
ZUSCHRIFTEN 
1 H ;  Pro-HS), 4.14 (dd, J = 4.6, 8.3 Hz, 1 H; Pro-zH), 4.41 (dd. J = 6.3, 9.0 Hz, 
1 H; Phe-aH), 7.21 (m. 2 H ;  arom.), 7.32 (m. 3 H ;  arom.); "C-NMR (75.4 MHz, 
CD,OD, 25°C): 6 = 25.24, 26.35, 30.78, 38.29, 48.45, 54.19, 61.65, 129.05, 130.07, 
130.24, 130.37, 130.61, 135.44, 168.53, 174.55; hochaufgelostes MS: ber. fur  
C,,H,,N,O, ( M ' ) :  m/:: 275.1534; gef.: 275.1644. 
4: TFA.1.-Phe-L-Pro-NHCH,: 'H-NMR (500 MHz. D,O, 25 "C, CH,CN): truns- 
Konformer: 6 = 1.77 (m, 1 H; Pro-H3'), 1.85 (m, 2H; Pro-H4 und Pro-H4), 2.13 
(m, 1 H; Pro-H3). 2.64 (s. 3H; CH,), 2.99 (dd. J = 14.5,7.5 Hz, 1 H; Phe-BH), 3.21 
(dd, J = 14.L6.2 Hz, 1 H; Phe-BH), 3.25 (m, 1 H; Pro-HS'), 3.61 (m, 1 H, Pro-HS), 
4.27 (dd, J = 6.3, 8.1 Hz, 1 H; Pro-aH), 4.43 (pseudo-t, J =7.3 Hz, 1 H; Phe-aH), 
7.24 (m. 2 H ;  arom.), 7.30 (m. 3H; arom.); cis-Konformer: 6 =1.56 (m, 3 H ;  Pro- 
H3, Pro-H3' und Pro-H4), 1.70 (m. 1H; Pro-H4), 2.60 (s, 3H; CH,), 2.90 (dd, 
J = 13.2, 9.8 Hz, 1 H; Phe-BH), 3.05 (dd, J = 13.2. 5.4 Hz, 1 H; Phe-BH'), 3.29 (m. 
1H; Pro-aH), 3.33 (m- 1H; Pro-HS), 3.42 (m. 1 H; Pro-HS'), 3.80 (dd, J = 9.8. 
5.4Hz, 1H; Phe-aH), 7.13 (m, 2 H ;  arom.), 7.27 (m, 3H; arom.); "C-NMR 
(75.4 MHz, CD,OD, 25°C): 6 = 23.08, 26.00, 26.36, 26.66, 30.45, 32.62. 37.70. 
38.90, 54.41, 61.38, 61.85, 128.89, 129.11, 130.13, 130.51, 130.81, 135.36, 135.43, 
168.65, 174.15; hochaufgelostes MS: ber. fur C,,H,,N,O, ( M ' ) :  mjz: 275.1534: 
gef.: 275.1633. 
1 wurde nach bekannten Vorschriften synthetisiert [17]: 'H-NMR (400 MHz. 
[D,]DMSO, 25°C): 6 = 8.98 (s, 2 H ;  CH), 8.09 (m, 2 H ;  CH), 7.74 (s, 2 H ;  CH). 
7.39 (m, 4H; CH), 6.87 (d. J = 8.8 Hz, 2H; CH), 5.74 (m. 28H; OH), 4.82 (m, 
14H;CH),4.48(m,lZH;OH),3.65(m,56H;4CH,2CH,),3.30(m,28H;CH). 
"C-NMR (75.4 MHz, [DJDMSO, 25'C): 6 =164.6, 156.2, 142.2, 139.3, 137.3. 
128.0, 121.7, 120.7, 120.5,116.3,102.5,102.0.101.7,84.9,81.6,81.4, 73.1,72.9,72.4. 
72.1, 70.1, 60.0, 59.6. FAB-MS: ber. fur C,,,H,,,N,O,,S,Ni ( [ M  + HI'): mjz:  
2671.7; gef.: 2672: UV/Vis (H,O): I.,,, ( c )  = 374 (20000), 273 (55000) nm. 
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Sequenzspezifische DNA-Erkennung durch einen 
in der groBen und der kleinen Furche bindenden 
Liganden** 
Jason W. Szewczyk, Eldon E. Baird und 
Peter B. Dervan" 

