durch DNA-Polymerase katalysierten Bildung 
eines Pyrimidin-Pyridin-Basenpaares (bei Verwendung eines Pyridin-Nucleotidbasen-Analo- 
gons) weist darauf hin, daD seltene tautomere Formen im Templat-DNA-Strang zu Watson- 
Crick-ahnlichen fehlerhaften Basenpaaren fiihren konnen, die kaum vom Korrektursystem der 
Polymerase erkannt werden. Diese Beobachtung zeigt neue Wege fur Substitutionsmutationen 
auf (replikationsabhangige DNA-Punktmutationen) und laDt auf einen neuen Mutagenitats- 
typ in vivo schlieBen 

1. Einfiihrung 

1.1. Essentielle Kontakte 

Lebende Materie konnte sich auf der Erde entwickeln, 
weil sie Strukturen hervorbrachte, die vier Voraussetzungen 
erfiillten: 1) Die Strukturen mul3ten geniigend komplex und 
stabil sein, um eine aufgepragte genetische, d. h. vererbbare 
Information zu speichern. 2 )  Ihre Oberflache muDte fur ein 
templatgesteuertes Lesen zuganglich sein, so daB die Infor- 
mation korrekt auf die Nachkommen iibertragen werden 
konnte (Replikation). 3) Die Strukturen mul3ten fahig sein, 
ihre ,,unbelebte" Umgebung fur ihre eigene Reproduktion 
auszunutzen, anders ausgedriickt: Sie muDten iiber eine bio- 
logische Aktivitat verfiigen, die ihre unmittelbare Umge- 
bung in einen Phanotyp umzuwandeln vermochte. Eine so 
beherrschte Umgebung wiirde den Strukturen helfen, sich 
gegen eine groDe Vielfalt replizierender Strukturen mit ande- 
rer genetischer Information zu behaupten (Selektion). 4) Die 
Strukturen muBten metastabile Informationseinheiten ent- 
halten, die eine Evolution ihrer Triiger unter dem EinfluB der 
natiirlichen Selektion zulieDen (Anpassung durch Muta- 
tion). 

Der Informationstriiger ist Desoxyribonucleindure 
(DNA). Man kann den Triger in DNA-Abschnitte untertei- 
len, die die Aminosauresequenz von Proteinen codieren 
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(Exons), und in nicht-codierende Abschnitte. Codierende 
DNA-Sequenzen, die vermutlich bei den meisten DNAs nur 
einen kleinen Teil ausmachen, konnen ihre Information iiber 
DNA- Rib0 (mono) nucleotid-Kontakte, unter Mi thilfe von 
Transkriptionsproteinen auf den Phanotyp ubertragen. 
Nach der Transkription in eine ,,aktive Form", deren Trager 
nun Ribonucleinsaure (RNA) ist, bewirken sowohl RNA- 
RNA-Kontakte (Codon-Anticodon-Paarung zwischen der 
DNA-Abschrift-Messenger-RNA und dem Aminosaure- 
trager Transfer-RNA) als auch RNA-Profein-Kontakte 
(selektive, enzymatische Aminoacylierung der passenden 
Transfer-RNA) eine Ubertragung der Information auf die 
Proteine. Die erstgenannten Kontakte, zu denen Proteine 
und ribosomale RNA (in den Ribosomen) beitragen, werden 
durch den universellen genetischen Code mit seinen Triplett- 
Codons geregelt. Die Natur der letztgenannten Kontakte, 
vor kurzem als sekundarer genetischer Code['I bezeichnet, 
ist noch nicht geniigend erforscht. Codierende und nicht- 
codierende DNA-Sequenzen konnen den Phanotyp auch 
durch direkte DNA-Protein-Kontakte beeinflussen. Diese 
eroffnen die Moglichkeit, die Expression von codierenden 
Sequenzen zu regulieren, bewirken Anderungen der DNA- 
Topologie und erlauben auch eine dichte Packung der DNA 
in den Chromosomen. DNA-DNA-Kontakte werden fur die 
chemische Stabilisierung der DNA durch die Bildung von 
Doppelstrangen benotigt. Diese Kontakte sind auch beim 
Austauschen von DNA-Fragmenten wahrend der geneti- 
schen Rekombination wesentlich, die ja die Grundlage der 
sexuellen Reproduktion bildet. SchlieDlich ermoglichen 
DNA-Desoxyribo(mono)nucleotid-Kontakte - unter Mit- 
hilfe von Replikationsproteinen - das Kopieren der gesam- 
ten genetischen Information, so daD die Replikation der 
DNA gewahrleistet ist. 
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1.2. Verschiedene Arten von 
Basen-Basen-Wechselwirkungen 

Von all den lebenswichtigen Kontakten (Abschnitt 1 . 1 )  
sind diejenigen zwischen den Nucleotiden am besten be- 
kannt, weil lediglich vier Informationseinheiten beteiligt 
sind. Die Information wird durch die vier heterocyclischen 
Basen Adenin, Guanin, Cytosin und Uracil/Thymin codiert. 
Trotz der relativ einfachen Konstitution (verglichen mit den 
20 Aminoslureseitenketten) gibt es viele verschiedene Kon- 
taktmoglichkeiten zwischen diesen Basen (Abb. 1). Am hau- 
figsten sind Kontakte (via Wasserstoffbriicken) zwischen 
zwei Einheiten. Basenpaare nach den Watson-Crick- 
Regelnl*] (Abb. 1 a) entstehen bei der Bildung von antiparal- 
lelen Doppelstrangen aus DNA- und/oder RNA-Einzel- 
strangen. Watson-Crick-Basenpaare enthalten stets eine Pu- 
rinbase (Guanin, Adenin) und eine Pyrimidinbase (Cytosin, 
UraciliThymin); dabei sind Guanin mit Cytosin und Adenin 
rnit Uracil (in RNA) oder Thymin (in DNA) gepaart. Diese 
Anordnungen sowie die Strukturen der Hoogsteen-Paare, 
bei denen die Purinbase die ungewohnliche syn-Konforma- 
tion bezuglich der Glycosidbindung einnirnmt (Abb. 1 b), 
und die der ,,Wobble"-Paare, bei denen die C,-Pseudo- 
symmetrie der Watson-Crick-Paare fehlt (Abb. 1 c). sind 
durch Rontgen-Strukturanalyse gesichert. Hoogsteen- und 
Wobble-Paare spielen eine wichtige Rolle als alternative 
Basenpaare in der RNA- und in der DNA-Mutagenese. Eine 
andere Art von Basen-Basen-Kontakten bilden die ..inver- 
tierten" Basenpaare, bei denen zwei parallel orientierte 
Strange vorliegen diirften (Abb. 1 d), sowie Basentripletts in 
DNA-Dreifachstrangen (Abb. 1 e). Diese beiden Strukturen 
(Abb. 1 d, e) sind unter Beriicksichtigungder Kombinations- 
moglichkeiten von Protonen-Donoren und -Acceptoren 
konstruiert; sie sind noch nicht bewiesen. Es wird vermutet, 
daB parallele Strange in ungewohnlichen Sekundarstruktu- 
ren der DNA und RNA existieren I 3 l .  Dreifachstrangige 
DNA-Sequenzen stabilisieren eine ungewohnliche Sekun- 
darstruktur, welche scharfe Biegungen in den DNA-Doppel- 
strangen induziert (H-DNA)14]. Ebenso sol1 dreifachstran- 
gige DNA in der Anfangsphase von Rekombinationsvor- 
gangen von Bedeutung sein. 

All diese Basenpaare konnen sich unter dem EinfluB der 
genetischen Information der DNA in korrekter oder nicht 
korrekter Weise bilden. Die fehlgepaarten Basen, die Muta- 
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rten der Basenmarung zwischen Nucleotiden. R = O-u-Ribo- 
furanosyl oder 2'-Desoxy-B-o-ribofuranosyl. R = H oder CH,. a) Watson- 
Crick-Basenpaare G .C  und A . U  (R = Ribosyl, R = H )  oder A . T  
(R = Desoxyribosyl. R'=CH,). b) Hoogsteen-Paare. z.B. A(syn).U. c) Wab- 
ble-Paare. z. B. G.T(wobble). d )  Invertierte Basenpaare. z. B. A . 1  (oder V.T). 
e) Basentripletts. z. B. T.A.T. 
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tionen von DNA, RNA oder Proteinen verursachen konnen. 
finden zur Zeit groBes Interesse, weil man ihre Entstehung 
noch nicht so gut versteht wie die der Watson-Crick-Paare. 
Mutationen sind die Konsequenz unublicher Kontakte, 
naturlich nicht nur  zwischen Nucleotidbasen, sondern auch 
zwischen Proteinen und DNA oder RNA. Am gefahrlich- 
sten, d. h. fur die Zelle am schidlichsten, sind aber Mutatio- 
nen der DNA, weil nur diese vererbbar sind und zu zahlrei- 
chen mutierten Produkten fuhren konnen. Deshalb werden 
wir uns im folgenden auf korrekte und fehlerhafte Basenpaa- 
rungen, die wihrend der DNA-Replikation entstehen, kon- 
zentrieren. 

1.3. Wasserstoff-Substitutionsmuster von Nucleotidbasen 

Nucleotide (Desoxyribonucleotide werden in diesem Arti- 
kel der Kiirze halber als Nucleotide bezeichnet) sind che- 
misch relativ stabil, da sie in der DNA miteinander kovalent 
als Phosphorsiurediester verkniipft sind. Ein Schutz vor 
chemischen Modifizierungen ist zudem die recht stabile 
Sekundirstruktur: Die Basen sind im Innern der Doppelhe- 
lix verborgen. Dennoch scheinen Nucleotide in der DNA 
bezuglich der Replikation metastabit (mutationsanfillig) zu 
sein. Der Grund dafiir liegt in der Moglichkeit zur Bildung 
falscher Basenpaare, die nicht den Watson-Crick-Regeln 
gehorchen. Deshalb sollte man eigentlich die Basenpaare in 
der DNA und nicht die Nucleotide in Einzelstringen als 
Informationstrager betrachten. 

In einem engeren Sinne trigt nur ein besonderer Teil der 
Nucleotidbase die genetische Information, nimlich das H- 
Substitutionsmuster des Heterocyclus. d. h. das Verteilungs- 
muster von H-Acceptor- und -Donorstellen an der exponier- 
ten Seite der Base. Wenn sich das Muster dort - und nur dort 
- vor der Replikation inderte, konnte die Base immer noch 
eine andere Nucleotidbase normal binden. aber nach der 
Replikation resultierte ein verinderter Informationsinhalt. 

Wie kann sich nun ein H-Substitutionsmuster verindern? 
Abbildung 2 zeigt vier Wege, wie das Verteilungsmuster von 
drei Donoren/Acceptoren in einer verankerten Ebene (Infor- 
mationsebene) verandert werden kann. analog der Anord- 
nung von H-Atomen und nichtbindenden Elektronenpaaren 
in einer heterocyclischen Nucleotidbase. Die einfachste 
Verinderung wird durch Deprotonierung oder Protonierung 
bewirkt, was zu einer Ladung in der Ebene fuhrt (Abb. 2a). 
Diese Ladung kann entweder durch Riickreaktion oder 
durch Zufugen bzw. Entfernen eines anderen Protons neu- 
tralisiert werden; dabei entsteht ein Tautomer des ursprung- 
lichen Musters (Abb. 2 b). Basenpaare, deren H-Substitu- 
tionsmuster auf diese beiden Arten verindert werden, 
konnen eine Geometrie vom Watson-Crick-Typ (wie die 
iiblichen Watson-Crick-Paare) aufweisen, haben jedoch 
einen anderen Informationsinhalt und konnen deswegen 
Mutationen bewirken. Eine weitere Moglichkeit, das Muster 
zu verindern, ist das Verschieben des Leserahmens aus der 
Informationsebene (nach dem Prinzip .,keine Information 
ist auch eine Information") (Abb. 2c). In der Natur ist dies 
moglich, weil die verlorengegangene Information durch das 
Losungsmittel ersetzt werden kann, das ein enormes Reser- 
voir leicht anzupassender H-Donoren und -Acceptoren ist. 
Wobble-Paare sind Basenpaare mit verschobenem Leserah- 
men. Auch sie weisen einen veranderten Informationsgehalt 
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Abb. 2. Moglichkeiten zur Anderung des H-Donor-/Acceptor-Substitutions- 
musters einer Nucleotidbase. Quddrdtische Flachen: verankerte Informations- 
ebenen (schematisierte Nucleotide). D = H-Donor. A = H-Acceptor. D,A, = 
H,O. gepunktete Linien: Leserahmen. a )  Deprofonierung bzw. Protonierung; 
b) Tautornerisierung; c) Verschiebung des Leserahmens: d) Priisentation eines 
alternativen Substitutionsmusters. 

aufund konnendemzufolge Mutationen verursachen. SchlieD- 
lich wissen wir, daI3 gewisse natiirliche Informationsebenen, 
die Purinbasen, iiber H-Atome und Elektronenpaare verfii- 
gen, die auf der gesamten Ebene verteilt sind. Wenn sich der 
Leserahmen auf die andere Seite der Informationsebene 
verschiebt. kann wiederum ein verandertes Muster resultie- 
ren. Diese Verschiebung kann einfach durch Rotation der 
verankerten Informationsebene um 180" erreicht werden 
(Abb. 2d). Hoogsteen-Basenpaare (vgl. Abb. 1 b) sind so 
verkniipft, daD ein anderer Teil der Purinbase als bei Watson- 
Crick-Paaren den Ablesebereich bildet. Einige Hoogsteen- 
Basenpaare verursachen Mutationen. Die Kombination die- 
ser Prinzipien bietet noch weitere Moglichkeiten fur eine 
Verinderung des H-Substitutionsmusters. Basen mit derart 
veriinderten H-Substitutionsmustern konnten z. B. proto- 
nierte Hoogsteen-Paare oder tautomere Wobble-Paare bil- 
den. 

1.4. Nucleotidbasen-Analoga 

Welcher Typ des fehlerhaften Ablesens in einer DNA- 
Polymerase vorkommen kann, laDt sich gut mit Nucleotid- 
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basen-Analoga untersuchen, deren Fahigkeit zur Bildung 
von Wasserstoffbriicken rnit natiirlichen Nucleotiden einge- 
schrlnkt oder verandert ist. Das Verhalten solcher Nucleo- 
sidtriphosphat-Analoga wlhrend der DNA-Synthese gabe 
einen Einblick, welche Art von H-Substitutionsmuster einer 
eintretenden Nucleotidbase von der Polymerase toleriert 
wird. Die Anwendung solcher Analoga als Templat-Nucleo- 
tide wiirde auch AufschluB iiber die H-Bindungen geben, die 
fiir die korrekte DNA-Synthese notig sind. 

Die modifizierten Nucleoside, die fur diesen Zweck ausge- 
sucht wurden, konnen als Strukturanaloga von Desoxycyti- 
din betrachtet werden (Abb. 3). 1-(2’-Desoxy-p-D-ribofura- 

H 
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R = R : 1  ............................. 2 .................................. 3 
R = H : 4  ............................. 5 .................................. 6 

Abb. 3. Nucleosidbasen-Analoga 1-(2’-Desoxy-~-o-ribofuranosyI)-2( 1 Io-py- 
ridon 1 und -pyrimidon 2 sowie 4-Amino-1 -(2’desoxy-B-o-ribofuranosyl)- 
Z(1Qpyridon 3. Die H-Acceptor- und H-Donorstellen sind durch Pfeile mar- 
kierr. Die Klammern um H-3 in l, 4, 3 und 6 deuten die abstoknden (steri- 
schen) Wechselwirkungen mit dem Iminoproton an N-3 von Thymidin cder 
dem lminoproton an N-l von Desoxyguanosin wahrend einer Watson-Crick- 
artigen Basenpaarung an. Unten: ubliche Numerierung von 2’-Desoxy-p-o- 
ribofuranosyl und den Pyrimidin- und Purin-Nucleosidbasen. 

nosy1)-2( 1 H)-pyridon 1 ist ein Nucleosid-Analogon, das 
lediglich eine einzige H-Briicke (mit dem Carbonylsauerstoff 
von C-2) bilden kann. Zudem werden die Nucleoside Des- 
oxyguanosin (dG) und Thymidin (dT), die ein Imino-H- 
Atom enthalten, wegen sterischer AbstoBung zwischen H-3 
des Analogons und den Iminoprotonen an N-1 und N-3 von 
d G  bzw. d T  daran gehindert, mit 1 ein Basenpaar zu bilden 
(Numerierung der Purin- und Pyrimidinnucleoside vgl. 
Abb. 3). Es kann erwartet werden, daO in Basenpaaren 
anziehende Wechselwirkungen zwischen H-3 und einem H- 
Acceptor wie N-3 von Desoxycytidin (dC) oder N-1 von 
Desoxyadenosin (dA) auftreten, die jedoch wesentlich 
schwacher als normale H-Briicken zwischen zwei N-Atomen 
sind. 

