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Erweiterung der Bindungs- und Katalyse-
eigenschaften von DNA : hochfunktionalisierte
dUTP-Derivate als Substrate fiir thermostabile
DNA -Polymerasen**

Kandasamy Sakthivel und Carlos F. Barbas I1T*

Nucleinsdurebibliotheken bieten auBlerordentliche Mog-
lichkeiten zur Selektion neuartiger Liganden und Katalysa-
toren, da mit der Polymerasekettenreaktion (polymerase
chain reaction, PCR) Bibliotheken mit mehr als 10" ver-
schiedenen Molekiilen synthetisiert und selektiert werden
konnen. Es gibt mittlerweile viele ausgewéhlte Nucleinsdu-
ren, die Proteine und niedermolekulare Verbindungen binden
und eine begrenzte Zahl von Reaktionen katalysieren.['*l Der
katalytische und mechanistische Anwendungsbereich von
Nucleinsduren ist begrenzt, da die natiirlichen Nucleotidmo-
nomere im Vergleich zu den in der Natur vorherrschenden
Biokatalysatoren, den Proteinen, nur eine sehr begrenzte
Funktionalitdt aufweisen. Daher war man sehr daran inter-
essiert, funktionalisierte Nucleotide, die sich fiir die In-vitro-
Selektion eignen, zu entwickeln, in der Hoffnung, die
Moglichkeiten der Nucleinsduren zur Bindung und Katalyse
zu erweitern.[¥! Funktionalisierte Nucleotidtriphosphate wur-
den als Substrate fiir RNA-Polymerasen“" eingesetzt, und
von den dabei erhaltenen RNAs wurden katalytisch aktive
Spezies selektiert, deren Aktivitit von der modifizierten
Basel”! abhiingig ist. Wie RNA ist auch DNA in der Lage,
Proteine und niedermolekulare Verbindungen zu binden und
Reaktionen zu katalysieren.l'*] Das Fehlen der 2'-Hydroxy-
gruppe verleiht zwar der DNA eine grofiere Stabilitdt im
Vergleich zur RNA, ist aber auch fiir die geringere Funk-
tionalitdt verantwortlich. Im Unterschied zum erfolgreichen
FEinsatz modifizierter Nucleotidtriphosphate beim Aufbau
von RNA-Bibliotheken gibt es nur ein Desoxynucleotidtri-
phosphat, 5-(1-Pentinyl)-2'-desoxyuridintriphosphat, das sich
als brauchbares Substrat fiir eine thermostabile DNA-Poly-
merase erwiesen hat und in einer In-vitro-Selektionsstudie
eingesetzt worden ist.l) Die Schwierigkeiten, geeignete mo-
difizierte Desoxynucleotidtriphosphate als Substrate thermo-
stabiler Polymerasen fiir die PCR zu finden, fithrte zur
Entwicklung neuer Methoden zur In-vitro-Selektion ohne
enzymatische Amplifikation.[! Das groBte Hindernis bei der
Entwicklung neuer, funktionell modifizierter DNAs ist daher
die Ermittlung der Strukturen der Substrate, die von thermo-
stabilen Polymerasen erkannt und umgesetzt werden. Mit der
systematischen Synthese und Untersuchung von Desoxyuri-
dintriphosphat-Derivaten zeigen wir hier eine Losung dieses
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The Scripps Research Institute
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Problems und beschreiben eine neue Klasse hochfunktionali-
sierter Derivate, die sich fiir In-vitro-Selektionen modifizier-
ter DNAs eignen.

Um zu iiberpriifen, welche Basenmodifikationen von den
thermostabilen Polymerasen toleriert werden, synthetisierten
wir zunichst 5-(3-Aminopropenyl)-2’-desoxyuridintriphos-
phat aus der bekannten Verbindung 2 (Schema 1). Diese
stellten wir nach einer neuen Pd-katalysierten Syntheseme-
thode aus dem kéuflichen Edukt 5-Ioddesoxyuridin her.
Diese Methode ist der fritheren, von 5-Chloromercuri-2'-
desoxyuridin ausgehenden Synthesel®! vorzuziehen, zumal
nach beiden Methoden gleiche Ausbeuten erhalten wurden.
Die Umwandlung von 2 in das entsprechende 5'-Triphosphat
nach der Methode von Kovécs und Otvosl® und die an-
schlieBende Schutzgruppenabspaltung an der Aminogruppe
lieferten 3, das im 100-mg-MaBstab analytisch rein isoliert
wurde (Schema 1).11%