Oligonucleotid-vermittelte Tripelheli~bildung['~ sowie DNA- 
Komplexierung durch Pyrrol/Imidazol-Polyamide[21 sind zwei 
nichtbiologische Ansatze zur sequenzspezifischen Erkennung 
von doppelstrangiger DNA. Die Erkennung der groljen DNA- 
Furche wird durch Pyrimidin-Oligonucleotide vermittelt, die 
parallel zum Watson-Crick-Purin-Strang binden"]. Die Spezifi- 
tat wird durch die Bindung von Thymin (T) an Adenin-Thymin- 
Basenpaare (T . AT-Basentripletts) sowie durch die Bindung 
von protoniertem Cytosin (C') an Guanin-Cytosin-Basenpaare 
(C' . GC-Basentripletts) erreicht"]. Zur Erkennung der kleinen 
DNA-Furche dienen Polyamide aus N-Methylimidazol- (Im) 
und N-Methylpyrrol-Aminosauren (Py), wobei die DNA-Se- 
quenzspezifitat durch die lineare Sequenz der Pyrrol- und Imi- 
dazol-Aminosauren bestimmt ~ i r d [ ' - ~ ]  : Die antiparallele Paa- 
rung von Imidazol- und Pyrrolcarboxamid-Einheiten ermog- 
licht die Erkennung von GC-Basenpaaren, wahrend umgekehrt 
angeordnete Pyrrolcarboxamid- und Imidazol-Einheiten CG- 
Basenpaare erkennen[']. Die durch Kombination von zwei Pyr- 
rol-Einheiten vermittelte Erkennung ist teilweise degeneriert, sie 
erlaubt die Bindung von TA- und von AT-BasenpaarenI2> 31. Ein 
Pyrrol/Imidazol-Polyamid-,,Haamadel"-Ligand mit ?-Amino- 
buttersaure (y) als ,,Turn"-Einheit ist ein vielseitiges Bindungs- 
motiv zur hochaffinen Erkennung einer Vielfalt von DNA-Se- 
quenzen in der kleinen DNA-Furche[']. Eine Schliisselfrage in 
bezug auf die beschriebenen Strategien zur Erkennung der 
groI3en und der kleinen DNA-Furche ist, ob beide Bindungsmo- 
tive in einem Molekiil kombiniert werden konnen, ohne daI3 die 
Sequenzspezifitat der jeweiligen Erkennungsdomanen verloren 
geht. 

Wir berichten hier iiber ein ,,Haamadel"-Polyamid, das mit 
einem Nucleotid-Undecamer verkniipft wurde. Dieses Konjugat 
bindet bei subnanomolaren Konzentrationen spezifisch und 
gleichzeitig an die groI3e und die kleine DNA-Furche. Die Ver- 
kniipfung des Pyrimidin-Oligonucleotids 5'-TTTTTTMeCMeC- 
TTT-3' iiber einen Linker aus zwolf Atomen in der Kette mit 
dem Polyamid ImPyPyyImPyPyP (p = P-Alanin) ermoglicht die 
Erkennung eines 16 Basenpaare langen Segmentes einer DNA- 
Doppelhelix. Hierbei wird jeweils spezifisch ein Pyrrol/Imida- 
zol-Polyamid-DNA-Komplex in der kleinen Furche sowie eine 
Tripelhelix in der groDen Furche gebildet (Abb. 1) und durch 10 
Wasserstoffbriickenbindungen zur Erkennung von 5 Basenpaa- 
ren in der kleinen Furche (5'-TGACA-3') bzw. 22 Wasserstoff- 
briickenbindungen zur Erkennung von 11 Basenpaaren in der 
groljen Furche (5'-AAAAAAGGAAA-3') stabilisiert. 