1 -(2’-Desoxy-~-~-ribofuranosyI)-2( 1 H)-pyrimidon 2 ist 
ein dC-Analogon, das nicht mehr iiber die CAminogruppe 
verfiigt, die der einzige H-Donor von dC ist (,,CDesamino- 
2’-desoxycytidin,“ Abb. 3). Im Gegensatz zu I konnte 2 ein 
Basenpaar mit d G  (zwei H-Briicken) und mit d T  (eine H- 
Briicke) bilden. Zudem fehlt in 2 ein Proton, das die Entste- 
hung eines Basenpaars mit dC oder dA ermoglichen konnte. 
Bei den beiden letztgenannten Nucleosiden bestehen aber 
keine Bedenken gegen eine Basenpaarbildung mit der N-3- 
protonierten Form von 2 in der Polymerase. 

H-3 in 4-Amino-1 -(2’-desoxy-~-~-ribofuranosyl)-2( 1 H)- 
pyridon 3 (,,3-Desaza-2’-desoxycytidin“, Abb. 3) wird (wie 
in 1) das Analogon daran hindern, sich mit d G  oder d T  zu 

paaren. Ebenso scheint eine Paarung mit d C  oder dA recht 
ungiinstig, da alle Basen an N-4 einen H-Donor enthalten 
(die Rotation aromatischer Aminogruppen aus der n-Konju- 
gationsebene ist gehindert), und es ist weiter anzunehmen, 
daB die Wechselwirkungen zwischen H-3 von 3 und N-3 von 
d C  oder N-1 von dA sehr schwach sind (wie in 1). 

Es ist nur dann sinnvoll, die obengenannte Bildung von 
Basenpaaren zwischen den Analoga 1-3 und den natiirli- 
chen Nucleosiden zu erwarten oder zu vermuten, wenn wah- 
rend der Polymerisationsreaktion im Enzym beide Basen 
ungeladen und vollstandig in ihrer bevorzugten tautomeren 
Form vorliegen und zudem eine Watson-Crick-ahnliche 
Anordnung aufweisen. Falls demnach beim enzymatischen 
in-vitro-Experiment, das die Basenpaarbildung rnit Analoga 
ermoglicht, eines der unerwarteten Basenpaare entsteht, 
muOte entweder eine Base protoniert sein oder in einer selte- 
nen tautomeren Form vorliegen (Anderung des Musters wie 
in Abb. 2 a  oder 2 b dargestellt), oder eine Base miiBte gegen- 
iiber dem Leserahmen verschoben sein (Abb. 2 c  und 2d). 

Die enzymatischen Testreaktionen erfordern eine eff-  
ziente Synthese der modifizierten Basen, ihre stereochemisch 
definierte Glycosylierung und eine brauchbare 5’-Triphos- 
phorylierung. Die Verwendung von Nucleosid-Analoga als 
Templat-Nucleotide in einem DNA-Oligomer verlangt, 
abgesehen von der Monophosphorylierung, daB die Reak- 
tionsbedingungen der chemischen DNA-Synthese und die 
Bedingungen wahrend der enzymatischen DNA-Kettenver- 
llngerung von den modifizierten Basen ertragen werden, die 
empfindlicher als die natiirlichen Basen sind. 

2. Synthese von Nucleosid- und 
Nucleotidbasen- Analoga 

2.1. Modifuierte Mononucleotide 

2.1.1. Synthese von Nucleosid-Analoga 

Das 2-Pyridon 4 und das 2-Pyrimidon 5 sind im Handel 
erhaltlich; das CAmino-2-pyridon 6 muaten wir selbst her- 
stellen. Unser erster Syntheseweg (Schema 1 a) baute auf 
publizierten Synthesen der friihen sechziger Jahre auf. Aus 
2-Chlorpyridin 7 wurde zuerst das N-Oxid 8 erzeugt, welches 
in die Nitroverbindung 9 iibergefiihrt wurde. Hydrierung zu 
10 und anschlieknde Methanolyse lieferten Verbindung 11, 
deren Aminogruppe durch Acetylierung zu 12 geschiitzt 
wurde. 12 lieB sich anstelle von 6 f i r  die Glycosylierung zu 
3 verwenden. Spiiter wurde 6 von Currie et aLL5] auf einem 
einfacheren Weg hergestellt (Schema 1 b). Sie setzten 1- 
Methoxy-1-buten-3-in 13 zum Ester 14 um, der schlieDlich 
durch Aminolyse Verbindung 6 ergab. 

Die Glycosylierung zu den Nucleosid-Analoga 1-3 gelang 
durch die bekannte Reaktion des 1 -Chlor-2-desoxyribofura- 
nose-Derivates 15 mit einer aktivierten Form des Heterocy- 
clus (Schema 2a). Die Basen 4 und 5 wurden als Quecksil- 
ber(n)-Salze 16 bzw. 17 aktiviett; die Base 12 war bereitseine 
geeignete aktivierte Form von 6. Kondensation von 16, 17 
und 12 mit Verbindung 15 in einem inerten Losungsmittel 
fuhrte, in damals befriedigender Ausbeute, zu 18,19 bzw. 20 
als Gemisch der 01- und i3-AnomereL6- lo’ . Die erwunschten 
P-Anomere lieBen sich jeweils durch Chromatographie an 
Kieselgel oder Aluminiumoxid abtrennen. 

40 Angew. Chem. 102 f 1990) 37 59 



13 14 6 

Schema 1. Synthese der Basen-Analoga a) I2 und b) 6. 

Ein Nachteil der oben beschriebenen Glycosylierung war 
die geringe thermische Stabilitat von 15; unter den gewahl- 
ten Bedingungen ging es zu einem groBen Teil in das Elimi- 
nierungsprodukt 21 iiber. Diese Reaktion lieB sich jedoch 
durch Verwenden des stabileren Methylglycosids 22 und 
durch geeignete Aktivierung der Base vermeiden (Schema 
2b). Die Base 5 wurde als Trimethylsilylderivat 23 aktiviert 
und in Gegenwart von Trifluormethansulfonsaure (zur Ent- 
fernung der Methoxygruppe) rnit 22 glycosyliert [’ ‘ I .  

Als weiterer Nachteil erwiesen sich die oft bescheidenen 
Ausbeuten der erwiinschten P-Anomere. Um diese zu ver- 
bessern, bot sich die Desoxygenierungsmethode nach Burton 
et aI.[’ an. Normalerweise reagieren 2-Desoxyribofurano- 
se-Derivate unspezifisch an C-1, sofern nicht die Epimerisie- 
rung bei der Herstellung der anomerenreinen lu-Chlor-2- 
desoxyribose-Derivate a-15 und bei der Glycosylierung 
durch besondere MaBnahmen unterdriickt wird ( V ~ I . [ ’ ~ .  14*). 

Geeignete Ribofuranose-Derivate lassen sich aufgrund der 
Nachbargruppenbeteiligung einer 2u-Tosyl-[’ 51 oder einer 
2a-Benzoylgr~ppe[~. 161 selektiv in die 1 P-Anomere iiberfiih- 
ren. Die besten Bedingungen fur Glycosylierungen sind 
Raumtemperatur unter Verwendung handelsiiblicher und 
stabiler 1-0-Acetyl-2,3,5-0-tribenzoyl-P-~-ribofuranose 
25l51 oder 1,2,3,5-Tetra-O-acetyl-~-~-ribofuranose~~ per- 
trimethylsilylierter Basen und einer Lewis-Saure wie Tri- 
fluormethansulfonsauretrimethylsilylester 24 oder Zinnte- 
trachlorid als 1 -Desacetoxylierungsreagens. Ein Beispiel der 
von uns gegenwartig bevorzugten Herstellungsmethode des 
2’-Desoxy-P-ribofuranosides 34 findet sich in Schema 3. Die 
aktivierte Base 26 wird durch zweifaches Silylieren des Ami- 
nopyridons 6 hergestellt und in situ mit 25 in Gegenwart von 
Zinntetrachlorid zum Nucleosid-Analogon 27 glycosy- 
liertI5l. Das anomerenreine Produkt wird dann zuerst zu 28 
N-acetyliert, selektiv zu 29 debenzoyliert und in 3’- und 5‘- 
Stellung mit 1,3-Dichlor-l,l,3,3-tetraisopropylsiloxan 30 
zum Ribosederivat 31 bissilyliert. Diesen gewohnlich mit 
hohen Ausbeuten durchfiihrbaren Reaktionen folgt eine 
zweistufige Desoxygenierung[lB! Zuerst wird eine radiko- 

phile funktionelle Gruppe (Thiocarbonat oder Xanthoge- 
nat) in 2’-Position eingefiihrt. RoutinemaQig verwenden wir 
hier den Chlorthioarneisendure-p-tolylester 32. Das chro- 
matographierbare, stabile Thiocarbonat 33 kann entweder 
in guter Ausbeute isoliert oder in situ rnit Tributylzinnhydrid 
in das 2’-Desoxyderivat 34 iiberfiihrt ~ e r d e n ~ ” ~ ] .  

0 qy, + 

O K l -  0 

15 

f 

x 12 

80-140°C 

1 8 :  X = C H , R = H  

1 9 :  X = N , R = H  

20: X=CH,R=NHAc 
0 

21 

Schema 2. Glycosylierung unler Verwendung von a) 15 und b)  22 

2.1.2. Phosphorylierungen 

Im Hinblick auf die Verwendung der phosphorylierten 
Produkte wurden mehrere Phosphorylierungsverfahren 
gepriift. Als erstes wurde das Pyridon-Nucleosid 1 phospho- 
ryliert. Reaktionen rnit Bis(2,2,2-trichlorethyl)phosphor- 
chloridat, einem wegen seiner 5’-Selektivitat attraktiven 
Phosphorylierungsreagensf191, lieI3en schon friih erkennen, 
daB 1 labiler als die natiirlichen Pyrimidon-Nucleoside d T  
und dC istI6l. Als Reagens der Wahl fur die 3‘- und 5’-Phos- 
phorylierung bewahrte sich Pyridiniurn-2-cyanethylphos- 
phat IZo1, zusarnmen rnit einem Kondensationsreagens wie 
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) oder Mesitylensulfonyl- 
chlorid”’ -231.  Die 2-Cyanethylguppe liel) sich rnit Ammo- 
niak durch P-Elirninierung entfernen, wobei die Ammo- 
niumsalze der Phosphorsauremonoester entstanden. 
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NHR 

R = H :  27 

R = A c :  28 

I )  3Aquiv. 0.1N 
NaOCH, 

2) DOWEX-H’ 

NHAC 

A-c 

NHAC 

HoqQo 

HO OH 

Schema 3. Glycosylierung unter Venvendung von 25 

29 

C I ( C S ) ~  
32 

4-Dimethyl- 
aminopyridin , 
CH,CN 

Fur  eine direkte Herstellung der Nucleosid-5’-monophos- 
phate wurde eine alternative Synthese entwickelt (Schema 
4a)[241. Behandeln der Nucleosid-Analoga 1-3 rnit einem 
Gemisch von Phosphorsauretrichlorid und wenig Wasser 
fuhrte in hohen Ausbeuten zu den 5’-phosphorylierten Pro- 
dukten 35-37[25-271. Unter diesen Bedingungen konnte 
weder eine Phosphorylierung in 3’-Stellung noch eine 
Abspaltung der Basen beobachtet werden. Bei den drei Ana- 
loga envies sich die Glycosylbindung im Pyrimidon-Nucleo- 
sid 2 als die labilste sowohl gegenuber Siuren als auch gegen- 
uber Basent2$]. Deshalb war diese direkte Methode beson- 
ders fur die 5‘-Phosphorylierung von 2 geeignet. Die Verbin- 
dungen 35-37 wurden uber die reaktiven Phosphoramidate 
3-40 nach Moffat und K h ~ r a n a ~ ~ ~ , ~ ~ ]  in die Triphosphate 
41 -43 ubergefiihrt (Schema 4a)’271. 

Andersartige Phosphate der Nucleosid-Analoga waren fur 
die Synthese der DNA-Oligomere erforderlich. Zum Arbei- 
ten nach der Phosphotriester-Methode wurden vollgeschutz- 
te Nucleosid-3’-monophosphattriester mit Standard-Schutz- 
gruppen venvendet. Als intermediare 5’-Schutzgruppen 
dienten saurelabile Di- oder Monomethoxytritylgruppen, 

wihrend N6-Benzoyl-, N4-Anisoyl- und N2-Isobutyryl- 
amide als permanente Schutzgruppen fur die Adenyl-, Cyti- 
dyl- bzw. Guanylderivate Venvendung fanden [ 3 0 - 3 2 1  . Di e p -  
(splter o-)Chlorphenylgruppe wurde als permanente Phos- 
phatschutzgruppeeingesetzt; diese Gruppen l i e k n  sich nach 
dem letzten Kondensationsschritt selektiv mit dem 1,1,3,3- 
Tetramethylguanidiniumsalz von (E)-4-(spiter 2-)Nitro- 
benzaldehydoxim entfernex11~~. 341. Als Phosphorylierungs- 
reagentien, die rnit den Analoga vereinbar waren, erwiesen 
sich p- und o-Chlorphenyl-(2-cyanethyl)phosphorchlondat 
44. Die 2-Cyanethylgruppe erhoht die Lipophilie der Bau- 

I OH I tBuOH,H,O 
OH 

172.3 35, B = 1-(2-Pyridon) 
36, B = 1-(2-Pyrirnidon) 
37, B = 1-(4-Amino-2-pyridon) 

38,39,40 

Q O - P - 0 - P - 0 - P - O v B  B Y ?  oO-P- 0 

I I I CI 

O-CN c r \ -  / 
00 A0 00 

OH 
41,42,43 44 

45 46 

1) DMnovBp OH 

Schema 4. a) Phosphorylierungen in 5’-Stellung; b) Phosphorylierungen in 3‘- 
Stellung. R P  (geschiitzte Basen): 9-(N’-Isobutyrylguanin), 1-(N4-Anisoqlcyto- 
sin) oder l-{N4-(1-Methylpyrrolidin-2-yliden)cytosin) [39] und 9-(.y6-(1- 
Methylpyrrolidin-2-y1iden)adenin) [40]. Keine Schutzgruppe an 1 -(Thynin). 
1) Partiell geschiitztes Nucleosid; 2) Et,N/Pyridin/H,O; 3) aq. E1,NH HCO,. 
in CHCI, extrdhieren; 4) Chromatographie an SiO,. Fallung. 

steine und ermoglicht es, sie auf Kieselgel zu chromatogra- 
phieren, mu13 aber vor jedem Kondensationsschritt mit einer 
Base wie Triethylamin oder tert-Butylamin abgespalten wer- 
den[31. 3 2 . 3 5 - 3 7 1  
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Kiirzlich haben wir gefunden, daB sich ein Losungsmittel- 
gemisch (Ethylacetat/Methanol/Wasser 4: 1 :0.1 -0.7) fur die 
Chromatographie stark polarer Verbindungen wie etwa 
Aminosauren dazu eignet, vollstindig geschiitzte Bausteine 
des Typs 47 als Triethylammoniumsalz durch ,,Flashchro- 
matographie" (Kieselgel 40-65 pm) zu reinigen. ohne daB 
dabei die sehr saureempfindliche 5'-(Dimethoxytrity1)- 
Schutzgruppe abgespdhen wurde. Dadurch konnten wir 
nicht nur auf die 2-Cyanethylphosphat-Schutzgruppe ver- 
zichten (die sich beim langeren Aufbewahren thermisch ein 
wenig zersetzt), sondern auch das einfache o-Chlorphenyl- 
phosphordichloridat 45 als Phosphorylierungsreagens ver- 
wenden. Schema 4 b  faBt die von uns zur Zeit bevorzugte 
Phosphorylierungsmethode zusammen. Sie lehnt sich an das 
Verfahren von Chatfopadhyaya und Ree~e[~ '"]  an und ver- 
wendet das in situ hergestellte Phosphordiimidazolid 46 als 
reaktive Spezies zur Herstellung des Triesterbausteins 
47 13 8bI, 