Wir untersuchten die Fihigkeit von 3, statt Desoxythymi-
dintriphosphat (dTTP) als Substrat fiir thermostabile DNA-
Polymerasen unter typischen PCR-Bedingungen zu fungie-
ren. Im Handel erhéltliche thermostabile DNA-Polymerasen
aus vier Organismen wurden untersucht: Taq aus Thermus
aquaticus, Vent aus Thermococcus litoralis, Pfu aus Pyrococ-

i L L
\
HN HN N CF3
A A "
(@) N (e} N
RO
HO o R HO o b c
_— —_—
OH OH

laaR=1 2
1b: R = HgCl

Schema 1. Synthese von 5-(3-Aminopropenyl)-2'-desoxyuridintriphosphat:
Na,[PdCl,], Natriumacetatpuffer (0.1m, pH 5.2), 24 h; b) 1. POCl;, Trimethylphosphat, 1,8-Bis(dimethylami-
no)naphthalin (Protonenschwamm), Tri-n-butylammoniumpyrophosphat, Tri-n-butylamin; 2. NH; (aq.);

¢) Natriumperchlorat, Aceton.

cus furiosus und rTh aus Thermus thermophilus. Die PCR-
Tests mit 3 ergaben, daf3 es nur von rTh-Polymerase in das aus
519 Basenpaaren bestehende Produkt eingebaut!'l wird
(Abb. 1). Eine erfolgreiche PCR mit diesem Templat erfor-
dert den Einbau von 246 modifizierten Basen einschlieflich
eines Abschnitts aus acht aufeinanderfolgenden Thymidinen.
Trotz dieses begrenzten Erfolgs setzten wir 3 mit drei N-
Hydroxysuccinimidestern unter Bildung der Derivate 4a—c¢
um (Schema 2).

Die Verbindung 4a, eine 4-Imidazolacrylsdure, erwies sich
als hervorragendes Substrat fiir alle getesteten Polymerasen.
Die Menge an PCR-Produkt entsprach der bei Verwendung
von dTTP. Die Untersuchung der Substrate 4b und 4¢ unter
Variation der Mg?**-Konzentration (15-30 mm) bei entspre-
chender Anpassung der Substratkonzentrationen (200-
800 um) lieferte keine Anhaltspunkte fiir Bedingungen, unter
denen diese modifizierten Basen eingebaut werden. Um das
Strukturmerkmal zu identifizieren, auf das die guten Sub-
strateigenschaften von 4a zuriickzufithren sind, synthetisier-
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Abb. 1. PCR mit dUTP-Derivaten: 100 pL Gesamtvolumen, 1 uL
(10 nguLL~") DNA-Templat pMal7CS2 (7030 bp), jeweils 1 pL (13 pmol)
der Primer Malseq B (GTA AAACGACGG CCAGTG CCAAGC) und
Malseq F (GACGCG CAGACTAATTCGAGC), 1puL (5UuL™!) Tag-
Polymerase (AmpliTaq) (nur bei den Spuren 4 und 13 wurde rTh-Poly-
merase verwendet), 8 uL. Mischung der modifizierten dNTPs (2.5mwm von
jedem Nucleotid) oder der natiirlichen dNTPs (2.5mM von jedem
Nucleotid). Bedingungen: 94°C/30s; 30 Cyclen aus 94°C/1 min, 56°C/
1 min, 74°C/2 min; 74 °C/10 min. Jeweils 10 uL (Spur 4: 20 uL) des PCR-
Produkts wurden durch Elektrophorese (1.5% Agarosegel) analysiert und
mit Ethidiumbromid detektiert. Spuren 1 und 14: Marker-DNA (100 bp);
Spur 2: positive Kontrolle (dTTP+dATP+dGTP+dCTP); Spur 3: negative
Kontrolle (dATP+dGTP+dCTP); Spur4: 3+dATP+dGTP-+dCTP;
Spur 5: 4a+dATP+dGTP+dCTP; Spur6 : 4b+dATP+dGTP+dCTP;
Spur 7:  4¢+dATP+dGTP+dCTP; Spur8: 4d+dATP+dGTP+dCTP;
Spur 9: 4e+dATP+dGTP+dCTP; Spur 10: 4f+dATP+dGTP+dCTP;
Spur 11: 4g+dATP-+dGTP+dCTP; Spur 12: 4h+dATP+dGTP+dCTP;
Spur 13: 4i+dATP+dGTP+dCTP.

