ZUSCHRIFTEN

Auf dem Weg zu synthetischen DNA-Reparatur-
enzymen: Einbau einer Flavin-Aminosiure
in ein DNA-bindendes Oligopeptid **

Thomas Carell* und Jens Butenandt

Die UV-Bestrahlung von Zellen fiihrt zur Bildung von Cyclo-
butan-Pyrimidindimeren aufgrund einer [2n+ 2r]-Cycloaddi-
tion zweier in der DNA-Doppelhelix iibereinander angeordne-
ter Pyrimidinbasen.!-2! Um dem resultierenden, letalen Verlust
an genetischer Information entgegenzuwirken, haben Organis-
men ausgekliigelte DNA-Reparaturmechanismen entwickelt,
die derartige DNA-Schidden erkennen, reparieren und dadurch
die Genomintegritit wiederherstellen.’*! Untersuchungen der
erblichen und oft tédlich verlaufenden Krankheit Xeroderma
pigmentosum haben aufgezeigt, dall DNA-Reparaturdefizite
direkt mit der Entstehung von Tumoren zusammenhingen. %!
DNA-Photolyasen sind frithzeitliche Reparaturenzyme, welche
spezifisch Cyclobutan-Pyrimidindimere erkennen. Vermutlich
wird hierbei das Pyrimidindimer aus der DNA-Doppelhelix her-
aus und in das aktive Zentrum des Enzyms hinein geklappt.t®!
Die Reparatur des Schadens wird dann durch eine Reihe licht-
getriebener Energie- und Elektronentransferschritte eingeleitet.
Zunichst fithrt die Anregung eines Flavinsemichinon-Cofak-
tors (FADH") zu dessen Reduktion. Die Grundlage hierfiir ist
ein Elektronentransfer vom ca. 13 A entfernten Trp3°.'®) Ein
zweiter lichtgetriebener Elektronentransfer von FADH™ zum
gebundenen Pyrimidindimer fiihrt zu dessen Monomerisierung
(Reparatur). Neben FADH ™ haben alle bekannten mikrobiel-
len Photolyasen entweder ein 8-Hydroxy-5-desazaflavin oder
ein Methenyltetrahydrofolat als zweiten Cofaktor. Dieser iiber-
tragt als Photoantenne Anregungsenergie auf die Flavinein-
heit.[6:7)

Zum besseren Verstindnis dieser Energie- und Elektronen-
transferschritte haben wir ein Forschungsprogramm initiert, in-
dem wir kleine, Cofaktor enthaltende Modellproteine darstel-
len, die in der Lage sind, stabile und strukturell klar definierte
Komplexe mit DNA zu bilden. Diese Modellproteine sollten
leicht modifizierbar sein und den chemischen Einbau von Co-
faktoren gestatten, um ein detailliertes Studium der Abhéngig-
keiten der Energie- und Elektronentransferprozesse an der
Grenze zwischen Proteinen und Nucleinsduren zu erméglichen.

Zu diesem Zweck haben wir Oligopeptide mit der Sequenz der
DNA-bindenden Doméne des Helix-loop-helix-Transkriptions-
faktors MyoD™®-%) durch Festphasensynthese dargestellt. In
dieses Peptid wurde die DNA-Reparaturfunktion durch den
Einbau der Flavin-Aminosiure L-1 integriert.!'®) Diese Cofak-
tor-modifizierten Oligopeptide wurden auf ihre Fihigkeit hin
untersucht, Cyclobutan-Pyrimidindimere in Einzelstrang-DNA
zu reparieren. Fiir diese Untersuchungen wurde ein definiertes
Oligonucleotid dargestellt, das einen synthetisch herbeigefiihr-
ten Dimerschaden enthilt.*!) Das definierte Substrat ermdg-
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lichte die Quantifizierung der Reparaturgeschwindigkeit und
erlaubte es, potentielle Nebenprodukte mit Hochleistungsfliis-
sigkeitschromatographie (HPLC) aufzuspiiren, wie sie bei Be-
strahlung von DNA in Gegenwart von Riboflavin 2 beobachtet
werden.[12]