Das am C-Terminus rnit einer freien Aminogruppe versehene 
Polyamid ImPyPyyImPyPyP wurde durch Festphasensynthe- 
seL6. 'I hergestellt. Umsetzung mit Essigsaureanhydrid liefert das 
Polyamid 1, das als Standard dient. Reaktion der freien Amino- 
gruppe von ImPyPyyImPyPyP rnit festphasengebundenem N-  
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Hydroxysuccinimidester des entsprechend 5'-modifizierten Nu- 
cleotid-Undecamers 5'-TTTTTT'"CMeCTTT-3' liefert nach 
Entschutzen das Konjugat ImPyPyyImPyPyfl-(Linker)- 
TTTTTTMeCMeCTTT-3' 3[81. Analog wurde das Konjugat 4 
mit der umgekehrten Polyamid-Sequenz PyPyImyPyPyImfl syn- 

Abb. 1. Links: Simultane Bin- 
dung eines Pyrrol,%nidazol- 
Polyamid-Oligonucleotids an die 
groBe (oben) und die kleine Fur- 
che (unten) einer DNA-Doppel- 
helix (Bandmodell). Rote und 
blaue Kreise stellen NMethyl- 
imidazol- bzw. N-Methylpyrrol- 
Einheiten dar, die Raute reprd- 
sentiert eine 0-Alanin-Einheit. 
Rechts: Zweidimensionale Be- 
schreibung der molekularen 
Wechselwirkungen, die fur die 
sequenzspezifische DNA-Erken- 
nung entscheidend sind: Oben: 
durch Hoogsteen-Wasserstoff- 
bruckenbindungen von T zum 
Watson - Crick - AT - Bnsenpaar 
sowie von protoniertem M'C cum 
Watson -Crick - G C  - Basenpaar 
gebildete T.AT- bzw M'C-.GC- 
Basentripletts. Die Basen des 
dritten Strangs sind rosa. die der 
Watson-Crick-Strange schwarz 
dargestellt; unten: zu erwartende 
Wechselwirkungen zwischen Im- 
PyPygImPyPyP und der Bin- 
dungsstelle 5'-TGACA-3'. Krei- 
se mit Punkten reprasentieren 
die freien Elektronenpaare der 
N3-Atome der Purinbasen sowie 
der OZAtome der Pyrimidinba- 
sen. Kreise. dic ein H enthalten, 
stellen das Wasserstoffatom am 
N2-Atom eines Guaninrestes 
dar. Die postulierten Wasser- 
stoffbriickenbindungen sind 
durch gestrichelte Linien wieder- 
gegeben. 

thetisiert. Die Polyamid-Oligonucleotide 3 und 4 wurden durch 
Umkehrphasen-HPLC gereinigt und durch matrixunterstutzte 
Laserdesorptions/ionisations-Flugzei t(MALD1-TOF )-Massen- 
spektrometrie['], UV-spektroskopischr''1 sowie durch HPLC- 
Analyse der nach enzymatischer Phosphordiester-Hydrolyse er- 
haltenen Fragmente charakterisiert. Fur die Bindungsstudien 
wurde ein DNA-Fragment aufgebaut, das die 18 Basenpaare 
umfassende Bindungsstelle S-TGACATTAAAAAAGGAAA- 
3' enthalt, die aus der 5 Basenpaare langen Bindungsstelle fur 
das Polyamid und der 11 Basenpaare langen Bindungsstelle fur 
das Oligonucleotid sowie aus zwei Basenpaaren zur Trennung 
der beiden Bindungsstellen besteht. Zur Kontrolle sind die Bin- 
dungsstellen fur das isolierte Polyamid ( 5  Basenpaare) und das 
Oligonucleotid (1 1 Basenpaare) ebenfalls im DNA-Fragment 
enthalten" 'I. 