50 % 

30 % 

30 Yo 

2.2. Kondensationen der Nucleotide 

1) pAbz(Ac), DCC 
2) NaOH 
3) DEA E-Sephadex 

d[MMTrGibpAb'(Ac)l 
1) pTpT(Ac), TPSCl 
2) NaOH 
3) DEAE-Sephadex 

d[MMTrGibpAb*pTpn 
1) pTpT(Ac), TPSCl 
2) NaOH 
3) DEAE-Sephadpx 

2.2.1. Synthese in Liisung 

Zu Beginn unserer Studien (Anfang der siebziger Jahre) 
hatte sich noch kein Verfahren zur Synthese von Oligodes- 
oxynucleotiden durchsetzen konnen. Die milden Reaktions- 
bedingungen, insbesondere die Verwendung von DCC als 
Kupplungsreagens, bei der Kondensation nach der Phos- 
phodiestermethode von Gilham und K h ~ r a n a [ ~ ' ~  schienen 
auch fur unsere Synthesen giinstig zu sein, denn bei Versu- 
chen mit dem Nucleosid-Analogon 1 hatte sich gezeigt, daD 
wires mit instabilen Substraten zu tun hatten". 'I. Trotzdem 
verwendeten Falk et al.[2'1 in Anlehnung an Letsinger und 
Ogilvie[201 noch die urspriingliche Variante der Phospho- 
triestermethode; bei mehreren Polythymidin-Nucleotiden 
schien das Diesterverfahren von Khorana und V i z s ~ l y i [ ~ ~ ]  
hohere Ausbeuten als das Phosphotriesterverfahren zu erge- 
ben. In der Tat lieferten die Synthesen von Di- und Trinu- 
cleotiden, die das Pyridon 4 und das Pyrimidon 5 enthielten, 
nach der 5' -+ 3'-Diestermethode vielversprechende Resul- 

. ingegen bildeten sich interessanter- 
weise bei der 3' -+ 5'-Diestermethode nach Weimann und 
K h ~ r a n a I ~ ~ ~  dimere Pyrophosphate (Selbstkondensations- 
p r o d ~ k t e ) [ * ~ ' .  Diese Ergebnisse ermoglichten uns die Ent- 
wicklung einer Synthesestrategie fur den schrittweisen Auf- 
bau grokrer  Oligonucleotide rnit modifizierten Basen. 

Der Plan zur enzymatischen Kettenverlangerung rnit 
modifizierten Basen gliedert sich im Wesentlichen in zwei 
Teile, namlich in die Synthese eines natiirlichen Primerstran- 
ges und dreier Templatstrange, welche die Basen 1, 2 bzw. 3 
in definierten Positionen enthalten'461. Als Enzym fur die 
Replikationsexperimente wurde die DNA-abhangige Esche- 
richin-coli-DNA-Polymerase I (pol I, E.C.2.7.7.7.) gewahlt, 
welche einen DNA-Templat- und einen DNA- (oder in vivo 
RNA)-Primerstrang in einer Lange von sieben bis neun 
Nucleotiden benotigt. Ferner sol1 die DNA doppelstran- 
gig und der Templatstrang bei diesem Versuch etwas Ian- 
ger als der Primerstrang sein. Die folgenden Sequen- 
Zen wurden gewahlt (Versuchsbedingungen und Resulta- 
te siehe Schema 8): ein tridecamerer Templatstrang 
5'-d(TpTpNpCpGpTpCpApApApApTpC)-3', wobei N 

tate[22. 23. 25.26.43.441 H' 

fur 1-3 steht (in der Folge als Templat I, I1 bzw. 111 
bezeichnet), und ein octamerer Primerstrang 5'-d(GpAp- 
TpTpTpTpGpA)-3'. Der Primerstrang ist komplementar 
zum 3'-Ende des Templatstranges; fiinf Nucleotide rnit N in 
der Mitte bleiben als effektiver Templatstrang iibrig. 

Der Primerstrang wurde durch eine Dinucleotid-Block- 
synthese (Schema 5 )  erhaltenl4']. D a  bei der Diestemethode 

sterisch gehinderte, relativ unreaktive sekundare Alkohole 
als Nucleophile dienen, entstanden immer die unerwiinsch- 
ten Pyrophosphate (nicht aktivierte Phosphatgruppen kon- 
kurrieren mit 3'-OH-Funktionen). Dies fiihrte zu niedrigen 
Ausbeuten der Produkte (Schema 5) .  Ein zweites Problem 
warf die anionische Natur der Reaktanten und Produkte 
(Phosphorsaurediester) auf, die miihsam an Ionenaustau- 
scherharzen getrennt werden muDten. Somit hatte die 
Diestermethode bei der Synthese eines Octamers ihre Gren- 
Zen erreicht. 

Deshalb wechselten wir zur Tnestermethode iiber[35*48), 
fiihrten zwei Blocksynthesen des Templats I durch und ver- 
glichen die Diester- mit der Triestermeth~de[~'I. Obwohl es 
moglich war, einen wesentlichen Teil der Synthese durchzu- 
fiihren, gaben wir die Diestermethode auf. Die Triesterme- 
thode (Schema 6 )  basiert auf den iiblichen, vollstandig 
geschutzten Nucleosid-3'-phosphorsauretriestern, wie sie in 
Abschnitt 2.1.2 beschrieben sind. Das entschiitzte Trideca- 
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Trimer Tetramer Tetramer 

Pentamer + - I -  Octamer + 
Tridecamer 

Schema 6. Blocksynlhese von Tridecadesoxynucleosid-dcdecaphosphat 
TTNCGTCAAAATC (N = 1:  Ternplat 1, N = 2: Templat 11) in LBsung nach 
der Phosphotriestermethcde. 

mer wurde durch praparative Schicht- und Ionenaustausch- 
chromatographie sowie Umkehrphasen-HPLC gereinigt. 
Abbau mit Phosphodiesterase I und HPLC-Analyse des 
Monomerengemisches bestitigten das erwartete Basenver- 
haltnis. Das Templat I1 wurde im wesentlichen auf dieselbe 
Art hergestellt 13'l. Sowohl die HPLC-Analyse des von Phos- 
phodiesterase I hydrolysierten Oligomers als auch die 
Sequenzanalyse nach Maxarn und Gilber11~'"~ bestatigten die 
Nucleotidsequenz. 

Die Resultate der Einbau- und Replikationsversuche 
(siehe Abschnitt 3.2) ermutigten uns zur Fortsetzung unserer 
Synthesen. Der Bedarf an recht g rokn  Mengen sehr reiner 
Oligomere (50-100 mg), die durch 'H-NMR-. "N-NMR- 
und CD-Spektroskopie sowie, falls kristallisierbar, durch 
Rontgenstrukturanalyse untersucht werden konnten, legt 
die Verwendung der Blocksynthese-Strategie und der nun 
bewahrten Triestermethode in Losung nahe. Zur Zeit stellen 
wir funf selbstkomplementare Oligomere her: zwei Hexa- 

Schema 7. Triester-Blocksynthesc von 
zwei Hexameren. nvei Heplameren und 
einem Octamer in L6sung. '" = N*-Anis- 
oyl; Ib = N'-Isobutyryl; (Bz) = Y-Ben- 
zoyl; Q = 2-Chlorphenylphosphat; 
@(All) = Allyl(2chlorphenyl)phosphat; 
Q- = Triethylammonium(2chlorphe- 
ny1)phosphat; dN" = 4-([''N]-Aceta- 
mido-1 -(2'desoxy-go-ribofuranosyl)-( 1.3- 
lSN,]2(1H)-pyridon; T = [1.3-15N,]-Thy- 
midin; d U Y  = N'-(l-Methylpyrrolidin- 
2-yliden)-[l,3.P-' 'N,]-2'-desoxycytidin. - 
dep. = Abspaltung der Schutzgruppen. 

DMTrC."@ 

I 

mere (als TZ und CZ bezeichnet), zwei Heptamere (TT und 
CC) und ein Octamer (TC). Die Grunde dieser Wdhl werden 
in Abschnitt 3.3 diskutiert. 

TZ S-d(CpGpTPNpCpC)-V, dN = 3 
CZ S-d(CpGpCpNpCpC)-3', dN = 3 
TI 5'd(CpGpCpTpGpCpG)-3' 
CC S-d(CpGpCpCpGpCpG)-3' 
TC S-d(CpGpCpTpCpGpCpG)-3' 

Die Trinucleotidsequenzen NCG, GCG und CGC kom- 
men in mehreren Oligomeren vor und dienen deshalb, wie in 
Schema 7 gezeigt, als Blocke A, B und C. Die zentralen 
Basen sind durch hochangereicherte 5N-Isotope markiert. 
Sie wurden ausgehend von markiertem Harnstoff (fur mar- 
kiertes dT), Uracil und Ammoniak (fur markiertes dC) und 
Ammoniak (fur markiertes 3) gemaB Schema 1 b, herge- 
~ t e l l t [~ '~ l .  Die Synthesestrategie basiert teilweise auf einem 
modernen Verfahren in Losung, der ,,Filtration Method" 
von Chaudhuri et al.['O1. 

Bei dieser Triestermethode (5' -+ 3'-Kettenverlangerung) 
werden monomere Bausteine verwendet ; wir wahlten die 
gleichen Bausteine wie in Abschnitt 2.1.2 (47, Schema 4b). 
Nach Angabe der Autoren liefert die Verwendung eines efi-  
zienten Kondensationsmittelgemisches so gute Ausbeuten. 
daB bis zu funf Kupplungscyclen (bei unserer Synthese drei 
Cyclen) ohne chromatographische Reinigung der Zwischen- 
produkte moglich sind. 

2.2.2. Synthese am festen Triiger 

Die chemische Empfindlichkeit von 1 und 2 lien keine 
Synthese am festen Trlger zu, da das Risiko bestand, ein 
Gemisch von Tridecameren mit teilweise abgespaltenen Pyri- 
din- oder Pyrimidinbasen zu erhalten. Die zusatzliche Ami- 
nogruppe in 3 erhoht die StabiliGt dieses Nucleosids wesent- 
lich, was vermutlich auf den + M-Effekt der funktionellen 

1) H" 

44 Angew. Chem. 102 f 1990) 37-59 



Gruppe in p-Stellung zur Glycosylbindung zuriickzufiihren 
ist. Die Abspaltung der Base war also kein groDes Problem 
mehr, so daD fur die Herstellung des Templats 111 die Syn- 
these am festen Trager geplant wurde. Damals hatte man die 
Wahl zwischen der raschen P h ~ s p h i t - ' ~ ' . ' ~ ~  und der Phos- 
photriestermethode. Die heute meist verwendete Phospho- 
a m i d i t m e t h ~ d e [ ~ ~ " ~  stand fur Routinearbeiten noch nicht zur 
Verfiigung. Vorversuche zeigten, daD die Kupplungsbedin- 
gungen bei der Phosphitmethode zu drastisch waren; es 
resultierten symmetrisch verknupfte Nebenprodukte und 
eine geringere Ausbeute als bei der T r i e ~ t e r m e t h o d e l ~ ~ ~ l .  
Dariiber hinaus erwies sich die letztgenannte, langsamere 
Methode als flexibler; so konnten z. B. di- und trimere Bau- 
steine verwendet werden. Dank der guten Erfahrungen mit 
den Nucleotid-Analoga und der Triesterchemie in Losung 
entschieden wir uns, bei dieser Methode zu bleiben. 

Die gesamte Synthese wurde in einem manuell kontrollier- 
ten, geschlossenen System durchgefiihrt. Die Losungen wur- 
den unter schwachem Uberdruck mit trockenem Stickstoff 
uber ein Achtwegventil in die Saule, die den festen Trager 
enthielt, gepumpt. Da zu Beginn unserer Arbeiten das heute 
weitverbreitete ,,controlled-pore glass" (CPG) noch unbe- 
kannt war, verwendeten wir rnit 1 O/O Divinylbenzol querver- 
netztes Styrol als Tragermaterial. Wahrend der Templat-III- 
Synthese wurden die Reaktionsbedingungen optimiert und 
bei der Synthese des Octameren Primers GATTTTGA gete- 
stet1'0'371. Die Bausteine fur Templat 111 waren Mono-, Di- 
und Trimere gleicher Struktur, wie sie fur die Synthesen der 
Template I und I1 verwendet worden waren (vgl. Abschnitt 
2.1.2). Jedoch bauten wir GATTTTGA vollstandig aus 
monomeren Bausteinen auf. 

Von mehreren gepriiften Kupplungsreagentien konden- 
sierte Mesitylensulfonyl( 3-nitro-l,2,4-triazol- 1 -id)/l -Butyl- 
imidazol (minimale Kondensationszeit auf festem Trager : 
10min) am raschesten. Dieses Reagens lieferte auch die 
besten Ausbeuten. Die Uberlegenheit des Katalysators 1 - 
Butylimidazol gegeniiber dem iiblicherweise verwendeten 1 - 
Methylimidazol war bereits bei der Phosphorylierung in 
Gegenwart von 44 beobachtet ~ o r d e n [ ~ ' l .  Dies IaBt sich 
durch die erhohte Nucleophilie des Butylderivats erklaren, 
das entscheidend fur den geschwindigkeitsbestimmenden 
Schritt der Kupplungsreaktion ist [lo]. Wesentlich nucleophi- 
lere Katalysatoren wie das von Efimov et al.1541 verwendete 
4-(Dimethylamino)pyridin-l-oxid fiihrten zu betrachtlich 
kiirzeren Kupplungszeiten (ca. 1 min), so daD die Triesterme- 
thode heute mit der raschen Phosphoramiditmethode kon- 
kurrieren kann. Entsprechend lag die durchschnittliche 
Kupplungsausbeute bei der optimierten Synthese des Octa- 
mers bei 98 YO, womit sich die Maskierung von nicht umge- 
setztem Material eriibrigte. 

Die Methode zur Entfernung der Schutzgruppen im letz- 
ten Schritt muDte fur das Templat Il l  modifiziert werden, da 
sich die N4-Acetylgruppe unter den Standardbedingungen 
(conc. NH,, 55 "C) nicht vom Basen-Analogon abspalten 
lie& N4-Acetyl-3-desaza-2'-desoxycytidylat ist ein von einem 
Enamin abgeleitetes Amid; die Basenschutzgruppe erwies 
sich bei der Ammonolyse stabiler als diejenige in einem von 
einem Amidin abgeleiteten Amid, z. B. in N4-Anisoyldesoxy- 
cytidylat. Nach Abspalten der permanenten Phosphat- 
schutzgruppen und teilweiser Freisetzung des Produktes 
vom festen Trager durch Benzaldehydoximat und Abspalten 
der Benzoyl-, Anisoyl- und Isobutyrylschutzgruppe sowie 

vollstandiger Freisetzung vom Trager rnit Ammoniak lieD 
sich das Basen-Analogon im Tridecamer durch Hydrolyse 
mit 1~ NaOH innerhalb von 30 min desacetylieren. Interes- 
santerweise genugte die Erzeugung eines Polyanions durch 
Benzaldehydoximat als Schutz der Phosphordiesterbindun- 
gen, die bei der anschlieknden Behandlung rnit starker Base 
nicht abgespalten wurden. 

Die Reinheit der Produkte wurde durch HPLC-Analyse 
und im Falle des Templats HI durch Gelelektrophorese 
bestatigt. Die Hydrolyse der Trideca- und Octamere rnit 
Phosphodiesterase I ergab die erwarteten Anteile an Mono- 
nucleotiden, wie die HPLC-Analyse bewies["* 371, 

3. Basenpaarung mit modifizierten Nucleotiden 

3.1. Prokaryotische DNA-Polymerasen als Modellsystem 

DNA-Polymerase I (pol I) aus Eschrrichiu coli ist das pro- 
karyotische DNA-synthetisierende Enzym, das gegenwartig 
am besten charakterisiert istIss. 561. Es hat ein Molekularge- 
wicht von 103 000 Da und weist drei Domanen auf (Abb. 4). 

Abb. 4. Schematische Darstellung der DNA-gebundenen DNA-Polymerase I 
aus E. coh (nach Joyce und Steifz 1571). 