ten wir 4d, cin reduziertes

o}
S Analogon von 4a. Eine PCR
HN | NH; mit 4d als Substrat gelang mit
O)\N keiner der Polymerasen. Wir

nahmen deshalb an, daf} die
o starre, ausladende a,(-ungesit-
tigte Seitenkette der 4-Imida-
zolacrylsduregruppe fiir die
Eignung als Substrat verant-
wortlich ist. Um diese Struk-
tur-Wirkungs-Beziehungen zu
testen, stellten wir die Verbin-
dungen 4e—4g her, die wic 4a
die a,f-ungesittigte Seitenket-
te enthalten (Schema 2). 4e—
4g waren fiir alle getesteten
Polymerasen Substrate. 4g weist eine freie Aminogruppe auf,
die eine weitere Derivatisierung ermoglicht. Durch die Syn-
these und die Untersuchung der Substrateigenschaften von
4h und 4i priiften wir die Fihigkeit von 4g, als Templat fiir
eine weitergehende Modifizierung zu dienen.
4h war fiir alle getesteten Polymerasen ein gutes Substrat,
4i dagegen nur fiir die rTh-Polymerase. Den Nachweis, daf3
die modifizierten dUTPs wirklich in die PCR-Produkte
eingebaut wurden, lieferten die betrichtlichen Anderungen
der elektrophoretischen Mobilitidten der modifizierten DNA-
Produkte, die sowohl auf die Massenzunahme als auch auf die
Ladung der DNA-Molekiile zuriickzufiihren sind (Abb. 1). Es
ist bemerkenswert, dal DNA, die das Analogon 4g enthiilt,
das bei pH-Werten um den Neutralpunkt eine positive
Ladung aufweisen sollte, bei der Gelelektrophorese lang-
samer wandert als DNA, die 4h enthélt, das eine groBere
Masse und bei pH-Werten um den Neutralpunkt eine
negative Ladung hat (Abb. 1). Die Bedeutung der ausladen-
den Seitenkette wird deutlich, wenn die Effizienz des Einbaus

ONa ONa ONa
a) N-Allyltrifluoracetamid,
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Schema 2. Synthese von hochfunktionalisierten dUTPs.

von 3 und 4g, die beide eine primidre Aminogruppe enthalten,
verglichen wird. Die Verbindung mit der lingeren Seiten-
kette, 4g, ist im Vergleich zu 3 das stabilere Substrat. Die
PCR-Produkte mit den modifizierten Basen erwiesen sich als
resistent gegeniiber den Restriktionsenzymen SacI und Xbal,
die die Sequenzen GAGCTC bzw. TCTAGA erkennen und
natiirliche DNA spalten. Die PCR-Produkte mit modifizier-
ten dUTPs wurden kloniert und sequenziert.'”) Die modifi-
zierten dUTPs wurden mit der gleichen Fehlerhdufigkeit
eingebaut wie dTTP in Kontrollreaktionen. Die Hauptkrite-
rien fiir die Verwendung eines modifizierten dNTPs in einem
In-vitro-Selektionsverfahren sind seine Féhigkeit, als Substrat
fir thermostabile Polymerasen zu fungieren sowie die Eig-
nung des resultierenden Produkts als Templat fiir mehrere
Amplifikationscyclen bei der PCR. Diese Kriterien werden
von den Verbindungen 3, 4a und 4e—i erfiillt. Auch Reverse
Transkriptasen konnen in Verbindung mit der PCR bei In-
vitro-Selektionsverfahren von DNA-Enzymen verwendet
werden. 3 und 4a-i testeten wir als Substrate der Reversen
Transkriptase (Superscript I, Gibco/BRL) und stellten fest,
daB alle Verbindungen auBler 4c und 4h geeignet waren (siche
Hintergrundinformationen). Die Spezifitdt dieser Reversen

