
ZUSCHRIFTEN 
weitere 2 h geriihrt; anschlielknd wurden mit einer Spritze 1.7 mL 1,4-Dioxan 
(30 mmol) zugegeben, worauf ein weiBcr Niedersclilag von MgBr, . 2(1,4-Dioxan) 
ausfiel. Dicser wurde durch Filtration abgetrennt; die erhaltene klare Losung wurde 
unter reduziertem Druck bis zur beginncndcn Kristallisation konzcntriert. Tiefkiih- 
len auf -20 'C crgab farblose Kristalle von 2, die sich aus siedendcm Ether umkri- 
stallisieren lasseu. Die Ausbeute betrdgt etwa 70%. An Luft werden dic Kristalle 
rasch braun; beim Erhitzen auf 300 "C schmelzen sic nicht, spalten abcr ab 100°C 
etwas Ether ab. 'H-NMR (300 MHz, 25°C in [DJPhMe): 6 = 0.99 (br, 36H. 
CH,(Et,O)), 3.6 (br, 24H. CH,(Et,O)), 6.75 (t. 4H.p-H). 7.17 (m. 8 H, m-H). 7.48 
(m, 8H, o-H). "C('H)-NMR (75.47 MHz, [DJPhMe,): 6 =13.16 (s, CH,(Et,O)) 
64.51 (CH,(Et20)), 113.21 (s. O X ) ,  124.04 (s. m-C). 1R: Das IR-Spektrum (Nujol- 
Verreibung) von 2 weist im Metall-Ligand-Streckschwingungsbereich (<600 cm-') 
mehrere Banden mittlerer Intensitat bei 502,428, 363. 318 und 245 cm ' auf. 
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Kristalldaten bei 130 K (Cu,,-Strahlung, 1. =1.54178 Aj: a = 42.748(7), 
h = 12.499(2). c = 23.270(3) A, B = 104.940(10)", monoklin, Raumgruppe P2J 
c, Z = 8, 12319 Rcflexe mit I > 2 @(I). R = 0.063. Weitere Eimclheiten zur 
Kristallstrukturuntersuchung konnen beim Fachinfoimationszentrum Karlsru- 
he, D-76344 Eggenstein-Leopoldshafen, unter Angabe der Hinterlegungsnum- 
nier CSD-57836 angefordcrt werden. 
In jedem Molekiil dcr asynimetrischen Einheit sind zwei der Br-Mg-Abstande 
(gestrichelt) deutlich langer als die anderen zehn. und zwar Mgl-Brl = 3.337 bi 
und Mg6-Br2 = 3.154 bi gegeiiber einemmittleren Wert von 2.87 .& fur die ande- 
ren Mg-Br-Abstande. 
M. M. Olmstead, P. P. Power, unveroffentlichte Ergebnisse, 1992. 

Starke, spezifische Bindung sechs verschiedener 
DNA-Sequenzen an einen konformativ flexiblen 
DNA-Makrocyclus * * 
Ethel Rubin und Eric T. Kool" 

Bestimmte nucleinsaurebindende Proteine erkennen dank 
mehrerer Bindungsdomanen oder einer Konformationsande- 
rung der spezifischen Bindungsdomane unterschiedliche Sub- 
stratstrukturen. Das Xenopus-Zinkfinger-Protein TFIIIA bin- 
det zum Beispiel eine spezifische doppelstrangige DNA-Sequenz 
an eine deutlich verschiedene Sequenz ribosomaler RNA[l -51. 