OH

OH

Die Synthese der L-Flavin-Aminosdure L-1 gelang in Gram-
mengen auf dem in Schema 1 gezeigten Weg. Die ersten zwei
Schritte beinhalten die Oxidation des Nitrodimethylanilins 3,
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Schema 1. Synthese der Flavin-Aminosdure L-1 und der FMOC-geschiitzten Ami-
nosdure L-9: a) H,SO,, Raumtemperatur (r.t.), 80 %. b) H,0,, HNO,, r.t., 85%.
¢) KOAc, H,0, EtOH, nBuOH, 80 °C, 3d, 60%. d) H,, Pd/C, quant. e) HOAc,
B(OH);, Alloxan, r.t.,, 65%. [} Trifluoressigsdure (TFA), r.t., quant. g) FMOC-
OSu, NaCO,, 95%.

zuerst mit Caroscher Sdure und dann mit Wasserstoffperoxid/
Salpetersdure, zum Dinitrodimethylbenzol 4.I'*) Reaktion von 4
mit dem chiralen Baustein N-z-Boc-L-Lysin, L-5, (Boc = tert-
Butoxycarbonyl) ergab das Nitroanilin L-6. L-5 wurde ausge-
wahlt, da die freie Carboxylfunktion die baseinduzierte Racemi-
sierung des a-CH-Chiralitdtszentrums wihrend der ipso-Sub-
stitution verhindert. Die Reaktionsbedingungen wurden dann
systematisch zur weiteren Unterdriickung der Racemisierung
variiert. Optimale Resultate wurden schlieBlich mit Kaliumace-
tat als Base in Wasser/Ethanol/r-Butanol (1:1:2) erzielt. Die
katalytische Hydrierung der Nitroanilin-Aminosiure L-6 ergab
die Aminosédure L-7, welche mit Alloxan-Monohydrat zur Boc-
geschiitzten Flavin-Aminosdure -8 umgesetzt wurde.['*! Ent-
schiltzen von L-8 und Reaktion der entstehenden ungeschiitzten
Flavin-Aminosiure L-1 mit 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-N-
hydroxysuccinimid (FMOC-OSu) in Natriumhydrogencarbo-
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nat-Losung ergab die FMOC-geschiitzte L-Flavin-Aminosiure
L-9 in einer Gesamtausbeute von 25%.

Zur Bestimmung der Enantiomerenreinheit der Flavin-Ami-
nosaure L-1 wurde die korrespondierende D-Aminosiure D-1,
Schema 1 folgend, mit dem D-Lysin-Ausgangsmaterial D-5 dar-
gestellt. Das Racemat erhielt man durch Mischen der beiden
Enantiomere. Die Trennung der Enantiomere gelang mit Diinn-
schicht-Ligandenaustauschchromatographie an einer Umkehr-
phase (CHIRALPLATES!'®)). Ein Verdiinnungsexperiment — ab-
nehmende Mengen des D-Isomers D-1 wurden der L-Form
zugesetzt und die Mischung diinnschichtchromatographisch
untersucht —ergab, daBl Mengen bis zu 1 % des D-Isomers nach-
weisbar sind. Da das synthetische Material (L-1) nur einen Spot
ergibt, hat die synthetische Flavin-Aminosdure -1 eine Enan-
tiomerenreinheit von >99:1.

Zur Synthese der in Abbildung 1 dargestellten Oligopeptide
wurde ein manuelles Standard-FMOC-Festphasensynthese-
Protokoll leicht modifiziert.!*®! Fiir das erste Design der Flavin-
Peptide wurde die Kristallstruktur des Helix-loop-helix-Trans-
kriptionsfaktors MyoD im Komplex mit DNA analysiert.[!”]

Abb. 1. Sequenz des synthetisierten Oligopeptides P2 und der Flavin-enthaltenden
Oligopeptide P1 und P3. Darstellung des Templates 10 und des verkniipften Oligo-
peptides P4. Die Peptide wurden manuell unter Verwendung eines Rink-Amide-
MBHA-Trigers (FMOC-Chemie mit einem HOBt/HBTU-Kupplungprotokoll)
dargestellt.