Die Polymerase-Domane enthalt eine Templat-DNA-Bin- 
dungsstelle, eine Bindungsstelle fur das DNA-3'-Ende des 
Primers und eine Bindungsstelle fur ein Nucleosidtriphos- 
phat (dNTP). Die 3'-5'-Exonuclease-Domane hat eine wei- 
tere Bindungsstelle fur ein 3'-Ende, die ebenso ein Nucleosid- 
monophosphat (dNMP) binden kann. Das Enzym schneidet 
frisch polymerisierte, 3'-terminale Nucleosid-5'-monophos- 
phate aus dem Primerstrang heraus und wirkt so als Korrek- 
turenzym. Diese Domanen werden zusammen als Klenow- 
Fragment oder groDes (proteolytisches) Fragment bezeich- 
net; sein Molekulargewicht betragt 68 000 Da. Beide Doma- 
nen benotigen Magnesium-Ionen. Das kleinere Fragment; 
die 5'-3'-Exonuclease-Domane rnit einem Molekulargewicht 
von 35 000 Da, entfernt die DNA vom wachsenden Ende der 
DNA-Kette[57* "I. 

Dieses enzymatische System diente uns als Modellenzym 
fur die DNA-Synthese. Unser Ziel bestand darin abzuklaren, 
o b  unsere Analoga von der dNTP-bindenden Stelle oder der 
templatbindenden Stelle der Polymerase gebunden werden, 
und das Verhalten der Analoga mit dem der naturlichen 
Substrate zu vergleichen. Da bekanntlich DNA-Polymerase 
I von E. coli eine gewisse DNA-Nucleaseaktivitat aufweist, 
wurde zusatzlich DNA-Polymerase aus Micrococcus lureus 
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getestet; dieses verwandte Enzym hat eine wesentlich gerin- 
gere DNA-Nucleaseaktivitat. 

3.2. Enzymatische Reaktionen 

3.2.1. Durch DNA-Polymerase katalysierter Einbau in vitro 
unter Ver wendung mo&&ierter Nucleosidtriphosphate [591 

Die drei Triphosphate 41,42 und 43 (Schema 4a)  konnen 
als dCTP-Strukturanaloga angesehen werden. Sie wurden 
deshalb anstelle von dCTP zur Bestimmung ihrer Einbaurate 
in DNA verwendet. Polymerase wurde mit einem Gemisch 
von aktivierter DNA aus Kalbsthymus (Zufallssequenzen, 
die als Templat und Primer dienten), dATP, dGTP, TTP, 
[ c ~ - ~ ~ P ] T T P  und zunehmenden Mengen von einem der Ana- 
loga 41 -43 (1 bis 50 Aquivalente bezogen auf die natiirli- 
chen Triphosphate) versetzt. Nach 30 min wurde die entstan- 
dene DNA ausgefdlt und gewaschen und die Einbaurate der 
Nucleotide durch Szintillationsmessung des (radioaktiven) 
Produkts bestimmt. Beide Enzyme, pol I und M.-luteus- 
DNA-Polymerase, gaben iibereinstimmende Resultate, die 
nicht vom Zugabemodus der Analoga abhingen. Dies bedeu- 
tet entweder, daB die Polymerisation ablief, bis der Einbau 
des ersten dCMP fallig war und daD keines der Analoga 
41 -43 eingebaut wurde, oder aber, daD die Synthese nach 
dem Einbau der Analoga aufhorte. Um dies zu priifen, 
wurde dCTP nach der ersten Inkubationsphase zugegeben 
und die Reaktion nach weiteren 30 min abgebrochen. Dabei 
nahm die Einbaurate zu; sie entsprach praktisch der Einbau- 
rate, die bei Inkubation mit allen vier natiirlichen Nucleosid- 
triphosphaten gemessen worden war. Daraus geht hervor, 
daD die Polymerase die Verbindungen 41 -43 nicht in DNA 
einbauen kann. Der Ersatz der Thymus-DNA durch synthe- 
tische poly-d(GC) und von [ u - ~ ~ P I T T P  durch [ c ~ - ~ ' P ] ~ G T P  
bei Zugabe steigender Mengen der Analoga 41, 42 und 43 
lieferte das gleiche Resultat. 

Eine mogliche Hemmung der Polymerase durch die Sub- 
strate 41-43 konnte nicht ausgeschlossen werden. Um eine 
Inhibition messen zu konnen, wurde ein Gemisch von M.- 
luteus-DNA-Polymerase, Thymus-DNA oder poly-d(GC) 
und [cz-~~PITTP bzw. [ u - ~ ~ P I ~ G T P  und allen natiirlichen 
Nucleosidtriphosphaten (mit poly-d(GC) wurden nur dGTP 
und dCTP verwendet) mit steigenden Mengen an 41,42 oder 
43 inkubiert und unter denselben Bedingungen wie oben 
behandelt. Eine sehr schwache Hemmung resultierte in 
Gegenwart der beiden Template und der drei Analoga. Die 
DNA-Synthese wurde bei Zugabe eines 5Ofachen Uber- 
schusses der Substrate 41, 42 oder 43 am natiirlichen Tem- 
plat um 50% und an poly-d(GC) urn 70% gehemmt. 

Um die Art der Hemmung durch die Verbindungen 41 -43 
zu ermitteln, unternahmen wir zusitzliche Versuche. Wir 
inkubierten drei natiirliche Nucleosidtriphosphate in gleich- 
bleibenden Mengen und eines - dATP oder dCTP - in stei- 
gender Menge mit einem Gemisch von M.-luteus-Polyme- 
rase und Thymus-DNA wahrend 15 min. Dadurch konnte 
die Abhlngigkeit der DNA-Synthese (d. h. die Reaktionsge- 
schwindigkeit v) von der Substratkonzentration ([A, wobei 
S fur dATP oder dCTP steht) untersucht werden. Diese 
Abhangigkeit wurde einmal mit und einmal ohne einen der 
Inhibitoren 41-43 in 50fachem UberschuD bestimmt. In den 
Experimenten ohne Inhibitorzusatz erreichte die Geschwin- 

digkeit v der DNA-Synthese rnit zunehmender Konzentra- 
tion an S rasch ihr Maximum v,,,. Dieselben Beobachtun- 
gen wurden nach Zugabe der drei Inhibitoren gemacht, 
jedoch rnit dem Unterschied, daD lediglich ein Geschwindig- 
keitsmaximum erreicht wurde, das 50% unter dem ohne 
Inhibitorzusatz lag. Die Lineweaver-Burke-Auftragung["] 
(l/v iiber 1/s) der MeDwerte von Experimenten rnit oder 
ohne Inhibitorzusatz deutete darauf hin, daD die Analoga 
41 -43 eine nicht-kompetitive Hemmung ausiiben. 

3.2.2. Durch DNA-Polymerase katalysierter Einbau in vitro 
unter Verwendung modifzierter Nucleotide im Templatstrang 

Wie bereits in Abschnitt 2.2 beschrieben, sind drei Tim- 
platstrange, die je ein Basen-Analogon enthalten, hergescellt 
worden. Der Primer GATTTTGA sollte enzymatisch verlin- 
gert werden (Schema 8), wobei zuerst die Eignung des Pri- 
mers und der Template I, I1 und I11 als DNA-Matrizen f i r  
das Klenow-Fragment (pol I*) zu iiberpriifen waren. Fur alle 
weiteren Studien wurde ausschlieDlich das groDe Fragment 
aus E.-coli-DNA-Polymerase I verwendet, da  das Gesamt- 
enzym eine zusatzliche 5'-3'-Exonucleasekativitat enthilt 
(vgl. Abschnitt 3.1), die nach der Replikation mono- bis 
decamere Nucleotidfragmente aus doppelstrangiger DNA 
herausschneiden kann[551; dies hatte die Interpretation der 
Resultate von Replikationsexperimenten sehr erschwert. 

Pol I* wurde zusammen rnit den notwendigen Zusatzen 
(Puffer, Mgz@-Salze, etc.), [ u - ~ ~ P I ~ C T P ,  dem ersten einzu- 
bauenden Nucleosidtriphosphat, einer aquimolaren Menge 
der Template I, I1 oder I11 und dem Primer 90 min inku- 
biert. Danach wurde an den durch HPLC getrennten Pro- 
dukten die Radioaktivitat bestimmt. Durch Vergleich mit 
Kontrollexperimenten ohne Enzym konnte der groDte 
Anteil der Gesamtaktivitat dem verllngerten Primer 
d(GpApTpTpTpTpGpA [32p]C) zugeordnet werden. Dies 
bestatigte das korrekte Funktionieren des Replikationssy- 
stems. Als nachstes wurde der Primerstrang am 5'-Ende 
durch Umsetzen mit [ Y ~ ~ P ] ~ A T P  in Gegenwart von Polynu- 
cleotid-Kinase markiert; nach HPLC-Reinigung wurde 
d([32p]GpApTpTpTpTpGpA) (P-32-Primer) erhalten [lo]. 

Bei den Replikationsexperimenten [''I wurden aquimolare 
Mengen der Template I, I1 oder 111, des P-32-Primers sowie 
von dATP, dGTP, dCTP und TTP in einer Losung von Puf- 
fersalzen und Additiven 5-10 min auf 60°C erhitzt, um 
eventuelle unerwiinschte Sekundarstrukturen zu zerstoren. 
Dann wurde die Losung langsam abgekiihlt, was die Bildung 
der Primer/Templat-Doppelhelix ermoglichte. Nach Zusatz 
von pol I* wurde das Gemisch 30 min inkubiert; die Repli- 
kationsprodukte IieDen sich einerseits direkt durch Gelelek- 
trophorese und Radiographie und andererseits durch 
Sequenzanalyse und Radiographie nach Maxam und Gil- 
hert[49al analysieren. 

Unsere Interpretation der Radiogramme der sequenzier- 
ten (Abb. 5) und nicht-sequenzierten (nicht abgebildet) Pro- 
dukte geht aus Schema 8 hervor[611. Mit dem Templat I 
wurde der P-32-Primer in ca. 90% Ausbeute verlangert. Die 
natiirlichen Basen im Templat tiihrten zum Einbau der kor- 
rekten Nucleotide, wahrend das synthetische Analogon 
einen unspezifischen Einbau bewirkt. Die Replikation des 
Templats I1 ergab keine signifikante Primer-Verlangerung. 
Das erstaunlichste Resultat wurde mi! dem Templat 111 erhal- 
ten. Der P-32-Primer wurde mit 100 % Ausbeute vollstandig 
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Abb. 5. Radiogramm des scquenzierten P-32-Primers nach Elongation durch 
pol I *  (nach Moxum und Gilberr [49a]). Spalten 1-4: Replikation des Templats 
III. Spalten 5 -8 :  Replikation des Templats I .  Spalten 9-12: Replikation des 
Templats II ;  hier sind die Banden oberhalb des 3'-terminalen A nicht interpre- 
tierbar. G,R,Y.C: G-. Purin-, Pyrimidin- bzw. C-spezifische strangspaltende 
Ekdingungen. 

verlangert. Es waren die korrekten Basen eingebaut ; a h  Basen- 
Analogon 3 induzierte einen spezifischen Einbau von Des- 
oxycytidylat. 

I, 11, 111: 
P-32 : 

dN=1: 
dX = dA, dG, dC, T 

d N = 2 :  

d N = 3 :  

bewirkt wiirden. Spezifische Transversionsmutagene sind 
sehr selten; deshalb besteht groBes Interesse an einer solchen 
Verbindung. Leider konnte weder im Standardtest nach 
A r n e ~ [ ~ ~ ]  noch im empfindlicheren ,,Lambda-Mutatest" 
nach Devoret I6'] in einem weiten Konzentrationsbereich eine 
mutagene Aktivitat von 3 festgestellt werden. Wir schlossen 
daraus, daD kein Einbau in die DNA erfolgte, obwohl 3 
vermutlich in der Zelle 5'-triphosphoryliert worden war. 

3.3. Interpretation der experimentellen Resultate 

3.3.1. Strukturelle Voraussetzungen f i r  den Einbau 
von Nucleotiden 

Die Triphosphate 41 -43 wurden in keinem Experiment 
durch die DNA-Polymerase eingebaut. Wie die Erfahrungen 
iiber den Einbau zahlreicher Nu~leot id-Analoga[ '~~ und die 
Kenntnis der Stabilitat von Komplexen zwischen Polyme- 
rase und ihren natiirlichen Substratent661 lehrt, ist die pri- 
mare Bindung eines Nucleosidtriphosphats an pol I reversi- 
bel, relativ schwach und nur wenig selektiv beziiglich der 
Struktur der Base. 

Deshalb ist es verniinftig anzunehmen, daD alle drei mit 
dem natiirlichen dCTP strukturell eng verwandten Verbin- 

5'-d(TpTpNpCpGpTpCpApApApApTpC)-3' 
3 ' -d (ApGpTpTpTpTpApG3'p) -5 ' 

pol I * dATP, dGTP, 1 d C T P , m  

5'-d(TpTpNpCpGpTpCpApApApApTpC)-3' 
3 ' -d (ApApXpGpCpApGpTpTpTpTpApG3'p) -5 ' Z 90 yo 

Schema 8. Replikationsexperimente mit den Templaten I, II und 111. P-31-Primer, dATP. dGTP, dCTP und TTP 
und dem Klenow-Fragment der €.-co/i-DNA-Polymerase I (pol 1.). 

3.2.3. Mutagenifitstests in vivo 

BIoch et a1.'621 fiihrten Versuche iiber die Wachstums- 
hemmung und Aktivitatstests in vivo rnit 3-Desazapyrimi- 
dinribonucleosid-Analoga durch (z. B. 3-Desazauridin und 
3-Desazacytidin) und fanden eine Umwandlung der Ana- 
loga in die 5'-Triphosphate, jedoch keinen Einbau in RNA 
oder DNA. (Nucleosid-5'-triphosphate konnen in vivo nicht 
verwendet werden, da  ionische Substrate die Zellwand nicht 
passieren.) Unsere Einbauversuche rnit 3-Desaza-2'-desoxy- 
cytidin-5'-triphosphat 43 in vitro bestltigten die Resultate 
(vgl. Abschnitt 3.2.1). 

Trotzdem priifte B i ~ k l e ' ~ ~ ]  die Mutagenitat von 3 in vivo, 
da die Resultate mit dem Templat 111 (Schema 8) vermuten 
l iekn ,  daD, falls 5'-Triphosphorylierung des Desoxynucleo- 
sid-Analogons 3 in vivo und Einbau in DNA gegeniiber von 
Desoxycytidylat doch in geringstem AusmaD stattfinden, 
nach einer weiteren Replikation C -+ G-Transversionen 
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dungen sich an der Triphosphat-Bindungsstelle der Polyme- 
rase unter Komplexbildung anlagern konnen. Jedoch sind 
die Verbindungen 41 -43 wegen ihrer beschrankten Moglich- 
keit zur H-Briickenbildung rnit allen Basen des Templats 
(Abb. 3) recht schwache Konkurrenten der gleichzeitig vor- 
handenen Nucleosidtriphosphate. GemaD Abschnitt 1.4 
miissen alternative Bindungsmoglichkeiten unter Beteili- 
gung seltener Tautomere, protonierter Basenpaare oder ver- 
schobener Leserahmen fur die Analoga ausgeschlossen wer- 
den, da  sie ja nicht eingebaut werden. 

3.3.2. Replikation der Template I und II 

Die Konstitution eines Nucleotid-Analogons, das 2-Pyri- 
don enthalt (z. B. l), verbietet eine Basenpaarbildung iiber 
ein Iminoproton einer Nucleotidbase (Desoxyguanylat oder 
Thymidylat) (vgl. Abschnitt 1.4). Der durch das Templat I 
dirigierte unspezifische Einbau von z. B. d G M P  und T M P  in 
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einer Position gegenuber I (Abb. 5 )  laBt eine mogliche 
Abspaltung von Pyridin aus dem labilen Basen-Analogon 1 
vermuten; dies fiihrte zu einer nicht-basischen Stelle. Pol I 
kann Spezies mit nicht-basischen Stellen replizieren, wenn 
auch lang~am'~']. 