Wichtig ist dieser Wechsel der Bindungsstelle bei der Steuerung 
der Genexpression durch Ruckkopplung. Vor kurzem begannen 
wir mit der Konzipierung und Synthese multifunktioneller 
DNA-erkennender Molekule, die ein Mehrzentren-Bindungs- 
verhalten nachahmen konnenL6I. Eine Bindung auf diese Art 
und Weise zu steuern, wurde nicht nur die Moglichkeit bieten, 
eine komplexe biologische Funktion zu mitieren, sondern 
konnte auch praktische Bedeutung erlangen. So zeigten neuere 
In-vitro-Studien, in denen Oligonucleotide als sequen7spezifi- 
sche Inhibitoren der Genexpression benutzt wurden, daB die 
Kombination von Substanzen, die mehrere Zielbereiche an- 
steuern, effektiver sein kann als eine Substanz mit nur einem 
W i r k ~ r t [ ~ - ~ ] .  
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Vor kurzem beschrieben wir Entwurf und Synthese eines cy- 
clischen Oligodesoxynucleotids, das dank der Moglichkeit eines 
Konformationswechsels an zwei verschiedene DNA-Sequenzen 
spezifisch binden kannL6]. Dieser Prototyp eines cyclischen 
DNA-Molekiils enthielt 36 Nucleotide und zwei Paare getrenn- 
ter Bindungsdomanen mit je neun Basen, d. h. 18 Nucleotiden, 
fur die Sequenzerkennung. Durch Austausch von Bindungs- 
und Bruckendomanen konnten zwei Nonanucleotidsequenzen 
erkannt werden. Urn die Grenzen dieser multifunktionellen Bin- 
dung auszuloten, untersuchten wir nun ein cyclisches DNA-Mo- 
lekiil, das sechs Konformationen annehmen und sechs unter- 
schiedliche Nucleotidsequenzen erkennen kann. Die sorgfaltige 
Planung des cyclischen Nucleotids ermoglichte den Verzicht auf 
uberflussige Basen, d. h. einen luDerst okonomischen Basenein- 
satz: Obwohl es selbst aus nur 35 Nucleotiden besteht, erkennt 
das Molekul selektiv sechs Octanucleotide, d. h. zusammen 
48 Nucleotide. 

Der Entwurf des DNA-Makrocyclus 1 beriicksichtigt die fol- 
genden Uberlegungen (Abb. 1). Erstens kann es zur Tripelhelix- 
Bildung kommen, indem gegeniiberliegende Pyrimidindomanen 
des Makroyclus an die komplementaren Purinsequenzen eines 
Octanucleotids binden (Watson-Crick- und Hoogstecn-Bin- 
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Abb. 1. Oben: Sequenz des cyclischen Oligodesoxynucleotids 1 (im Zentrum) sowie 
die Addukte von 1 mit den komplementaren Sequenzen 2-7. Unten: Strategien zur 
Konstruktion yon 1. Die drei Domanenpaare, die zur Bildung der Tripelhelices 
notig sind, sind so angeordnet. daO sich die Paarhalften jeweils gegeniiber liegen 
(Pfeile weisen auf die zusammengehorenden Paare). In Klammern sind die Nucle- 
otide angegeben, die eingespart wurden, da sie am Ende der jeweils benachbarten 
Sequenz bereits enthalten sind. 
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dung). Die Folge ware eine starkere Bindung und eine hohere 
Sequenzselektivitat als bei einfacher Watson-Crick-Bin- 
dung[", 'I. Zweitens kann ein Bindungsdomanenpaar sowohl 
vorwarts im Watson-Crick-Modus (in 5' + 3'-Richtung) als 
auch riickwarts im Hoogsteen-Modus (in 3' + 5'-Richtung) an 
eine gegebene Sequenz binden, da die beiden Pyrimidindoma- 
nen des Rings 1 pseudospiegelbildlich angeordnet sind. Drittens 
erlaubt die aufeinanderfolgende Plazierung der drei Bindungs- 
domanenpaare, sechs verschiedene Sequenzen zu binden (drei in 
eine und drei in die entgegengesetzte Richtung). Die Erkennung 
einer Sequenz durch ein Domanenpaar 1aBt dann die anderen 
Domanen als briickenbildende Schleifen des Komplexes fungie- 
rent6]. SchlieSlich kann auch mit einer reduzierten Zahl an Nu- 
cleotiden im Ring die Mehrfachbindung erreicht werden : Ent- 
fernt man jene Nucleotide, die am Ende und Anfang benachbar- 
ter Domanen gleich sind, einmal, so uberlappen die Domanen, 
und einzelne Basen erhalten mehr als eine Funktion. 