Durch quantitative DNase-I-Footprint-Titrationsexperimen- 
te[l2] rnit einem 302 Basenpaare langen Restriktionsfragment 
wurden die Bindungsaffinitaten der Liganden bestimmt ( Abb. 
2). Das Polyamid 1 bindet an die Zielsequenz 5'-TGACA- 
TTAAAAAAGGAAA-3' mit einer Assoziationskonstante K, = 
(1.3 & 0.3) x lo8 M - '  und das unmodifizierte Oligonucleotid 2 an 
5'-TGACATTAAAAAAGGAAA-3' mit K, = (2.5 f 0 . 8 ) ~  
lo5 M- '. Das Polyamid-Oligonucleotid-Konjugat 3 bindet an 5'- 
TGACATTAAAAAAGGAAA-3' mit einer Assoziationskon- 
stante K, > 2 x 10" M - ' [ ' ~ ] ,  was einer mindestens 150fachen 
Steigerung der Bindungsaffinitat relativ zu den nichtverknupften 
Untereinheiten entspricht . Im Vergleich hierzu ist die Bindungs- 
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Abb. 2. DNase-I-Footprint-Titration des PyrroliImidazol-Polyamid-Oligo- 
nucleotids 3 rnit einem "P-endmarkiertcn, 302 Basenpaare langen Restriktionsfrdg- 
ment. Graustufendarstelluiig des ,.Storage-Phosphor"-Autoradiogrdmms eines 
denaturierenden 8 %-Polyacrylamid-Gels. das eine lOfache Signalanderung von der 
schwichsten ( 5  willkurliche Einheiten, wei0) zur stirksten Intensitit (50 willkiirliche 
Einheiten, schwarz) zeigt. Die Bindungsstelle 1st rechts dargestellt. Spuren 1 und 20: 
intakte DNA: Spur 2 :  A-Reaktion: Spur 3:  G-Reaktion; Spuren 4 und 19: DNase- 
I-Standard: Spuren 5 bis 18' I .  5,  10, 20, 50, 100. 150, 250,400 und 6 5 0 ~ ~  sowie 
1.5. 2.5. 6.5 und 10 nM 3. 

affinitat von 3 zur 5 Basenpaare langen Bindungsstelle des 
Polyamids, 5'-TGACATTAGCTCGTAATG-3' (K,  < 1 .O x lo5 
M - I) ,  oder zur 1 1 Basenpaare langen Bindungsstelle des Oligo- 
nucleotids, 5'-ACCGGTTAAAAAAGGAAA-3' (K,  = 1.9 x 
lo9 M-'), urn etwa um den Faktor 10 gegeniiber der der 
,,Match"-Sequenz verringert. Das ,,Mismatch"-Polyamid-Oli- 
gonucleotid 4 bindet die 18 Basenpaare umfassende Sequenz 
5'-TGACATTAAAAAAGGAAA-3' ( K ,  = (6.1 0.2) x lo7 M-')  
mit einer 300fach verminderten Affinitiit relativ zum ,,Match"- 
Konjugat 3. 

Das Polyamid-Oligonucleotid 3 bindet rnit subnanomolarer 
Affinitiit nur an die vorgesehene Zielsequenz. Die Erhohung der 
Bindungsaffinitat um 3.0 kcal mol- wird also durch die gleich- 
zeitige sequenzspezifische Erkennung von grol3er und kleiner 
DNA-Furche erzielt. Polyamid-,,Haarnadel"-Oligonucleotid- 
Liganden erweitern somit durch Nachahmung von sequenzspe- 
zifischen DNA-bindenden Pr~te inen"~]  das synthetisch zu- 
giingliche Repertoire an DNA-Erkennungssequenzen. Gleich- 
zeitig reprasentieren sie ein neues Bindungsmotiv zur simulta- 
nen, sequenzspezifischen Erkennung beider Furchen der DNA- 
Doppelhelix. 
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D. E. Wemmer, Science 1994. 266, 646; b) M. Mrksich, P. B. Dervan, 1 Am. 
Chem. Soc. 1995, If 7, 3325. 

[5] a) M. Mrksich, M. E. Parks, P. B. Dervdn, J. Am. C h m .  Soc. 1994,116,7983; 
b) M. E. Parks, E. E. Bdird, P. B. Dervdn, hid. itn Druck. 

[6] E. E. Baird, P.  B. Dervan, J.  Am. Chem. Soc. im Druck. 
[7] Pyrrol/Imidazol-Polyamide wurden durch Festphasensynthese hergestellt [6]. 

Die Polyamide wurden rnit Ethylendiamin van der Festphase abgespalten und 
durch praparative HPLC gereinigt. 1: MALDI-TOF-MS ( M  + H): gef. 
1065.0, ber. 1065.1. 

[XI Die Oligonucleotide wurden van der Festphase abgespalten und rnit 0.1 M 

NaOH (55 "C, 18 h) entschutzt. Fur eine andere Methode siehe A. N. Siny- 
akov, S. G. Lokhov, I. V. Kutyavin. H. B. Camper, R. B. Meyer, J.  Am. Chem. 
so<. 1995, I17, 4995. 

[9] 3: MALDI-TOF-MS ( M  - H): gef. 4487, ber. 4487; 4 :  MALDI-TOF-MS 
( M  - H): gef. 4484, ber. 4483. 