Das Experiment mit dem Templat I1 miBlang, vermutlich 
wegen der aukrgewohnlichen Instabilitat des Analogons 2 
(vgl. Abschnitt 2.1.2). Die Reihenfolge der chemischen Sta- 
bilitit der Bdsen-Analoga ist 3 > 1 > 2. Jedoch zeigt bereits 
das stabilste Templat, 111, eine gewisse Neigung zum Strang- 
bruch, besonders zwischen dem Nucleotid-Analogon 3 und 
seinem 5'-Nachbar Thymidylat, wenn es in einer Pufferlo- 
sung mit Polynucleotid-Kinase wahrend 6 h bei Raumtem- 
peratur inkubiert wurde["]. Die drei Template wurden zwar 
unmittelbar vor der Anwendung durch Umkehrphdsen- 
HPLC gereinigt, doch wurden die Strange nicht mehr auf 
ihren Gehalt an 1-3 uberpruft. Selbst wenn das Templat I1 
unmittelbar vor der Anwendung intakt war, mu13 es sich 
beim Envarmen auf 60 "C, kurz vor der pol I*-Zugabe, zer- 
setzt haben, da ja das stabilere Templat I unter denselben 
Bedingungen hochstwahrscheinlich Pyridin abspaltet. 

Beide Replikationsexperimente rnit den Templaten I und 
I1 zeigten klar, wie wichtig die Stabilitat der Basen-Analoga 
nicht nur wahrend ihrer chemischen Synthese, sondern auch 
wahrend der Replikationsexperirnente ist. 

3.3.3. Replikation des  Templats III: 
Die Struktur eines Pyridin-Pyrimidin-Paares 
in polymerasegebundener DNA 

Um den spezifischen Einbau von Desoxycytidylat gegen- 
uber dem Analogon 3 im Templat III zu verstehen, mussen 
wir uns nochmals alle theoretisch moglichen Basenpaarun- 
gen in einer Polymerase vergegenwartigen, die rnit dem Ana- 
logon im Templat moglich sind (Abb. 6). 3 kann in seiner 
Amino-Keto-Form rnit keinem der Nucleotide ein Watson- 
Crick-ahnliches Basenpaar bilden, da die Wechselwirkungen 
zwischen den H-Atomen eine Annaherung der Basen und 
somit die Bildung von H-Briicken verhindern (Abb. 6a, 
Spalte 1). Zwei alternative Anordnungen sind denkbar: Die 
Wobble-Paare, wobei die eintretende Base zur groBen oder 
zur kleinen Furche der DNA-Doppelhelix hin verschoben ist 
(Abb. 6a, Spalte 2 bzw. 3). In dieser Position waren Paarun- 
gen mit einigen Purin- und Pyrimidinnucleotiden sterisch 
moglich; bevorzugt sollte die Bindung an Desoxyguanylat 
sein. Da in der Position gegeniiber dem Analogon 3 (inner- 
halb der Fehlergrenzen der Sequenzanalyse nach Maxam 
und Gihert) kein Desoxyguanylat nachzuweisen war, schlie- 
Ben wir die Moglichkeit einer Basenpaarung mit Wobble- 
Anordnung in der Polymerase aus. 

Die tautomere Imino-Enol-Form[*' des Analogons 3 
(dN*', Abb. 6 b) kann im Gegensatz zur Amino-Keto-Form 
zwei H-Briicken mit Desoxycytidylat und weniger als zwei 
rnit Desoxyadenylat in einer Watson-Crick-ahnlichen An- 
ordnung bilden. Prinzipiell ist auch die Bildung von Basen- 
paaren rnit Desoxyguanylat und Thymidylat in einer Wob- 
ble-Anordnung vorstellbar ; der ausschlieBliche Einbau von 

['I Im folgenden kennzeichnet ein Sternchen die ungew6hnEche tautomere 
Form am C4Substituenten des Pyri(mi)din- und am C-6-Substituenten des 
Purinnucleotides und ein Hochstrich die ungewohnlichen tautomeren For- 
men am C-2-Substituenten des Pyri(mi)din- und Purinnucleotides. 

Desoxycytidylat beweist jedoch, daB - zumindest bei hoher 
Fehlerhaufigkeit - einzig die Watson-Crick-Anordnung in 
der Polymerase toIeriert wird. 

Es sollte noch eine andere Moglichkeit der Basenpaaran- 
ordnung in Betracht gezogen werden. Die eintretenden 
Nucleotidbasen konnten in der alternativen tautomeren 
Form vorliegen, in der sie ein anderes H-Substitutionsmuster 
aufweisen. Besonders die Lactimform von Desoxyguanylat 
(dG*TP) und eine Iminoform von Desoxyadenylat (3H- 
dA*TP) wurden in einer Watson-Crick-Anordnung zur 
Amino-Keto-Form von 3 passen (Abb. 7). Von beiden Tau- 
tomeren ist bekannt, da13 sie in Losung selten, d. h. nur zu ca. 

pro Monomer der normalen Form vorkom- 
Da wir wieder keinen entsprechenden Einbau beob- 

achteten, diirften sich seltene tautomere Fonnen an der Bin- 
dungsstelle fur Nucleosidtriphosphate in der Polymerase 
ausschlieBen lassen. Dies stimmt mit unserer Beobachtung 
iiberein, daB die seltene (siehe unten) tautomere Form des 
Triphosphat-Analogons 43, dN*'TP, nicht in die DNA ein- 
gebaut wurde (Abschnitte 3.2.1 und 3.3.1), sowie mit den 
Ergebnissen bekannter Mutagenitatsexperimente (diskutiert 
in [691). 

Die Frdge, wie selten die Imino-Enol-Form des Nucleosid- 
Analogons 3 in Wasser ist, konnte durch eine vergleichende 
I 3C-NMR-Untersuchung von 3 und Desoxycytidin beant- 
wortet ~ e r d e n [ ~ " .  Die tautomeren Formen von Desoxycyti- 
din (dC* und dC*') konnen spektroskopisch nicht nachge- 
wiesen werden, weil sie sowohl in Wasser als auch in Dime- 
thylsulfoxid (DMSO) in einem zu geringen Anted vorhanden 
sind. Die Anderungen der chernischen Verschiebungen, die 
beim Wechsel von DMSO zu Wasser beobachtet werden, 
konnen deshalb fiir die Zucker-C-Atome von dC auf Kon- 
formationsanderungen und fii; die Basen-C-Atome von dC 
hauptslchlich auf Verandenfngen der Solvatation oder 
Hydratation zuriickgefiihrt werden. Dies gilt auch fur das 
Analogon 3. Die G(c)-Kurven beider Verbindungen sind 
recht ahnlich; die haufigsten Unterschiede liegen im Bereich 
von = 0.1 bis 0.3, wenn die G(C)-Werte der entspre- 
chenden C-Atome unabhangig von den ,,absoluten" chemi- 
schen Verschiebungen verglichen werden (Abb. 8). Die g r o b  
ten Unterschiede betrugen in reinem DMSO AG;' = 1.4 f i r  
C-4 und 0.5 f i r  C-5. Bei hoherem Wassergehalt resultierten 
praktisch deckungsgleiche G(C)-Kurven. Dies leuchtet ein, 
denn wenn kein oder nur wenig Wasser vorhanden ist, erwar- 
tet man eine andere Art der Hydratisierung in der Nahe der 
CAminogruppe, je nachdem, ob ein zusltzlicher Protonen- 
acceptor (N-3) vorhanden ist oder nicht. 

Eine wesentliche, d. h. spektroskopisch beobachtbare Ver- 
schiebung des Tautomerengleichgewichtes von 3, die durch 
den graduellen Ubergang von DMSO zu Wasser erreicht 
wird, sollte sich auch auf die G(C)-Werte fiir C-4, aber nur 
zusammen mit denen fiir C-2 (dN -+ dN*'), auswirken. Die 
Unterschiede ASZFo zwischen reinem DMSO und reinem 
Wasser betrugen fur C-4 und C-2 1 .I 7 bzw. 1.1 6 im Analo- 
gon 3 und 0.25 bzw. 1.44 in dC. Der Unterschied, aufgrund 
einer h d e r u n g  der tautomeren Form, sollte mindestens 
A S g Y  = 2 betragen, wenn ein externer Standard verwendet 
wirdt7'l. Da die Form der G(C)-Kurven der C-2-Atome bei- 
der Vetbindungen sehr ahnlich ist (Abb. S ) ,  schliekn wir, 
daB beim Analogon eine etwaige Verschiebung des Tautome- 
rengleichgewichtes nicht beobachtet werden konnte. Das 
'H-NMR-Spektrum von 3 in DMSO zeigt zwei Aminopro- 

bis 
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1 2 3 

H 

H 

H 

b/ dN*' dGTP 

dN*' ?TP 

dN*' dATP 

dN*' dCTP 

H H. 
N- H 

H. 
N-H 

I NH 1 

H 

H 

Abb. 6. Theorefisch mogliche Anordnungen von Basen in einec DNA-Polymerase zwixhen a) dem Basen. lalogon (dN). b) der fautomeren Form von 3 (dN*') und 
den normalen taufomeren Formen der vier natiirlichen Desoxynucleofide. Spalfe 1 : Watson-Crick-arfige Anordnung; Spalte 2: Wobble-Anordnung, bei der das 
eintretende Nucleotid zur groBen Furcheder DNA-Doppelhelix verschoben ist; Spalfe 3: wiezweite Spalfe, aber mit Verschiebung zur kleinen Furche. R = DNA-Rick- 
grat; R = 2'-Desoxy-~-D-nbofuranosyl-5'-triphosphat. (1111): H-Briicken zwischen Heteroatomen; (---): schwache antiehende Wahselwirkungen; sich iberschnei- 
dende Klammem: sterische Hinderung (AbstoBung); einfache Umrahmung: mehr als eine, aber weniger als zwei H-Bricken pro Baxnpaar; schattierte Umrahmung: 
zwei H-Bricken. Fiir dN*' wurdc die Position von H-N4 (syn oder om#) so gewahlt, daB eine optimale Baxnpaarung m6glich wurde. 
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2 DMSO . 

2 H20 
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H 

3 - dG*TP 3 * 3H-dA*TP 

Abb. 7.  Theoretisch mBgliche Basenpaaranordnungen in einer DNA-Polyme- 
rase nvischen 3 (im Templat) und seltenen tautomeren Formen der Nucleosid- 
triphosphate dG'TP und 3M-dA'TP. R = DNA-Riickgrat: R' = 2'-Desoxy-P- 
o-ribofuranosyl-5'-Iriphosphat. 

tonen. Somit mul3 in wal3riger Losung die Amino-Keto- 
Form bevorzugt sein. 

Ungeachtet ihrer Seltenheit ist die Imino-Enol-Form von 
3 offensichtlich die einzige, die ein geniigend festes Basen- 
paar mit einem Nucleosidtriphosphat bilden und eine Poly- 

c-4 c-2 C-6 

merisation durch das Enzym zulassen wiirde. Das H-Sub- 
stitutionsmuster entspricht dem von Desoxyguanylat 
(Abb. 6 b). Somit 11Bt sich der spezifische Einbdu von Des- 
oxycytidylat, der durch die Anwesenheit des Analogons 3 im 
Templat bedingt ist, erklaren. 

3.3.4. Ein Modellmechanismus fur die 
Nucleotidbasenpwung und die Polymerisation 

Lassen sich diese Interpretationen rnit den bekannten 
Mechanismen der Nucleotidpolymerisation und Replika- 
tionsgenauigkeit vereinbaren? Da das gegenwirtige Polyme- 
risationsmodell hauptsachlich auf Versuchen rnit pol I* 
basiert, sollen einige neuere Ergebnisse erwahnt werden. 

Benkovic et a1.[72-741 untersuchten die Kinetik der DNA- 
Synthese durch pol I* .  Ihre SchluBfolgerungen sind in Sche- 
ma 9 ( ~ g 1 . 1 ~ ~ ~ )  zusammengefaBt. Zuerst wird das Enzym mit 
dem DNA-Templat und dem Primer beladen ( K , ) .  Es folgt 
eine primare Komplexierung eines Nucleosidtriphosphates 
(&). Den ersten geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bil- 
det eine Konformationsinderung ( E  -+ E') des Gesamtkom- 
plexes ( k  + 3).  In einem rascheren (hochstens teilweise ge- 
schwindigkeitsbestimmenden) Polymerisationsschritt wird 
die kovalente Bindung zwischen Primer und komplexiertem 
Mononucleotid gebildet ( k  *4), wodurch ein verllngerter Pri- 
mer und ein Pyrophosphatmolekul resultieren. Nach diesen 
Schritten ist die starkste Diskriminierung richtig und falsch 
gepaarter Nucleotideerreicht (ca. 1 : lo4 bis 1 : lo6). In diesem 
Stadium kann die korrigierende Aktivitat von pol I* 

(Abb. 4) die neugekniipfte Bindung spalten, so dal3 ein 
Nucleosid-5'-monophosphat entsteht ( k J .  Eine weitere 
Konformationsanderung ( k  + J wurde vorgeschlagen, die 
eine mei te  Diskriminierung richtig und falsch gepaarter Pri- 
mer-Enden ermoglicht. Diese Konformationsanderung ver- 
mindert die Dissoziationsgeschwindigkeit von DNA, die 
eine Fehlpaarung enthalt; somit kann die korrigierende 
Aktivitat die meisten falsch gepaarten Nucleotide entfernen 
(keJ Die Wegdiffusion von Pyrophosphat ( K J  fiihrt zu 
einem intermediaren Komplex, der auf drei Arten weiterrea- 
gieren kann : Dekomplexierung des Templat-Primers ( k  ,), 
was zu einer Unterbrechung der kontinuierlichen DNA-Syn- 
these fiihrt; Abspalten des letzten Nucleotids vom Primer 
( k J ;  geschwindigkeitsbestimmende Trdnslokation, die eine 
freie Bindungsstelle fur ein Nucleosidtriphosphat regene- 
riert. 

Man stellt sich vor, daB wahrend der ersten Diskriminie- 
rung ( k 1 J  das korrekte Nucleosidtriphosphat eine rasche 

C-6 

Abb. 8 .  Ukrlagerung von G(C)-Kurven. 
die sich von "C-NMR-Spektren von 2'- 
Desoxycytidin (Vierecke) und 3-Des- 
ara-2'desoxycytidin 3 (Kreise) ableiten. 
in Abhangigkeit von der Zusarnmenset- 
zung des Losungsmittels (aus Slruzcwski 
[70]). DMSO = [D,]Dimethylsulfoxid. 

Konformationslnderung von E nach E bewirkt, wahrend 
das Enzym rnit dem unkorrekten Triphosphat geniigend 
lange in seiner urspriinglichen Form E verweilt, um die Dif- 

E Transl. I 
E.D, + dNMP 

E.D, + dNMP 1 
E.D, + dNMP 

Schema 9. Kinetisches Modell f i r  die DNA-Synthese und das Korrekturlesen 
von E.-roli-DNA-Polymerase I (vgl. Kuchro et al. [74]). E:  Enzym: D.: Primer/ 
Templat; PP,: Pyrophosphat; D n -  I : verlangerter Primer/Templat. 

fusion von dNTP zu ermoglichen. Die Polymerisationsge- 
schwindigkeit k t 4  hangt auch davon ab, o b  ein richtiges oder 
ein falsches Nucleotid umgesetzt wird. Interessanterweise ist 
die korrigierende Aktivitat nicht nur recht inefizient im Ver- 
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gleich rnit der Polymerase, sondern schneidet auch unselek- 
tiv Nucleosidmonophosphate heraus: Sowohl korrekte als 
auch fehlerhafte Nucleotide konnen unter giinstigen Bedin- 
gungen herausgeschnitten werden. Dies ist insbesondere 
dann der Fall, wenn die Polymerisation oder die anschlie- 
Benden Schritte wegen eines falsch gepaarten oder eines 
zuvor unerkannten falschen Basenpaares, das sich gerade 
hinter dem letzten Paar befindet, langsamer werden. Zur Zeit 
sind die genauen (sterischen) Griinde, die den Replikations- 
prozeB verlangsamen, noch unbekannt. 