Die Seitenkette von Leu'?', am C-Terminus der basischen Do-
méne gelegen, ragt in die groBe Furche der DNA-Doppelhelix.
Deshalb wurde Leu'?! durch die Flavin-Aminoséiure L-1 er-
setzt. Die Festphasensynthese des Flavin-Oligopeptides P1 wur-
de analog zur Synthese des Flavin-freien Peptides P2 durchge-
fithrt, Aufgrund der geringeren Kupplungsgeschwindigkeit der
Flavin-Aminosdure L-9 wurde die Kupplungszeit dieser Amino-
sdure von 25 auf 45 min erh6ht, und die Kupplung wurde drei-
mal mit jeweils cinem dreifachen UberschuB durchgefiihrt. Cap-
ping-Prozeduren (z. B. Essigsdureanhydrid/Hiinig-Base), die oft
nach einer Kupplung durchgefiihrt werden, wurden nach dem
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Einbau des Flavins, wann immer moglich, vermieden. Die Ab-
spaltung des fertigen Peptides vom Tréiger und die Abspaltung
der Seitenketten-Schutzgruppen wurde mit leicht erhohten
Mengen an Triisopropylsilan (2 Vol.-%) und, im Fall des Cy-
stein enthaltenden Peptids P3, an Ethandithiol (2 Vol.-%)
durchgefithrt, um die Flavin-Oligopeptide P1 und P3 in Aus-
beuten und Reinheiten dhnlich denen des Nicht-Flavin-Peptid
P2 zu erhalten.

Alle Peptide wurden durch priparative Umkehrphasen-
HPLC gereinigt und mit analytischer Umkehrphasen-HPLC,
Elektrospray-Massenspektrometriec und Laserdesorptions-
Massenspektrometrie charakterisiert.l!® Das UV/Vis-Spek-
trum der Flavin-Peptide zeigt die typischen Flavinbanden bei
ca. 450 und 360 nm. In den Fluoreszenzspektren der Peptide ist
die Fluoreszenzbande bei 550 nm beobachtbar.

Zur Steigerung der DNA-bindenden Eigenschaften miissen
derartige basische Oligopeptide, z. B. durch Ankniipfen an ein
Templat, dimerisiert werden.!'®! Derartige Dimere sind dann in
der Lage, die Eigenschaft von Helix-loop-helix-Proteinen nach-
zuahmen, in ¢ine «-helicale Konformation zu falten und struk-
turell klar definierte Komplexe mit dem DNA-Doppelstrang zu
bilden.'**’ Um zu untersuchen, ob die Flavin-Peptide dimerisiert
werden konnen, haben wir das Peptid P3 dargestellt, das liber
einen Cys-Gly-Gly-Linker verfiigt.’®) Dieses Peptid wurde
dann in Anwesenheit des Bis(bromacetyl)benzol-Templates
10,12 aber unter AusschluB von Sauerstoff, geriihrt (Abb. 1).
Hierbei wurde eine neue Peptidspezies erhalten, die durch pra-
parative Umkehrphasen-HPLC isoliert wurde.!®! Das Elektro-
spray-Massenspektrum dieser Verbindung belegt das Vorliegen
der Templat-verkniipften Verbindung P4.

Um zu untersuchen, ob die Flavineinheit innerhalb des Trans-
kriptionsfaktor-Fragmentes eine funktionsfahige Einheit ist,
mit der eine saubere DNA-Reparatur durchgefiithrt werden
kann, wurden die Peptide P1 und P4 zu einer Losung gegeben,
die das synthetische Oligonucleotid 111" enthilt (Schema 2).

11 5 -CpGpCpGpT-pU=Up-TpGpCpGpC-3'

hv, 366 nm | P1 oder P4

12 5 -CpGpCpGpT-pU-Up-TpGpCpGpC-3'

Schema 2. Reparatur des geschddigten Oligonucleotides 11, welches ein spezifisch
eingebautes Cyclobutan-Pyrimidindimer enthdlt (U=U) [11]. Das Oligonucleotid-
Produkt der Reaktion, 12, wurde unabhéngig synthetisiert und coinjiziert, um die
Bildung von 12 abzusichern.