Wir planten und synthetisierten den Makrocyclus 1, um die 
sechs Octanucleotidsequenzen 2-7 zu erkennen (Abb. 1). Ord- 
nete man die Pyrimidin-Bindungsdomhen kreisformig nach- 
einander an, wiirde ein DNA-Makrocyclus rnit 48 Nucleotiden 
entstehen. Durch das Uberlappen der Domanenenden 
(Abb. 1 unten) konnten wir jedoch 13 Basen einsparen und den 
Ring 1 auf 35 Nucleotide begrenzen. 

Die Sequenzselektivitat sollte bei 1 ahnlich sein wie bei friiher 
beschriebenen anderen cyclischen Oligon~cleotiden~'~~. Um 
dies zu priifen, synthetisierten wir zuitzlich die Sequenzen 8 
und 9 (Abb. 2), die sich von den Oligodesoxynucleotiden 5 bzw. 
4 durch den Austausch zweier Basen unterscheiden. 

Die Bindung zwischen 1 und den Purinsequenzen 2-9 wurde 
durch Untersuchung der thermischen Denaturierung rnit Hilfe 
optischer Messungen bei 260 nm charakterisiert. Die Kompo- 
nenten wurden im Verhaltnis 1 : 1 bei pH 7.0 (1 00 mM NaCl, 
10 mM MgC1,) gemischt. Die Schmelzkurven zeigen scharfe 
Ubergange zwischen zwei Zustanden bei den Mischungen aus 1 
und 2-7. Die Schmelztemperaturen der Tripelhelix-Komplexe 
sind deutlich hoher, als sie bei einfachen Watson-Crick-Komple- 
xen (Doppelhelices) zu erwarten wiren" (siehe unten). Die 
Schmelztemperaturen der Komplexe von 1 rnit 2-7 liegen alle 
im Bereich von 33-37 "C (Abb. 2oben); die Hypochromiewerte 
betragen 18-25 %. Fur eine Tripelhelix-Bildung spricht auch 
der Befund, daB die Stabilitat aller sechs Komplexe pH-abhan- 
gig ist (Daten nicht gezeigt). Eine pH-Abhangigkeit ist fur Kom- 
plexe rnit C . G . C-Triaden, nicht jedoch fur Doppelhelices zu 
envarten["]. 

Im Gegensatz zu den Sequenzen 2-7 binden 8 und 9 mit 
T,-Werten von 18.8 bzw. 19.6"C viel schwacher an 1. Entspre- 
chend liegen die Komplexe bei Raumtemperatur vollstandig dis- 
soziiert vor. Mit Kurvenanpa~sungs-Algorithmen['~] wurden 
die freien Energien der Komplexe aus 1 und 2-9  abgeschatzt. 
Danach sind die Komplexe 1 2-1 .7 mit Freien Energien 
(AGZ5) von 10.3-12.2 kcalmol-' gebunden. Die Mismatch- 
Purinsequenzen 8 und 9 sind hingegen mit Freien Energien von 
nur 6.5 bzw. 6.6 kcalmol-' viel schwiicher an 1 gebunden. Da- 
nach bindet 1 die komplementiren Sequenzen um drei bis vier 
GroBenordnungen besser als die nicht komplementiiren. 