Steitz et al. fiihrten Rontgenstrukturanalysen von pol I* 
mit gebundenem TMP'751, 5'-d(AGACCGCCCGG)-3' . 5'- 
d(CCGGGCGG)-3' oder durch. Diese Studien und 
weitere Strukturuntersuchungen durch Protein-Engineer- 
ing[s71 wiesen iiberraschenderweise darauf hin, dalj das 
,,Korrektur-Aktivzentrum" des Enzyms etwa acht Basen- 
paare vom ,,Polymerisations-Aktivzentrum" entfernt ist. Es 
wird vermutet, daB der Primerstrang im Enzym beim Kor- 
rekturlesen teilweise ,,geschmolzen" vorliegt, d. h., die letz- 
ten vier Basen sind nicht gepaart (Abb. 9)1761. Um zu erkla- 

Abb. 9. Schematische Darsteltung von pol I*/DNA mit dem aktiven Zentrum 
der Polymerase(p) und 3'-Terminus der DNA, der an das aktive Zentrum (e) 
der Exonucleose gebunden ist (nach Frieemonr el al. 1761). 

ren, wie fehlgepaarte Basen die Polymerisation verzogern 
und dadurch die Wanderung des Primerstranges zur 
Korrekturstelle ermoglichen. wurde ein Erkennungselement 
(,,reading head") im aktiven Zentrum der Polymerase postu- 
liert[581. Zur Zeit ist diese Hypothese noch nicht experimen- 
tell gestiitzt, da es noch keine Rontgenstrukturanalyse gibt, 
die die Wechselwirkungen zwischen dem aktiven Zentrum 
der Polymerase, dem Templatstrang und einem Nucleosid- 
triphosphat zeigt. 

77.  781 untersuchten die Wechselwirkungen 
von pol I* mit Nucleosidtriphosphaten und Oligoribonu- 
cleotiden als Templaten (Ribonucleotiden, urn einen enzy- 
matischen Abbau zu verhindern) durch NMR-Spektro- 
skopie (kernmagnetische Relaxation von enzymgebundenen 
Mangan-Ionen (statt der ,,richtigen" Magnesium-Ionen) 
und Protonen-Kern-Overhauser-Effekt). Ein entscheidendes 
Ergebnis war eine vorlaufige Interpretation der strukturellen 
Bedingungen fur den ersten dNTP-bindenden und den ersten 
diskriminierenden Schritt ( K 2  bzw. k* 3 in Schema 9). Ferrin 
et schlugen vor, daB das Nucleosidtriphosphat in 
einem ersten Schritt an das Enzym bindet und dann nur iiber 
seine terminale y-Phosphorylgruppe mit dem enzymge- 
bundenen Magnesium-Ion in Wechselwirkung treten sollte 
(Schema 10). Obwohl die Triphosphatbasen zusammen mit 

Ferrin et 

d H  

' ,E.Dn.dNTP. uE'.Dn.dNTPn 

Schema 10. Vorschlag fur die Wechselwirkung zwischen Mgze (an den Primer- 
Templat-pol-1'-Komplex gebunden) und dNTP vor dern Polymerisations- 
schritt (nach Ferrin el al. 1771 und Ferrin und Mildvan (661). ..W-C-p." bedeutet 
Bildung eines Watson-Crick-Paares. 

dem Primer und dem Templat eine B-DNA-Konformation 
annehmen, ist diese primare Bindung gegeniiber den vier 
Nucleotidbasen nicht besonders selektiv; a u k r d e m  ist sie 
reversibel (entspricht K ,  im Schema 9). Wahrend des 
geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes (,,verification 
step"), bei dem zuvor eine Konformationsanderung ange- 
nommen w ~ r d e ' ~ ' ] ,  kann die 0-Phosphorylgruppe des Sub- 
strates nur dann das enzymgebundene Magnesium-Ion kom- 
plexieren ( k  * j)r wenn zwischen Substratbase und Ternplatbase 
ein Watson-Crick-, nicht aber ein Wobble-Paar gebildet wird. 
Die Entstehung eines sechsgliedrigen Chelatringes (-Mg'@- 
0-yP-0-PP-0-) verringert die Distanz zwischen der a-Phos- 
phoryl- und der eintretenden 3'-OH-Gruppe des Primer- 
stranges und beschleunigt zusatzlich die Abspaltung der 
Pyrophosphatgruppe. Es folgt dann die Substitutionsreak- 
tion ( k f L ) .  

Dieser spekulative Modellmechanismus vermag unsere 
Replikationsexperimente mit den Analoga 41 -43 und dem 
Templat 111 recht gut zu erklaren; er erweist sich als brauch- 
bare Arbeitshypothese. Die Triphosphate 41 -43 werden 
nicht eingebaut, weil k , ,  im Vergleich rnit der Riickreaktion 
von E.D,,dNTP vie1 zu langsam ist; dies ist auf die fehlen- 
den H-Briicken und die durch die Pyridon-Analoga (Abb. 3) 
verursachten abstoBenden Wechselwirkungen zuriickzufiih- 
ren, die eine Bildung von E'.D;dNTP verhindern. Giinsti- 
gere protonierte oder tautomere Formen konnten nicht ver- 
wendet werden, da sie zu selten sind, um rnit den naturlichen 
Substraten zu konkurrieren. 

Diese seltene Form konnte jedoch dazu dienen, die Repli- 
kation des gesamten Templats I11 durch einen ,,EngpaD" zu 
erreichen. Die einzige Moglichkeit, um das Analogon 3 im 
Templat zu umgehen, bestand darin, seine seltene tautomere 
Form zur Bindung der Nucleosidtriphosphat-Base zu 
gebrauchen, d. h. als eigentliches Templat. In unseren Repli- 
kationsexperimenten wurden weder Polymerisationsge- 
schwindigkeiten noch Umsatze von Nucleosidtri- zu -mono- 
phosphaten bestimmt. Somit konnen wir keine genauen 
Informationen iiber die Kinetik z.B. des Einbaus und des 
Korrekturlesens von Desoxycytidin in einer Position gegen- 
uber dem Analogon 3 im Templat geben. Da diese Reaktion 
jedoch innerhalb der gleichen Zeitspanne, wie sie bei der 
Replikation natiirlicher Strange beobachtet wird (vgl. 
Abschnitt 3.2.2), vollstandig ablief, ist es sinnvoll fur das 
Pyridin-Pyrimidin-Paar wahrend der Polymerisation eine 
Watson-Crick-ahnliche Anordnung anzunehmen. 
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3.3.5. Die berechnete Struktur eines 
Pyridin-Pyrimidin-Paares in enzymfreier DNA 

Grundsatzliche Betrachtungen‘”’ und neueste kristallo- 
graphische Ergebnisse‘”] legen nahe, daB eine in freien 
Nucleosiden seltene tautomere Form durch Basenpaarung 
und Basenstapelung stabilisiert werden kann. 

Deshalb wurde in Zusammenarbeit mit K. Miiller (F. Hoff- 
man-La Roche AG, Basel) eine orientierende Computer- 
Modeling-Studie an einem Pyridin-Pyrimidin-Paar aus dem 
Analogon 3 in seiner seltenen tautomeren Form und Des- 
oxycytidylat durchgefiihrt. Das dN*’ . dC-Paar wurde in die 
Mitte einer pentameren, doppelstrangigen B-DNA plaziert. 
Dieses DNA-Fragment, das eine ahnliche Sequenz wie das 
Templat 111 enthllt, ergab bei einem RelaxationsprozeB 
(unter Verwendung eines ladungsfreien, rnit geometrischen 
Zwangen versehenen Kraftfelds) eine erweiterte Form der 
Basenpaaranordnung aus Abbildung 6 b, unten links. Diese 
Form enthalt ein fest iiber H-Briicken gebundenes Wasser- 
molekiil in der kleinen Furche zwischen den beiden 
0-Atomen der B a ~ e n ‘ ~ ~ ] .  Obwohl diese Analyse nicht das 
Ergebnis einer systematischen Studie verschiedener Konfor- 
mationsminima ist, sondern das Auffmden eines idealen 
Minimums darstellt, zeigt das zur Diskussion stehende 
Basenpaar doch eine erstaunliche Ahnlichkeit rnit einem 

0 

Abb. 10. Strukturvergleich zwischen einem modellierten und einem Standard- 
Watson-Crick-Basenpaar. Grokre Kreise: Teilanasicht des 3-Desaza-T-des- 
oxycytidylat.2’-Desoxycytidyldt-Paares (dN” .dC) aus dem relaxierten, model- 
lierten B-DNA-Pentamer [5’-d(pTpTpNpGpC)-37 . [5’-pGpCpCpApA)-3’] 
(pdN = 3-Desa7a-2’-desoxycytidylat) mit einem eingeschobenen (mitrelaxier- 
ten) Wassermolekiil in der kleinen Furche (dcr einzelne Kreis symbolisiert das 
0-Atom von H,O). Kleinere Kreise: a) dC.dG-Paar, b) dG.dC-Paar aus einer 
Standard-B-DNA (691, jeweils dem obengenannten Basenpaar iiberlagert 
gezeichnet. 

Abb. 1 1 .  Sterecdarstellung des relaxierten Pentamers 

normalen Watson-Crick-Paar (Abb. 10). Das relaxierte 
Fragment glich qualitativ immer noch einer normalen 
B-DNA, was darauf hinwies, da13 sich Pyri(mi)din-Pyri- 
midin-Paare in eine DNA-Doppelhelix einpassen lassen, 
ohne die Sekundarstruktur wesentlich zu beeinflussen 
(Abb. 11). 

Es gibt mehrere Moglichkeiten fur die Anordnung des 
Pyridin-Pyrimidin-Paares. Es konnte in Losung in der selte- 
nen tautomeren Form verbleiben, in der bevorzugten tauto- 
meren Form ein Wobble-Paar bilden oder aber im Gleichge- 
wicht zwischen beiden Anordnungen vorliegen. Eine kombi- 
nierte spektroskopische und kristallographische Untersu- 
chung eines DNA-Doppelstranges rnit Pyri(mi)-din-Pyrimi- 
dinpaaren ist in Arbeit (vgl. Abschnitt 2.2.1 und Schema 7). 

Die Replikationsexperimente rnit dem Templat III und die 
Modeling-Studien legen nahe, daD die Basenpaartrennung 
(Abstand C-1’-C-1’) im aktiven Zentrum der Polymerase 
fur den Nucleotideinbau nicht sehr eng eingeschrankt wird, 
wogegen in einer freien DNA-Doppelhelix das Zucker-Phos- 
phat-Riickgrat und die Hydrathiille den fehlgepaarten Basen 
einen nahezu normalen Abstand aufzwingen. Der entschei- 
dende Parameter, der die Einbauselektivitat und somit die 
korrekte Replikation gewahrleistet, scheint das H-Substitu- 
tionsmuster der Templatnucleotidbasen zu sein, das vom 
eintretenden Nucleosidtriphosphat auf bestimmte Art abge- 
lesen wird. Die Lage des Leserahmens ist an eine Watson- 
Crick-ahnliche Anordnung der Basen gebunden (Abb. 2a, b 
und d). Eine Verschiebung dieser Lage in eine Wobble- 
Anordnung (Abb. 2c) mu13 durch das umgebende Enzym 
verhindert werden. 

3.3.6. Mcgliche medizinische Anwendungen 

Wie steht es rnit der praktischen Anwendung von Nucleo- 
sid- und Nucleotid-Analoga? Aufgrund der potentiellen 
Mutagenitat von Nucleosid-Analogat”] ist ihr Einsatz 
gegen Virusinfektionen moglich. Am bekanntesten ist der- 
zeit das gegen Retroviren wirksame 3’-Azido-3’-desoxythy- 
midin (AZT, aktiv gegen AIDS-Virus-HIV). Zahlreiche ahn- 
liche Analoga wurden hergestellt, von denen 2’,3’-Didesoxy-, 
3’-Azido-3’-desoxy- und Y-Desoxy-3’-fluor-Derivate die 
interessantesten Eigenschaften zeigten‘”. 831. Es wird ange- 
nommen, daD diese Verbindungen in vivo schrittweise tri- 
phosphoryliert und von der retroviralen RNA-abhangigen 
DNA-Polymerase, die reverse Transkriptase genannt wird, 
in die DNA eingebaut werden. Zudem ist bekannt, daB diese 

Abb. 10). das ein Wassermolekiil (Punkt) enthalt; Blick . in die kleine Furche. 
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und andere DNA-Polymerasen mit wesentlich geringerer 
Genauigkeit f841 als beispielsweise die bakteriellen Polymera- 
sen wie pol I replizieren. Deshalb werden sie von Biochemi- 
kern auch als mutationsauslosende Agentien eingesetzt. 

Diese groBere Toleranz gegenuber rnodifizierten Nucleoti- 
den konnte es dem Enzym ermoglichen, auch Nucleotidba- 
sen-Analoga einzubauen, obwohl dies bei 3-Desazapyrimi- 
dinribo- und -desoxyribonucleosiden (vgl. Abschnitt 3.2.2) 
und nicht-viralen Polymerasen nicht der Fall war. Wir hof- 
fen, daL3 es durch Kombination von modifizierten Basen und 
modifizierten Zuckern moglich sein wird, zu antiretroviral 
aktiven Verbindungen zu gelangen. Die erste Modifikation 
wurde eine fehlerhafte Basenpaarung und somit eine Substi- 
tutionsmutation bewirken, wahrend die zweite aufgrund der 
fehlenden nucleophilen Gruppe in 3'-Position einen Ab- 
bruch der Polymerisation zur Folge hatte. Letztendlich 
konnte man sich auch eine synergistische Wirkung rnit AZT 
vorstellen, was eine niedrigere Dosierung des problemati- 
schen Anti-AIDS-Mittels erlauben wurde. Deshalb durfte es 
interessant sein, die dC- und T-Analog  48-53 auf ihre Toxi- 
zitat und antivirale Aktivitat hin zu prufen (Abb. 12). 

A 5 HovN R O HovN R O 

R = H :  48 

F: 5 0  
N,: 49  

5 1  
5 2  
53 

Abb. 12. 3-Desaza-Ana)oga von 2,3'-Didesoxycytidin 48. Y-Azido-2,3'-dides- 
oxycytidin 49, 3-Fluor-2'.3-didesoxycytidin 50. 3-Desoxythymidin 51. 3'- 
Azido-3'-desoxythymidin 52 und 3'-Fluor-3'-desoxythymidin 53. 

3.3.7. Nucleotid-Adoga, die ionisierte md seltene tautomere 
Fortnen natfirbcher Nucleotidbasen nachahmen 

Die andere, indirekte Venvendung von Nucleotidbasen- 
Analoga basiert auf deren Fahigkeit, ein ungewohnliches 
H-Substitutionsrnuster anzunehmen, falls sie als modifizierte 
Templatnucleotide in Replikationsexperimenten venvendet 
werden. Beispiele naturlicher und synthetischer Varianten 
von Nucleosidbasen sind in Abbildung 13 gezeigt. 

Bisher wurden nur einige wenige dieser Analoga verwen- 
det, urn den fehlerhaften Einbau durch Polymerasen zu 
untersuchen; dabei entstanden mehrere ungewohnliche 
Basenpaare. N4-Hydroxydesoxycytidylat ist ein (C . G -+ 

T.A und A . T  + G.C)-Transitions-Mutagen (Purin-Purin- 
und Pyrirnidin-Pyrimidin-Austausche bezeichnet man als 
Transitionen). Es weist eine stabilere Iminoform als Desoxy- 
cytidylat auf und bildet bevorzugt ein Basenpaar rnit Des- 
oxyadenylat. Sein H-Substitutionsmuster entspricht dem des 
seltenen Tautomers dC*; deshalb sollte N4-Hydroxydesoxy- 
cytidylat das Bindungsverhalten von dC* nachahmen 
(Abb. 14a). 5-Brom- und 5-Fluoruracil sind ebenso Transi- 
tions-Mutagene. Die Griinde fur die gelegentliche Bildung 
fehlerhafter Basenpaare mit Desoxyguanylat liegen in der 
erhohten Aciditat, die Watson-Crick-artige 'We . G- und 

CbN 
R' N-( 

N-H 
H 

Abb. 13. Einige naturliche und synthetische Nucleosidbasen-Analoga, von 
links nach rechts: 2'-Desoxyinosin, -xanthosin. -isoguanosin, -nebulann, -5- 
aza-7-desazaguanosin. -nbosyl-2.6-diaminopurin. -ribosyl-2-aminopurin, -5- 
bromuridin, -N'-methoxy- und -N'-hydroxycytidin. R = 1'-(2-Desoxy-P-~- 
ribofuranosyl). 