Die Reaktionsldsungen wurden mit Stickstoff entgast und bei
4°C mit Tageslicht oder mit Licht der Wellenldnge 366 nm be-
strahlt. Den Losungen wurde Ethylendiamintetraessigsiure
(EDTA) zugesetzt, um die Isoalloxazin-Einheit photochemisch
zu reduzieren. Hierbei wurde das Flavin in die auch im Enzym
aktive, voll reduzierte Form tliberfiihrt. Das Peptid P1 wandelt
das Oligonucleotid 11 mit einem eingebauten Schaden sehr sau-
ber zum reparierten Oligonucleotid 12 um. Die Bestrahlungszei-
ten, die fiir die vollstindige Umwandlung bendtigt werden,
schwanken hierbei zwischen einer und mehreren Stunden je
nach verwendeter Peptid- und Oligonucleotid-Konzentration
und in Abhéngigkeit von der Salzkonzentration. Dieses Ergeb-
nis zeigt, daB die Assoziation des Peptides mit dem Oligonucleo-
tid wichtig ist. Hierbei sind vermutlich die Arginin- und Lysin-
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Phosphodiester-Wechselwirkungen von entscheidender Bedeu-
tung. Die sich bildenden Assoziate sind jedoch noch unstruktu-
riert, da dhnliche Transkriptionsfaktor-Fragmente nur mit
Doppelstrang-DNA definierte Komplexe bilden kénnen.[2!!
Trotzdem: Wéhrend der Bestrahlung wird das reparierte Oli-
gonucleotid 12 sehr sauber und ohne das Auftreten von Strang-
briichen — die sich bei Bestrahlung von DNA mit Riboflavin
ergeben!!?! — gebildet. Das Resultat eines langen Bestrahlungs-
experimentes ist in Abbildung 2 dargestellt (10 um DNA 11,

12

t/min — -

stein in der FMOC-Festphasensynthese zur Darstellung von
Oligopeptiden verwendet werden kann. Die erhaltenen Flavin-
Peptide lassen sich mit Hilfe eines Templates leicht ligie-
ren.2% 26 Besonders wichtig ist der Befund, daB die Flavin-
Peptide ein synthetisches, Pyrimidindimer-enthaltendes Oligo-
nucleotid sauber reparieren kénnen. Dieses Resultat ermoglicht
nun die Darstellung kleiner, DNA -bindender Cofaktorproteine,
mit denen Energie- und Elektronentransferprozesse an der
Grenze zwischen Proteinen und DNA ausgelotet werden kénnen.

Eingegangen am 15. Januar,
verdnderte Fassung am 24. Marz 1997 [Z 10000]

Stichworte: DNA-Reparatur - Elektronentransfer -

Flavine + Nucleobasen - Peptide

{1] T. Lindahl, Nature ( London) 1993, 362, 709-715.

[2] J-S. Taylor, Acc. Chem. Res. 1994, 27, 76-82.

[3] E. C. Friedberg, G. W. Walker, W. Siede, DNA Repair and Muta-

genesis, ASM Press, Washington, 1995

e [4] H. W. Thielmann in Recent Results in Cancer Research, Vol. 128
( Skin Carcinogenesis in Man and in Experimental Models) (Hrsg.:
E. Hecker, E. G. Jung, F. Marks, W. Tilgen), Springer, 1993, S.
275-297.
Geschidigte DNA-Reparaturfaktoren kdnnten auch fiir das Auf-
treten der Alterungsphinomene Werner- und Hutchinson-Gil-
ford-Syndrom verantwortlich sein: C.-E. Yu, J. Oshima, Y.-H. Fu,
E. M. Wijaman, F. Hisama, R. Alisch, S. Matthews, J. Nakura, T.
Miki, S. Ouais, G. M. Martin, J. Mulligan, G. D. Schellenberg,

=

Abb. 2. HPL-Chromatogramme (a: 0 h;b:1h;c:3h,d:6h, e: 14 h) wihrend der Bestrahlung Science 1996, 272, 258 -262.

von 10 pM Oligonucleotid-11-Lésung im Reaktionspuffer (12.5 mm Tris, 5 mm EDTA, 6 mm [6] H.-W. Park, S.-T. Kim, A. Sancar, J. Deisenhofer, Science 1995,
NaOH, pH 7.8) bei 4 °C in Anwesenheit von 20 uM Flavin-Oligopeptid P1. Sdule: Lichrosphere 268. 1866—1872.