Aus der Struktur von 1 ergibt sich noch eine weitere Art von 
Komplementaritat und Selektivitat. Da der Makrocyclus ent- 
wickelt wurde, um die Sequenzen 2 - ~ 7  durch eine Tripelhelix- 
Bildung zu erkennen, kann er 29 weitere Octanucleotidsequen- 
zen im Watson-Crick-Modus binden. Um zu testen, wie selektiv 
1 die Sequenzen 2--7 im Vergleich zu den 29 anderen bindet, 
synthetisierten wir die drei Purinoctamere 10-12, die nur im 
Watson-Crick-Modus voll komplementar mit Sequenzen im 
Ring sind. Die komplementiren Bindungsstellen fur 10-12 sind 
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Ahh. 2. Ohen: Schmelrtemperatnren 7:. [ "C] der Komplexe yon 1 mit den komple- 
mentaren Sequenzen 2-7 sowie den nicht kotnplementaren Strangen 8 und 9. Un- 
ten: Vergleich der Stabilitat des Tripelhelk-Komplexes aus 1 und 4 mit der der 
Watson-Crick-Komplexe aus 1 und 10 12 anhand der Schmelztemperaturen. Die 
Octamere 4 und 10-12 haben uberlappende Scquenzen mit jeweils einem Ein-Ba- 
sen-Frameshift. 

gegeniiber der fur 4 nur urn eine, zwei bzw. drei Basen verscho- 
ben (Abb. 2 unten). 

Diese zusatzlichen Bindungsstudien zeigen, daB 1 zwar kom- 
plementir zu den Watson-Crick-Sequenzen 10- 12 ist, aber den- 
noch eine deutliche hohere Affinitat zu den Tripelhelix-bilden- 
den Sequenzen2-7 hat. 10-12 sind rnit T,-Werten von 
24.9-25.4 "C und Hypochromiewerten von 10-16 YO, 2-9 mit 
T,-Werten von 33.1 -37.1 "C und Hypochromiewerten von 18- 
25 % gebunden. Die Freie Energie der Bindung unterscheidet 
sich um 2.1 -4.3 kcalmol - I .  Die Assoziationskonstante ist fur 
1 .2 -1  .7 bei 25 "C 34- bis 1400fach groBer als fur 1 .10-1 '12, 
da in diesen nicht die vollstandige Anzahl an stabilisierenden 
Hoogsteen-Bindungen ausgebildet werden kann. Die niedrige- 
ren Hypochromiewerte bei 1 .10-1 '12 decken sich rnit der An- 
nahme, dal3 in diesen Komplexen keine Hoogsteen-Bindungen 
vorliegen. Die Moglichkeit einer teilweisen Hoogsteen-hterak- 
tion kann allerdings nicht ausgeschlossen werden. Die Selektivi- 
tat von 1 liegt jedoch im Bereich, der auch fur lineare Oligodes- 
oxynucleotide bei Einzelbasen-Falschpaarungen charakteris- 
tisch istl'O1. Das cyclische Nucleotid 1 kann also eindeutig zwi- 
schen den sechs Zielsequenzen 2-7 und den anderen komple- 
mentaren oder teilweise komplementaren DNA-Sequenzen un- 
terscheiden. 

Ein komplexes multifunktionelles Verhalten kann also mit 
einem synthetischen DNA-erkennenden Molekiil erreicht wer- 
den. Die Entwicklung des Oligonucleotid-Makrocyclus 1 zeigt 
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Wege, die Bindungseigenschaften von DNA-Molekulen durch 
mehr als die Anderung der primlren Nucleotidsequenn nu 
steuern. Eine Cyclisierung und die Plazierung von Bindungsdo- 
manen auf gegeniiberliegenden Seiten im Makrocyclus sowie die 
Pseudosymmetrie der Domanen ermoglichen eine starkere Kon- 
trolle der sekundaren und tertiaren Wechselwirkungen in den 
Komplexen als bei reiner Watson-Crick-Bindung. Es ist denk- 
bar, da13 diese Art der Multizentren-Bindung Cur praktische 
Probleme der Nucleinsiiureerkennung, z.B. bei dcr Inhibierung 
der Genexpression, bei der mehr als eine Stelle eines Gens oder 
mehr als ein Gen eines Organismus beteiligt sind, eingesetzt 
werden konnte. 