FUe . G-Basenpaare bei physiologischen pH-Werten ermog- 
Iichtf8s1. Deshalb ahrnen diese Verbindungen auch das Bin- 
dungsverhalten von deprotoniertem Thyrnidylat nach 
(Abb. 14b). 

a )  
(CHIO) HO 

, N-- - H- N 
H H 

\ 
.N- - -H-N 

N 4-CH@-C - A  
N 4- H0.C A 

b/  

\ 

H 

Er@. G 

\ 

H 

7s. G 

Abb. 14. Nachahmung a) einer seltenen tautomeren Form von Desoxycytidin, 
dC*, durch N*-Methoxy- oder N'-Hydroxycytidin, b) einer deprotooierten 
Form von Thymidin durch 5-Bromdesoxyuridin in Watson-Crick-artigen 
Basenpaaren. 

2-Aminopurin (AP) fuhrt normalerweise als Templat- 
Analogon zum Einbau von Thymidylat, bildet aber auch 
recht oft ein Basenpaar mit Desoxycytidylat, was A . T +  
G.C-Transitionen bewirkt1861. Die bevorzugte Bildung eines 
Watson-Crick-ahnlichen [AP.C]@-Fehlbasenpaars in der 
Polymerase ist fur die Mutagenitat von AP maBgeb- 
lich (Abb. 15 a)[871. AP-bedingte A.T -+ T. A-Transversio- 
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nen (Purin-Pyrimidin- Austausche bezeichnet man als Trans- 
versionen) weisen auf die Bildung von AP. A-Paaren (Wob- 
ble-Pdar, Abb. 15b) in der Polymerase hin. A . T  + 

T- A-Transversionen erwiesen sich als um mindestens eine 

a )  bl 

H 

[AP - Cf A P  * A 

Abb. 15. a) Protoniertes Watson-Crick-artiges Basenpaar zwischen Desoxyri-' 
bosyl-2-aminopurin und Desoxycytidin; b) neutrales Wobble-Padr zwischen 
Desoxyribosyl-2-aminopurin und Desoxyadcnosin. 

GroBenordnung seltener als A.T -+ G.C-Tran~i t ionen[~~ ' .  
Eritju et al.["' konnten jedoch zeigen, daB doppelstrlngige 
DNA rnit einem [AP.C]@-Paar thermodynamisch weniger 
stabil als eine solche rnit einem AP.A-Wobble-Paar ist. Dar- 
aufhin wurde erstmals vorgeschlagen, daB Wobble-Paare aus 
sterischen Grunden in Polymerasen ungunstig sein sollten, 
so daB an ihrer Stelle ein weniger stabiles Basenpaar einge- 
baut wurde. Ahnliche Replikationsexperimente mit Desoxy- 
xanthosin (Abb. 13) als Templatbase zeigten einen noch 
groBeren Unterschied zwischen dem bevorzugten Einbau 
durch die eukaryotische DNA-Polymerase und der gemesse- 
nen thermodynamischen Stabilitat von doppelstrangiger 
DNA, die Desoxyxanthosin enthllt[yoOl: Der von Desoxyxan- 
thosin (X) dirigierte bevorzugte Einbau von T > C + A 2 G 
entspricht nicht der Stabilitltsreihc X.T > X . G  'j. X.A % 

X.C. Dieses Ergebnis lieferte einen klaren Hinweis auf die 
Moglichkeit, daD die Polymerase die Substrat-Templat- 
Wechselwirkungen beeinfluh, was schlieBlich zur schnelle- 
ten Bildung von instabileren Falschpaaren in der fertigen 
DNA fiuhren kann. 

Natiirlich vorkommendes O6-Methyldesoxyguany1at 
(d(06-meG)) und O4-Methylthyrnidylat (04-meT), die 
durch selektive 0-Methylierung mit einem methylierenden 
Mutagen entstehen, enviesen sich als hochmutagene DNA- 
Bdusteine. Wahrend der Replikation bewirken sie wegen ih- 
res veranderten H-Substitutionsmusters vorzugsweise einen 
fehlerhaften Einbau von Thymidylat bzw. Desoxyguanylat. 
'H-NMR-spektroskopische Untersuchungen von DNA- 
Fragmenten rnit U6-meG.C-, 04-meT-A-, U6-meG.T- und 
04-meT.G-Paaren zeigen, daB die nicht-mutagenen 06- 
meG.C- und 04-meT.A-Paare relativ stabile Wobble-Paare 
sind (wahrscheinlich ist 04-meT .A protoniert), wlhrend die 
mutagenen 06-meG.T- und O4-meT.G-Padre Watson- 
Crick-ahnliche Anordnungen von anscheinend geringerer 
thermodynamischer Stabilitat bilden (Abb. 16)rg11. AuBer- 
dem zeigten "P-NMR-Spektren von d(U6-meG)-enthalten- 
den Verbindungen, daD das 06-meG. C-Paar eine wesentlich 
gr6Bere Verformung des Zucker-Phosphat-Ruckgrates 
bewirkte als das O6-rneG.T-Paar, und m a r  besonders beim 
der alkylierten Base gegeniiberliegenden StrangIg21. Einmal 
mehr konnte daraus geschlossen werden, daD eine Wobble- 
Anordnung in der Polymerase fur die Polymerisation ungiin- 
stig ist. 

1 
al H 

H 
b) 

2 

H 

H 

Abb. 16. Aus 'H-NMR-spektroskopishen Studien abgeleitetc Strukturen von 
Basenpaaren zwischen a) O6-MethyIdesoxyguanosin und Desoxycytidin (links) 
sowie Thyrnidin (rechts). b) O'-Methylthymidin und Desoxyadenosin (links) 
sowie Desoxyguanosin (rechts) in 9-DNA (nach Lie1 al. 1911). Die Basenpaare 
in Spalte 1 sind nicht-mutagene Wobble-Paare, in Spalte 2 mulagene Watson- 
Crick-ahnliche Paare. 

Diese Betrachtung wird stark durch unsere Experimentc 
mit dem Templat 111 gestutzt, bei denen ein Pyridin-Pyrimi- 
din-Paar entstand, das als eher instabil angesehen w i ~ d ~ ~ ~ ] .  
Zudem konnte bei der Bildung eines Pyridin-Pyrimidin- 
Basenpaares (und nicht eines Pyridin-Purin-Paares, vgl. 
Abb. 6 b) eine Selektivitlt von 100 '/o beobachtet werden. 
Dies zeigt, daR die Bildung eines ,,kurzen" Basenpaares, die 
wegen seiner Instabilitlt als unwahrscheinlich angesehen 
wird. stark begiinstigt sein kann und unterstreicht, daB die 
Stabilitlt von Basenpaaren in einer Polymerase und in der 
freien DNA verschieden sein muD. 

AuBerdem legt das Experiment nahe, daD das Basen- 
Analogon 3 iihnliche Paarungseigenschaften wie ein anderes 
seltenes Desoxycytidylat-Tautomer, dC*', aufweist, indem es 
dessen H-Substitutionsmuster ndchahmt. Die Analogie mit 
dem H-Substitutionsmuster von Verbindung 3 gilt allerdings 
nicht uneingeschrankt. Das eigentliche Tautomer dC*' hat 
kein H-Atom in 3-Position, so daB prinzipiell die Watson- 
Crick-ihnliche Basenpaarung mit einem Iminoproton eines 
Nucleotids moglich ware. Nebst der nicht-mutagenen Bin- 
dung von Desoxyguanylat besteht immer noch die Moglich- 
keit, daB dC*' auch den Einbau von Thymidylat dirigieren 
konnte - eine Erklirung fur die beobachtete Bildung von 
C'T-Paaren in vitro. 

4. Bildung und Struktur von Fehlpaaren in DNA 

4.1. Vorausgesagte und nachgewiesene Strukturen 
yon Fehlpaaren 

4.1.1. Tmtomere Fehlpaare 

Unter den zahlreichen Strukturvorschlagen fur Fehlpaare, 
die fur die Bildung von Substitutionsmutationen maBgeblich 
sind, waren die tautomeren Transitions-Fehlpaare A*.C, 
A.C*, G*-T und G.T* nach Watson und Crickry4] die ersten 
und bekanntesten, die genau zu den Regeln ihrer Entdecker 
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paBten. Wegen der vermuteten Kurzlebigkeit dieser seltenen 
Tautomere in DNA-Basenpaaren lieBen sich aber nur 
indirekte Verfahren zum Nachweis ihrer Existenz heran- 
ziehen. 

23 Jahre spater gelang es Topai und Fresco[95', diese 
Strukturvorschlage durch Vergleich der Haufigkeit von 
Transitions-Mutationen in vivo mit dem Tautomerengleich- 
gewicht freier Nucleoside zu erharten. Zudem vermuteten 
sie, daB sich Transversionen aufgrund der Bildung von tau- 
tomeren Purin-Purin-Paaren befriedigend erkliren lieBen. 
Es wurde angenommen, daB diese Fehlpaare die Struktur 
von Hoogsteen-Paaren haben. D a  das Auftreten von zwei 
Anomalien in derselben Base als unwahrscheinlich angese- 
hen wurde, miiDte die eine Purinbase als seltenes Tautomer 
und die andere als syn-Konformer vorliegen. Im gemischten 
G.A-Paar wiirde entweder G*'(unti) rnit A(syn) oder 
A*(anti) mit G(syn) ein Basenpaar bilden. Es sei betont, daB 
die Autoren das unveranderte und ebenfalls ,,komplemen- 
tare" G(anfi). A(unti)- oder G(anti). A(syn)-Paar ohne sel- 
tene tautomere Form nicht in Erwagung zogen, wahrschein- 
lich weil sie die Tautomerisierung als wichtigen Grund fur die 
Bildung von Fehlpaaren ansahen. 

Nach Ansicht der A ~ t o r e n ' ~ ~ ]  konnten in der Polymerase 
seltene Tautomere sowohl in den Templat-Nucleotidbasen 
als auch in Nucleosidtriphosphaten vorkommen; bei den 
syn-Konformeren waren sie aus sterischen Griinden nur an 
der Triphosphatbindungsstelle moglich. Der Vergleich der 
Transversionshaufigkeit in vivo mit dem Tautomeren- und 
syn-anti-Gleichgewicht von Purinnucleosiden zeigte die 
Folgerichtigkeit dieser Uberlegungen. Es Nurde vermutet, 
daB Pyrimidin-Pyrimidin-Paare innerhalb der Doppelhelix 
keine Basenpaare bilden konnen. Daraus enrstand das erste 
Modell, das ,,Pathways for Substitution Mutations" 
genannt w ~ r d e [ ~ ~ ] .  

Dank dieser wegweisenden Arbeit konnten zum erstenmal 
durchschnittliche Mutationshaufigkeiten anhand einfacher 
thermodynamischer Parameter (Gleichgewichtskonstanten 
fur spontane Tautomerisierung und syn-anti-Rotation) 
erklart werden, ohne auf Krafte, die die Tautomerisierung 
induzieren, zuriickgreifen zu miissen. Leider beachtete man 
in der Folge bei den in-vitro-Mutagenitatsexperimenten die 
Moglichkeit der Bildung von Pyrimidin-Pyrimidin-Paaren 
kaum. 

Spater zeigten genaue Messungen des Tautomerengleich- 
gewichtes von freien Basen und Nucleosiden, daB die Muta- 
tionshaufigkeit praktisch nie von diesen thermodynami- 
schen Parametern abhangt (siehe z. B.[68. 791). Dariiber 
hinaus wurde klar, daB die durchschnittliche Mutationshau- 
figkeit keinesfalls das Verhalten der replizierenden DNA 
wiedergab. Es kamen immer mehr Ergebnisse zusammen, die 
erkennen lieBen, daB die Wahrscheinlichkeit einer spezifi- 
schen Substitutionsmutation stark von den relativen Kon- 
zentrationen der N~cleosidtriphosphate[~~~, von der Tem- 
p l a t ~ e q ~ e n z ~ ~ ~ - " ' ~  und von der Polymeraser'0'-'03~ 
abhangt. Die Ursachen dieser Unterschiede geben ebenso 
wie die Faktoren, die die Fehlererkennung in der Polymerase 
ennoglichen (siehe Abschnitt 3.3.4), noch immer AnIaB zu 
Diskussionen (~g1.l'~. lo4* "'1 ), bei denen von seltenen 
Tautomeren aber kaum die Rede ist. So bezweifeln manche 
Forscher inzwischen, daB seltene tautomere Formen - die 
Meinung ist, sie wiirden u.a. in Nucleosidtriphosphaten vor- 
kommen - eine Hauptrolle bei der Mutagenese spielen. 

Das Vorkommen von Pyrimidin-Pyrimidin-Paaren konn- 
te man allerdings nicht mehr ableugnen, da  kiirzlich die in- 
vitro-Replikation eines natiirlichen Templats durch das 
Polymerase-a-Holoenzym die Existenz von C .T- und T - T -  
Paaren be~tatigte"'~. lo6]. In der Tat haben sich Biologen, 
die in-vivo-Mutagenitatsexperimente durchfiihrten, anschei- 
nend nie um die vorgeschlagene Unfahigkeit der Polymerase, 
Pyrimidin-Pyrimidin-Paare zu synthetisieren, gekiimmert. 

Deshalb miissen die ,,Pathways for Substitution Muta- 
tions" modernisiert werden. Offensichtlich sind an der 
Mutagenese alle moglichen Fehlpaarungen beteiligt.Um ihre 
(haufige) Entstehung zu erkliren, sollte man nach unserer 
Ansicht erneut in Betracht ziehen, daB sich seltene Tauto- 
mere nicht in den Nucleosidtriphosphaten, sondern in den 
Templatbasen bilden. Die groaten Widerstande gegen die 
Anerkennung der wichtigen Rolle, die die seltenen tautome- 
ren Formen bei der Mutagenese spielen, sind aber noch zu 
nennen. 

4.1.2. Wobble- Paare 

Die rasche Entwicklung niitzlicher synthetischer und ana- 
lytischer Verfahren in der Chemie, insbesondere die automa- 
tisierte Synthese von Oligodesoxynucleotiden im 10-pmol- 
MaBstab, die moderne Umkehrphasen-HPLC und die 
2 D-' H-NMR-Spektroskopie, haben Untersuchungen kurz- 
kettiger DNA-OIigomere mit definierter Linge und Sequenz 
angeregt. Die Analyse doppelstrangiger DNA durch Circu- 
lardichroismus, 'H-NMR-Spektroskopie und Einkristall- 
Rontgenstrukturanalyse sind die geeignetsten Methoden, 
um die Struktur einer bestimmten Sequenz zu ermitteln. Von 
besonderem Interesse sind Sequenzen, die ein oder zwei 
Fehlpaare enthalten. 

Wie bei der in-vitro-Mutagenese gehoren die nicht- 
komplementaren Purin-Pyrimidin- und Purin-Purin-Basen- 
paare zu den am besten analysierten Strukturen. Oligomere, 
die ein G.  T-Paar enthielten, wurden als A-, B- und Z-DNA, 
als ,,dehydratisierte" rechtshandige Form, normale rechts- 
handige Form und Iinkshandige Form kristallisiert. Unge- 
achtet der Gesamtkonformation der Doppelhelix bilden die 
Basen ein Wobble-Paar (Abb. 17a)[107-1091. Das A,C-Paar, 
das sich auch in einem B-DNA-Oligomer kristallisieren IieB, 
zeigte eine sehr ahnliche Geometrie wie das G.T-Paar, ist 
jedoch sehr wahrscheinlich an N-l des Adenins protoniert 
(Abb. 17 b)1110-1'31. Beide Fehlpaare verursachten im Ver- 
gleich zum vollstandig komplementaren Oligomer nur eine 
geringfiigige Storung im DNA-Riickgrat. 

Im Falle der Purin-Purin-Paare wurde nur das G.A-Paar 
kristallographisch charakterisiert. Es kann je nach der Nach- 
barsequenz in mehreren isomeren Formen vorkommen. 

A'. C 
Abb. 17. a) G.T-Wobble-Paar. b) A".C-Wobble-Paar. anhand der Rontgen- 
strukturdaten schematisch dargestellt. 
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a )  

Zuerst fand man ein Hoogsteen-Paar, das eine sehr geringe 
Storung im DNA-Ruckgrat bewirkte (Abb. 18 a)[' l4]. Ein 
anderes ist ein Watson-Crick-Hhnliches anti-anti-Paar, das 
etwas aufgeweitet ist (Abb. 18 b)" 15]. Die Strukturen dieser 
Fehlpaare sind in Einklang mit den bekannten 'H-NMR- 
Daten" 16- '"]. Gao und Pate11'231 vermuteten aufgrund 
einer kiirzlich durchgefiihrten NMR-Untersuchung, daB das 
G.A-Paar je nach pH-Wert auch in einer dritten protonier- 
ten Form angeordnet sein kann, nlmlich als Hoogsteen-Paar 
mit G als syn-Konformer (Abb. 18 c). Erst kiirzlich konnte 
dies anhand der Rontgenstrukturanalyse von G(syn).AQ 
bestatigt werden 24J. 