C18,100 A, 0.4 x 250 mm. Mobile Phase A: H,0, 0.1 M NEt, - HOAc. Mobile Phase B: 80% 7 Ube’rsichten siche: A. Sancar, Biochemistry 1994, 33,1-9. S.-T.
CH,CN, 20% H,0, 0.1 M NEt;-HOAc. Gradient 0 bis 30% B in 30 min Injektionsvolumen: Kim. A. Sancar. Photochem. Photobiol. 1993. 57. 895-904. P. F.

20 pL. ¢ = Retentionszeit.

20 pm Flavin-Peptid P1). 75% Umwandlung von 11 nach 12
wird unter diesen Bedingungen nach 6h Bestrahlung erhalten.
Die weitere Bestrahlung fiihrt zur fast vollstindigen Reparatur.
Die unabhingige Synthese des reparierten Oligonucleotides
13[1!) belegte nach der Coinjektion die ausschlieBliche Bildung
von 13.

Erste Bestrahlungsexperimente mit dem Peptid P4 zeigen,
daB das dimere Oligopeptid im Vergleich zu P1 die Reparatur-
reaktion schneller und bei niedrigerer, substdchiometrischer
Konzentration durchfithrt (1-2um Peptid, 10 um DNA). Bei
Bestrahlung der DNA-Losungen mit Riboflavin oder mit dem
Peptid P1 ohne die Anwesenheit von EDTA findet statt der
Reparaturreaktion eine Zersetzung des Oligonucleotides statt.
Bei Abwesenheit eines Flavin-Peptids und in Gegenwart des
Flavin-freien Peptids P2 wurde unter ansonsten identischen Be-
dingungen keine Reparatur beobachtet. Diese Kontrollexperi-
mente bestédtigen, dal die synthetisierten, Flavin-derivatisierten
Transkriptionsfaktor-Fragmente P1 und P4 in der Lage sind,
eine primitive DNA-Reparatur-Funktion auszuiiben. Bis jetzt
wurde die Reversion eines Pyrimidindimers innerhalb eines
DNA-Stranges lediglich mit Hilfe des elektronendonierenden
Tripeptides Lys-Trp-Lys durchgefiihrt. In diesem Fall wurde
maximal 60 % Umsatz erzielt, da die Photoreparatur schddliche
Strahlung einer Wellenlinge <300 nm benétigte.1??! Kiirzlich
wurde iiber die katalytische Reparatur mit Diimin(9,10-phenan-
threnchinon)rhodium-Komplexen berichten. Diese Reparatur-
reaktion beruht jedoch auf einer Elektronenabstraktion aus
dem DNA-Strang.?*! Damit sind die Flavin-Peptide die ersten
Verbindungen, die eine vollstidndige Reparatur geschidigter Oli-
gonucleotide durch Simulation des lichtgetriebenen Reparatur-
prozesses der DNA-Photolyasen bewerkstelligen konnen.[>#]

Wir haben gezeigt, daf} die enantiomerenreine Flavin-o-ami-
nosdure L-1 in Grammengen leicht erhdltlich ist und als Bau-
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3548.6, Masse gef. 3548.
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D-52313 Diiren. K. Gunther, J Chromatogr. 1988, 448, 11 -30.
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Phase A:99.5% H,0, 0.5% TFA. Mobile Phase B: CH,CN. Gradient 5 bis
40 min. Retentionszeiten=P2: 19.7 min, P3: 19.7 min, P4: 21.7 min. Pripara-
tive HPLC: Vydac C18, 100 A, 2.5x250 mm. Mobile Phase A: 99.5% H,O0,
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Synthese von Uridindiphospho-a-D-gluco-
hexodialdose und deren Rolle in der durch
UDP-Glucose-Dehydrogenase katalysierten
Reaktion**

Robert E. Campbell und Martin E. Tanner*

Die UDP-Glucose-Dehydrogenase katalysiert die irrever-
sible, NAD *-abhingige Oxidation von UDP-Glucose zu UDP-
Glucuronsiure (Schema 1).['! Bie Sidugern werden in der Leber
Stoffwechsel-Endprodukte mit dieser Verbindung fiir die Aus-
scheidung derivatisiert,!?! und sie spielt eine Rolle in der Biosyn-
these von Glycosaminoglycanen wie Heparin®! und Hyaluron-
sdure.) In vielen pathogenen Bakterienstimmen wie den
Streptokokken der Gruppe AP und Streptococcus preumoniae
Typ 3'% liefert diese Oxidation die Glucuronsiure, die fir die
Synthese einer phagocytosehemmenden Kapsel bendtigt wird.
Diese Kapsel ermdglicht es den Bakterien, dem Immunsystem
des Wirts zu entgehen, und tragt daher wesentlich zu ihrer Viru-
lenz bei.l” =