Experimentelles 
Die Oligonucleotide 2 10 wurden mit einem Syntheseautomaten dcr Firma Phar- 
macia LKB mit der 8-Cyanethylphosphoramidit-Mcthode hergestellt [14]. Gcrei- 
nigt wurden sie durch priparative denaturierende Polydcrylamid-Gelelektrophore- 
se. Die Konzentrationen wurden mit Ahsorptionsmessungen bci 260 nm aus 
den Absorptionskoeflizienten (Nearest-Neighbour-Analyse [15]) bestimmt. 
Zur Herstellung von 1 wurden der lineare Vorliufer 5'-  
dTTTTCTTTCCTCTTTTCTCTTTCTTTCTCCTTCTCp und das Templat 5'-  
dAGAAAAGAGAA synthetisierl. Die Cyclisierung fand in einer wifirigen nicht- 
enzymatischen Ligation mil jeweils SO p~ des linearcn Vorliufermolekiils und des 
'Templats slatt: 200 mM Imidazol . HCI (als Ausgangslosung vor Zugabe zum Reak- 
tionagemisch auf pH 7.0 titriert). 1 0 0 m ~  NiCI, und 125 mM BrCN, 12 h hei 23 "C 
[11, 161. Aufarbeitung und Isolicrung wie bereits fruher beschneben [II ,  171. Der 
Umsatz rum cyclischen Produkt betrug nach Gel-Analyse ca. 70 %. Isolicrt wurde 
es mit einer Ausbeute von 43 % durch Eluieren iius dem praparativen Gcl gefolgt 
von einer Dialyse zum Entfernen der Sake. Die vollspdndige Resistenz gegenuber 
cinem Gemisch aus T4-DNA-Polymerase (3'-Exonuclase-Aktivitat) und T4-Poly- 
nucleotid-Kinase (3'-Phosphatase-Aktivitit in Abwesenheit von ATP) unter Bedin- 
gungcn, unter denen lineare Oligonucleotide zu Mononucleotiden gespalten wer- 
den, bestitigte die cyclische Struktur des Produkts. Die Spaltung wurde hei 37°C 
1-40 min in  einer Losnng mit 23 p~ DNA. 5X mhi Tris . HCI (pH 7.6). 12 mM 
MgCI,, 6 mbi Dithiothreit, 100 FM Spermidm, 100 p~ EDTA, 0.5 Units/pL Kinase 

und 0.1 -0.2 Units/pL Polymerase durchgefuhrt. T4-Kinase wurde von New 
England Biolabs und TCPolymerase von United States Biochemical bezogen. 
Die thermische Denaturierung der 1 : I-Komplexe wurde bei einer Gesamtoligonu- 
cleotid-Konzentration von 6 p~ in einem Puffer mil l O O m M  NaCI, 10 mM MgCI, 
und 10 mM Na-PIPES(HP1PES = 1,4-Piperazindiethansulfonsiure) bei pH 7.0 in 
verschlossenrn 1 em-Kiivetten durchgefuhrt. Vor der Denaturierung wurden die 
Proben 2 min auf 90°C erhitzt und anschlieknd langsam auf Raumtempcratur 
abgekiihlt. Die Denaturicrung wurde in cincm temperaturkontrollierten Varian-Ca- 
ry-1 -UV-VIS-Sepktrometer untcr Stickstoff durchgefiihrt. Die Temperatur wurde 
um 0.5 'K pro Minute erhoht. Als Referenz dienten Proben des gleichen Puffers 
ohne DNA. Die Kurvcnanpassung wurde wie frliher beschrieben vorgenommen [8, 
101. Die T,-Werte wurden mit einer Genauigkeit von f0.5 "C aus der ersten Ablei- 
lung der Auftragung der Absorbanr gcgcn T' ermittelt. Die Genauigkeit der 
Bestimmung der Frcien Encrgie liegt bei k 10-15%. 
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