51 b)  H 

C )  H 

R 

Abb. 18. a) G.A(syn)-, b) G.A- ,  c) G(rvn).Aa-Paar, anhand der Roncgen- 
strukturdaten schematisch dargestellt. 

Arbeiten von Gao und Pate1['231 sowie Studien iiber die 
Bindung von (Reparatur-)Proteinen an Transitions-Fehl- 
paareI'2s] zeigten eine hohe Sequenz- und pH-Abhangigkeit 
der G 'T-  und insbesondere A.C-Paare; dies deutet darauf 
hin, daB die Strukturen von Fehlpaaren recht flexibel und 
stark von ihrer nachsten Umgebung abhangig sind. 

Leider gibt es noch keine kristallographischen Daten iiber 
doppelstrangige DNA, die ein Pyrimidin-Pyrimidin-Paar 
aufweist. Aufgrund des 'H-NMR-Spektrums eines C.T-ent- 
haltenden Oligomers wurde fur dieses Paar eine aufgeweitete 
Watson-Crick-artige Anordnung mit einem Wassermolekiil 
in der kleinen Furche ahnlich wie in unserem berechneten 
Pyridin-Pyrimidin-Paar vorgeschlagen (vgl. Abb. 10)[1211. 
'H-NMR-Spektren von Oligomeren mit T.T- oder C.C- 
Paaren weisen auf eine Wobble-Anordnung des T.T-Paares 
hin. Wenn auch weniger sicher, laBt die starke pH-Abhangig- 
keit der Struktur des C.C-Paares auf ein protoniertes 
Wobble-Paar oder eine seiner Varianten schlieDen[' 261. 

Wiederum erwartet man eine g r o k  Flexibilitat dieser Fehl- 
paare, da ihre thermodynamische Stabilitat zu der niedrig- 
sten aller Basenpaare gehort. 

In jedem Fall scheint keines der fehlerhaften Basenpaare 
ein seltenes Tautomer zu enthalten. 

4.2. SchluSfolgerungen 

4.2.1. Der Konflkt zwischen Wobble- und Tautomerenpaar 

Die kristallographischen Befunde veranlaDten zahlreiche 
Forscher, sich definitiv von der Vorstellung einer Beteiligung 

seltener tautomerer Formen an der Mutagenese zu distanzie- 
ren. Man ist der Meinung, daD die Bildung von Wobble-Paa- 
ren zumindest fur die Transitionsmutationen maBgcblich sei. 
Die Bildung von Purin-Purin-Hoogsteen-Paaren wiederum 
scheint als Erklarung von Transversionsmutationen zu 
genugen, ohne daB seltene tautomere Formen benotigt 
werden. 

Dennoch widersprechen mehrere Experimente mit DNA- 
Polymerasen dieser Meinung (vgl. Abschnitte 3.3.4 und 3.3.7 
s o ~ i e [ ~ ~ ] ) .  Deshalb sind wir der Ansicht, daB die Bildung 
von Hoogsteen- und Wobble-Paaren allein nicht alle in vivo 
nachgewiesenen Substitutionsmutationen zu erklaren ver- 
mag. Besonders die g rokn  Unterschiede beziiglich der Sub- 
stitutionshaufigkeit, die gewohnlich an verschiedenen Stellen 
(,,hot spots") auftreten, sind auf der Basis eines anscheinend 
unbeeinfluBten, zufilligen, fehlerhaften Einbaus nur sehr 
schlecht zu verstehen. Die unterschiedlich stabilisierenden 
Basenstapelungs-Wechselwirkungen konnten die sequenz- 
abhangige Bildungswahrscheinlichkeit von z. B. Wobble- 
Paaren in Polymerasen etwas beeinflussen. Uberlegt man 
sich jedoch, daO lediglich eine Auswahl zwischen vier unter- 
schiedlichen nachsten Nachbarn besteht, die sich mehr oder 
weniger gut auf eine falsche Base am Primerende stapeln 
konnen, so resultiert eine vie1 zu kleine Variabilitat in den 
Einbauraten von Fehlpaaren, urn die oft beobachteten enor- 
men Unterschiede in der Substitutionshaufigkeit erklaren zu 
konnen. Ferner ist bekannt, daD die Replikation in vivo 
unter Beteiligung von DNA-Einzelstrang-bindenden Protei- 
nen erfolgt, von denen angenommen wird, daB sie die Basen- 
stapel im Templatstrang vor der.Polymerisation abbauen, so 
daB die Replikationsgenauigkeit wesentlich verbessert 
wird["']; trotzdem treten ,,hot spots'' in vivo auf. 

Ein grundsatzlicheres Argument gegen die Bildung von 
Wobble-Paaren in der Polymerase ist im eigentlichen Zweck 
des Enzyms zu tinden. Bei der Betrachtung von Fehlererken- 
nungsmechanismen sollte man sich immer vergegenwarti- 
gen, daD prokaryotische und eukaryotische Polymerasen 
hochentwickelte Proteine sind, die sich vermutlich haupt- 
sachlich unter dem Selektionsdruck entwickelteri, eine genu- 
gend hohe Replikationsgenauigkeit zu erreichen. Die erste 
denkbare Einschrankung, die Replikationsfehler unterdriik- 
ken konnte, ist, die Entstehung von Wobble- oder Hoog- 
steen-Paaren durch die Fixierung des Leserahmens zu ver- 
hindern (vgl. Abschnitt 1.3, Abb. 2c und 2d). Dies kann 
durch eine Tas~he[ '~ ' ]  erreicht werden, die das Protein bildet 
und die genau die richtige GroDe fur korrekte Basenpaare 
hat. Ein wesentlich schwierigeres Problem scheint die 
Fixierung des H-Substitutionsmusters zu sein, um u. a. die 
(De)protonierung und Tautomerisierung der Basen (Abb. 
2a und 2b) zu verhindern, denn diese rascheren, sterisch 
nicht anspruchsvollen, protolytischen Reaktionen sind ver- 
mutlich nicht so leicht zu unterdriicken. Es scheint, als ob 
im Enzym die Triphosphat-Nucleosidbasen nur in der nor- 
malen tautomeren Form angenommen werden, wahrend die 
Templatbasen von Brunstedt-Sauren und -Basen eher ange- 
griffen werden konnen. 

Dieses Evolutionsprinzip der Replikationsgenauigkeit 
unterscheidet sich sehr stark von dem der Translation, einem 
anderen templatabhangigen ProzeD, bei dem die nach- 
gewiesene Bildung von Wobble-Paaren an der dritten 
Codonposition zwischen der mRNA und der tRNA nicht 
eingeschrankt, sondern von der Natur selektioniert wurde. 
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Dort wird eine gezielte Leseungenauigkeit angestrebt, damit 
verschiedene Codontripletts von der gleichen tRNA erkannt 
werden konnen (Entartung des universellen Codes). 

Folglich kann man annehmen, daO die Entstehung von 
Wobble-Paaren in Polymerasen recht selten und nur fur die- 
jenigen Mutationsvorgange maDgeblich ist, die immer nach 
der Replikation als Mutationshintergrund (,,Rauschen") 
festgestellt werden konnen und nicht besonders ortsspezi- 
fisch sind. Es mu13 noch weitere Mechanismen geben, die 
ungeachtet der Replikationsgenauigkeit von Polymerasen 
eine hohe Substitutionshaufigkeit bewirken. Auf diese Weise 
gebildete Fehlpaare diirfen nicht auffallen, d. h. sie sollten 
von der Polymerase nicht als solche erkannt werden. 

Nachdem sie die kritische Zeit im Enzym iiberstanden 
haben, werden sie an die Losung abgegeben, und ihre Struk- 
tur wird a k i n  von der hydratisierten, doppelstrangigen 
DNA bestimmt. Man kann zeigen, daD das gewohnlich 
stabilste normale Tautomer angestrebt wird, und zwar oft 
auf Kosten einer Watson-Crick-ahnlichen Geometrie, wie es 
im Kristall normalerweise beobachtet wurde. Erst jetzt 
beginnen die Wobble- und normalen tautomeren Hoogsteen- 
Paare eine Hauptrolle bei der Mutagenese zu spielen, weil sie 
von post-replikativen Reparatur-Exonucleasen erkannt und 
herausgeschnitten werden konnen. 

4.2.2. Seitene tautomere Formen im Templatstrang in vitro 

Es ist schwierig, die Beteiligung von tautomeren Formen 
direkt in vitro nachzuweisen, weil diese nur voriibergehend 
in Erscheinung treten. Neben unseren indirekten Hinweisen 
auf eine Mutagenese durch seltene tautomere Formen im 
DNA-Templatstrang, fiihren andere Resultate einschlieBlich 
Rontgenstrukturdaten zum gleichen S c h l ~ l 3 ' ~ ~ .  
Lippert et  at.[' 301 zeigten, daD N4-Imino-1 -methylcytosin 
(entspricht C*) durch Koordination von N4 rnit einem 
Platin(1v)-Ion stabilisiert werden kann. Chattopadhyuyu et 

fanden ein T* in einem Watson-Crick-artigen T.T*- 
Paar zwischen zwei nicht doppelhelicalen DN A-Strangen. 

Obwohl in einer echten DNA-Doppelhelix keine Basen- 
paare mit seltenen Tautomeren gefunden wurden, zeigen die 
oben erwahnten Resultate, daD Wechselwirkungen wie 
Metallkoordination, Basenstapelung und Basenpaarung, die 
in allen biologischen Systemen vorkommen, seltene tauto- 
mere Formen stabilisieren konnen. Dies bedeutet, daD das 
gemessene Tautomerengleichgewicht von freien Basen oder 
sogar von Nucleosiden niemals den physikalisch-chemischen 
Zustand seltener tau tomem Formen, weder in einer protein- 
freien DNA-Doppelhelix noch in polymerasegebundener 
DNA, reprasentiert. Das Replikationssystem scheint vor 
kinetisch labilen Formen im Templatstrang nicht geschiitzt 
zu sein, was zu Replikationsfehlern fiihren kann, falls Fehl- 
paare beim Korrekturlesen nicht erkannt werden. Kinetisch 
labile Formen sind protonierte oder deprotonierte Templat- 
basen oder seltene tautomere Formen von Templatbasen. 
Solche Formen unterscheiden sich, wenn sie in der DNA- 
Helix gestapelt sind, nur sehr geringfiigig von normalen 
Formen und konnen deshalb eine ,,problematische" 
Ursache f i r  Substitutionsmutationen in der Polymerase 
sein. 

Es ware sehr hilfreich, wenn die Stabilitit von Watson- 
Crick-ahnlichen tautomeren oder ionischen Fehlpaaren im 
aktiven Zentrum einer Polymerase in vitro sich irgendwie 

experimentell demonstrieren lie&. Die Venvendung von 
Nucleotidbasen-Analoga mit verandertem H-Substitutions- 
muster erwies sich als brauchbares Mittel fur die Aufklarung 
von Substitutionsmutationen. Weitere Versuche sollen 
durchgefuhrt werden, um insbesondere die Korrekturleseak- 
tivitat von pol I gegeniiber Pyrimidin-Pyrimidin-Paaren zu 
untersuchen. 

Vielleicht ware es niitzlich, Mutagene zu finden, die Sub- 
stitutionsmutationen durch Replikation ihrer modifizierten 
DNA bewirken, ohne diese dabei jedoch physisch zu schadi- 
gen. Die Wirkungsweise solch eines milden Mutagens sollte 
in einer reversiblen Reaktion mit der DNA bestehen, die nur 
dann gefahrlich (mutagen) ist, wenn der Reaktionspartner 
(eine Templatnucleotidbase) repliziert wird, die aber sonst 
aufgrund ihrer kinetischen Labilitat die Riickreaktion ein- 
geht. Wir vermuten, daD es Moglichkeiten gibt, DNA-Basen 
zu tautomerisieren, besonders wenn diese in einem leicht 
zuganglichen Einzelstrang vorliegen. Es scheint allerdings 
recht schwierig zu sein, externe milde Mutagene zu finden - 
wir nennen sie ,,Tauterogene" -, die bei der in-vitro-Replika- 
tion in der DNA Substitutionsmutationen hervorrufen, da 
nicht klar ist, welche Art von Verbindungen die Basen proto- 
nieren oder deprotonieren und somit tautomerisieren kann, 
ohne dabei weitere Reaktionen (2.B. mit der Polymerase) 
auszulosen. 

4.2.3. Twtomerisierende Mutagene in vivo? 

Als interessanteste Moglichkeit ergibt sich aus den obigen 
Ausfiihrungen die Existenz von ,, Tauterogenen" in vivo, weil 
sie die vielfiltigen Arten von Mutationsdrucken, in allen 
lebenden Zellen, erklaren kannte. Zur Zeit kann noch nicht 
gesagt werden, auf welche Weise sich die Haufigkeit von 
Substitutionsmutationen innerhalb weniger Zellgeneratio- 
nen in vivo vergrokrt. Das spontane Auftreten sekundarer 
Mutationen im Anfangsstadium eines tumorartigen Wachs- 
tums oder die plotzliche Umwandlung einer ruhenden 
Immunzelle in eine Zelle, die sofort somatische Substitu- 
tionsmutationen in den Antikorper-codierenden Genen 
hervorruft, sind zwei Beispiele. Es muO eine Moglichkeit 
bestehen, um Mutagene innerhalb einer Zelle zu aktivieren. 
Solche Mutagene konnen nicht gefihrlich sein (im Sinne 
einer irreversiblen Schadigung des Genoms, da  solche Zellen 
absterben wiirden), wiirden aber Substitutionsmutationen 
bei den Nachkommen der Zellen auslosen. DNA-bindende 
Proteine mit ihrer immensen Auswahl an deprotonierenden 
Funktionen empfehlen sich als Kandidaten fur diesen 
Typ milder Mutagene. Sie wurden kaum auffallen - nur 
voriibergehend an die DNA binden, eine Nucleotidbase 
wahrend der Replikation tautomerisieren und wieder 
wegdiffundieren -, so daB ihre biologische Aktivitat schwie- 
rig nachzuweisen ware. 

Die Vorstellung der Existenz eines ,,tauterogenen" DNA- 
bindenden Proteins, das fur eine betrachtliche Anzahl von 
Substitutionsmutationen in vivo von Bedeutung sein konnte, 
scheint aus mehreren Griinden attraktiv zu sein. Falls Pro- 
teine und die entsprechenden Gene gefunden und identifi- 
ziert wurden, diirften sie z. B. bei Verwendung als Cytosta- 
tica oder sonstige Pharmaka beachtliche Eigenschaften 
haben. Dariiber hinaus konnte eiae groDe Anzahl der beob- 
achteten, von der DNA-Sequenz abhangigen Substitutions- 
mutationen auf diese Proteine zuruckgefiihrt werden, da sie 
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vermutlich sehr selektiv sind. Diese Eigenschaft wurde auch 
bei anderen DNA-bindenden Proteinen wie den Tran- 
skriptionsfaktoren oder Restriktionsenzymen beobachtet. 
Nicht zuletzt wiirden diese mutagenen DNA-bindenden 
Proteine, wie alle Proteine, fast direkte Produkte (via RNA) 
der DNA selbst sein. Das wiirde dem Genom cine direkte 
Kontrolle seiner eigenen Mutabilitat ermoglichen, und 
dadurch l iekn sich Fragen beantworten. wie z. B. ein gege- 
benes Genom einen gerichteten Mutationsdruck (z. B. ein 
gegebener G + C-Gehalt oder ein ,,Codondruck", d. h. ein 
nicht zufdliger Gebrauch von synonymen Codons) iiber 
vide Generationen aufrecht erhalt. und zwar ungeachtet 
eines eventuell vorhandenen Selektionsdrucks, der dieser 
Tendenz entgegenwirkt. Sicher wiirde es zu weit fiihren, an 
dieser Stelle naher darauf einzugehen (vgl. 113t1). - Der letzte 
Teil der SchluDfolgerungen beruhtc nicht auf experimen- 
tellen Befunden. Er ist als .Anregung zur Diskussion und 
Durchfiihrung weiterer Experimente gedacht. 
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