Die UDP-Glucose-Dehydrogenase gehort zu einer kleinen
Klasse von Enzymen, die die zweistufige Oxidation eines Alko-
hols zur Siure ohne die Freisetzung eines Aldehyds als Zwi-
schenprodukt katalysieren.['! Entsprechend konnte das vermu-
tete Zwischenprodukt, Diphospho-a-D-gluco-hexodialdose 1,
nie nachgewiesen oder mit Reagentien, die auf Carbonylgrup-
pen wirken, wihrend der Oxidation abgefangen werden.[10712]
In einer fritheren Arbeit itber dieses Enzym aus der Rinderleber
wurde die Vermutung geduBert, daBl der Aldehyd kein Zwi-
schenprodukt der Reaktion sei, sondern daB3 der Alkohol direkt
in ein Imin umgewandelt werde, das iiber eine Lysinseitenkette
an das Enzym gebunden sei.!'® Dies paBt nicht zu dem damals
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Schema 1. Vorschlag fiirr den Mechanismus der von der UDP-Glucose-Dehydro-
genase katalysierten Reaktion.

schon bekannten Nachweis von nur einem Sauerstoffatom aus
dem Lésungsmittel in der resultierenden Siure.'*! Bei einem
Imin als Zwischenprodukt wiirde man erwarten, dafl beide
Sauerstoffatome der Sdure-Carboxygruppe aus dem Ldsungs-
mittel stammen. Um die Behauptung zu stiitzen, daB3 1 ein fest
gebundenes Zwischenprodukt ist, haben wir es synthetisiert und
die kinetischen Parameter bestimmt, die seine enzymatische
Oxidation beschreiben.

In fritheren Arbeiten war berichtet worden, da3 1 mit Hilfe
der Enzyme UDP-Galactose-4-Epimerase und Galactose-Oxi-
dase aus UDP-Glucose gewonnen werden kann.[*!- 13 Bei die-
sem Verfahren kann man jedoch nur in sehr kleinem Mafstab
arbeiten und benétigt grofle Mengen teurer Enzyme. Auflerdem
fiihrt dieser Ansatz notwendigerweise zu einem untrennbaren
Gemisch von Epimeren beziiglich C-4, und entsprechend wurde
weder eine spektroskopische Charakterisierung des Produkts
vorgenommen noch eine Angabe zu seiner Reinheit gemacht.
Daher beschlossen wir, Verbindung 1 schrittweise zu synthetisie-
ren.

Die 1995 erschienene Arbeit von Miiller und Schmidt!!®! {iber
die Synthese eines dTDP-Ketozuckers brachte uns auf die Idee,
eine Alkeneinheit als maskierte Aldehydfunktion zu nutzen
(Schema 2). Die Synthese begann mit der Oxidation der be-
kannten Tetraacetylglucose 2 an C-6.1'%! Es ist zwar vielfach
belegt, daB in solchen Systemen leicht eine S-Eliminierung zum
o,f-ungesittigten Enon vorkommt,!'* ! doch verlief eine Moffat-
Oxidation bei dhnlichen Verbindungen mild genug, um den An-
teil an Eliminierung zu minimieren."®! Als Kupplungsreagens
wurde anstelle von N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid das wasser-
16sliche Carbodiimid CMC verwendet, weil sich das damit bil-
dende Harnstoffderivat leicht extrahieren 14Bt. Auf diese Weise
konnten wir den Aldehyd 3 synthetisieren und setzten ihn ohne
vollstindige Reinigung weiter ein. Die Alkenfunktion wurde
mit Lombardos Reagens!!'®! eingefithrt, und Verbindung 4
(Tabelle 1) wurde in 12% Ausbeute bezogen auf 2 isoliert. Das
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