[lo] Das UV-Spektrum des Polyamid-Oligonucleotids setzt sich additiv aus denen 
der Einzelkomponenten zusammen: i.,,, ( E )  [H,O] = 260 nm (138000), 
310 nm (54000). 

[ l l ]  Das Plasmid pCONl wurde durch Hybridisierung von zwei komplementiren 
SItzen synthetischer Oligonucleotide 5'-d(CCGGGAACGTAATGACAT- 
TAGCTCGTAATGTTATTAGCTCGCTAAGGTCATTACCGGTTAAAA- 
AAGGAAACGCTCGA) - 3', 5'- d(GGCGTCGAGCGTTTCCTTTTTTAAC- 
CGGTAATGACCTTAGCGAGCTAATAACATTACGAGCTAATGTCAT- 
TACGTTC)-3' und 5'-d(CGCCGCTAATGACATTAAAAAAGGAAACGC- 
TCGAGCTCGTGGGCCCTAGCGTCGTAGCTAGCGTCGTCTTAAG)- 
3'.5'-(TCGACTTAAGACGACGCTAGCTACGACGCTAGGGCCCACGA- 
GCTCGAGCGTTTCCTTTTTTAATGTCATTAGC)-3' hergestellt, welche 
nacheinander in pUC19, das zuvor mil Ava I und Sal I gespalten wurde, ligiert 
wurden. Das Plasmid wurde mit A17 II umgesetzt, am 3'-Ende markiert und mit 
Fsp I gespalten. Das 302 Basenpaare lange Restriktionsfragment wurde uber 
nichtdenaturierende Gel-Elektrophorese isoliert und in allen hier beschriebe- 
nen Experimenten verwendet. 

[12] Quantitative Footprint-Titrationsexperimente wurden in einem Gesamtvolu- 
men von 400 pL rnit den fur die Koinponenten angegebenen Endkonzentratio- 
nen durchgefuhrt. Die Liganden wurden zu Losungen des rddioaktiv markier- 
ten Restriktionsfragments. NaCl ( I0  mM), Bis(2-hydroxyethy1)iminotris- 
(hydroxymethyl)methan(Bis-Tris) . HCI (10 mM, pH =7.0) und Spermin 
(250 p ~ )  gegeben und 24 h bei 22 'C inkubiert. Footprint-Reaktionen wurden 
durch Zugabe von 10 pL DNase-I-Stammlosung (2.4 Einheiten mL- ') gestar- 
tet, die MgCI, (200 mM), CaCI, (200 mM), Bis-Tris ' HCI (10 mM) und Glycerin 
(20%) enthielt. Die Reaktionen wurden nach 6 min bei 22°C durch Zugabe 
von 50 pL einer Losung aus 107 pL Wasser, 788 pL NaCl(4 M), 425 pL EDTA 
(0.5 M, pH = 8.0), 40 pL Kilberthymus-DNA (1 mM Basenpaare) und 40 pL 
Glycogen (20 mg mL-') abgebrochen. Die DNA wurde durch Zugabe von 
Ethanol gefdlt, die Niederschlage wurden in 8Oproz. Formamid-Puffer suspen- 
diert, auf ein denaturierendes 8%-Polydcrylamid-Elektrophoresegel aufgetra- 
gen und bei 2000 V 1 h getrennt. Die Datenanalyse wurde wie an anderer Stelle 
beschrieben vorgenommen [5 a]. Die angegebenen Assoziationskonstanten 
sind jeweils iiber drei Titrationsexperimente gemittelte Werte. 
Die durch quantitative DNase-I-Footprint-Titrationsexperimente bestimmten 
Gleichgewichts-Assoziationskonstanten K, 1 1  x 10" M - '  sind untere Grenz- 
werte. 
a) J. P. Sluka. S. J. Horvath, M. F. Bruist, M. I. Simon, P. B. Dervan, Science 
1987,238,1129; h) J. P.  Sluka, S. J. Horvath, A. C. Glasgow, M. I. Simon, P. B. 
Dcrvan, Biorhrniirrry 1990, ZY, 6551 ; c) 1 Feng, R. C. Johnson, R. E. Dicker- 
son, Science 1994, 263, 348. 
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