3000
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Transkriptase ist jedoch gering und sagt nichts iiber die
Strukturanforderungen der thermostabilen Polymerasen aus.
Mit dem Ziel, den katalytischen Wirkungsbereich von DNA-
Molekiilen zu erweitern, haben wir bei unserer Entwicklung
von Substratanaloga versucht, dort funktionelle Gruppen
einzufiihren, die in der DNA fehlen. Die funktionellen
Gruppen natiirlicher Nucleinsduren weisen pK,-Werte auf,
die weit entfernt vom neutralen pH-Wert liegen, und sind
deshalb fiir allgemeine Sdure-Base-Katalyse in diesem pH-
Bereich ungeeignet.['¥ Die hier beschriebenen Substratana-
loga tragen zur Losung dieses Problems bei und bieten
erweiterte Moglichkeiten fiir die Katalyse iiber kovalente
Bindungen und elektrostatische Wechselwirkungen und ins-
besondere fiir die Metallionen-vermittelte Katalyse. Mit 4g
und 4h wurden erstmals mit der PCR kationische und
anionische Nucleotidanaloga in DNA eingebaut, wodurch
die elektrostatischen Eigenschaften erheblich verdndert wur-
den. Abgesehen von 4e konnen die Nucleotidanaloga als
funktionelle Aquivalente von Aminosiuren angesehen wer-
den, wobei 3 und 4¢g Lysin, 4a und 4i Histidin, 4 f Tyrosin und
4h Asparaginsdure und Glutaminsidure entsprechen. Der
erfolgreiche Einbau von L-Histidin in 4i 146t erwarten, daf3
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auch andere natiirliche Aminosduren oder kurzkettige Pep-
tide eingebaut werden konnen. Alle Substratanaloga ermog-
lichen hydrophobe Wechselwirkungen, die eine wichtige
Voraussetzung sowohl fiir die Faltung und die Bildung von
Bindungstaschen in Protein-Enzymen als auch fiir Anderun-
gen der pK,-Werte funktioneller Gruppen sind.l'"¥

Wir haben hier iiber hochfunktionalisierte, C5-substituierte
dUTP-Derivate berichtet. Diese eignen sich als Substrate fiir
thermostabile DNA-Polymerasen und die Reverse Trans-
kriptase und koénnen in In-vitro-Selektionsstudien sowie beim
Aufbau von DNA-Bibliotheken durch kombinatorische Syn-
thesen verwendet werden. Wir haben allerdings nur Substrate
untersucht, die die natiirliche DNA-Base Thymidin ersetzen.
Aufgrund der Bandbreite der Substratanaloga, die von den
Polymerasen im Test erkannt und umgesetzt wurden, ist zu
erwarten, daf} bei Einhaltung bestimmter Strukturvorgaben
auch Guanin-, Cytosin- und Adeninanaloga gefunden wer-
den. Dadurch wire es moglich, vier kodierte Basenaustausche
in modifizierte DNA-Bibliotheken einzubauen. Dies ist zwar
nicht mit den Substitutionsmoglichkeiten von 20 Aminosiu-
ren in Protein-Bibliotheken zu vergleichen, aber eine weiter-
gehende Funktionalisierung wire dadurch moglich, daf
bestehende DNA-Bibliotheken mit bestimmten alkylieren-
den oder acylierenden Reagentien umgesetzt werden. So
wiirden zusétzliche Funktionalititen eingefiihrt, wobei die
chemische Reaktivitit der Ziel-Desoxynucleotide von den
strukturellen Gegebenheiten in ihrer Umgebung bestimmt
werden. In Anbetracht der Grofie von DNA-Bibliotheken,
die mit der PCR synthetisiert werden koénnen, und der
Leichtigkeit, mit der sie im Labor iiber viele Generationen
ausgebaut werden konnen, erwarten wir, dal modifizierte
DNA kiinftig eine bedeutende Rolle auf Gebieten der
Katalyse spielen wird, von denen man glaubte, daf3 sie allein
den Proteinkatalysatoren vorbehalten seien.

Experimentelles

5-(3-Trifluoracetylaminopropenyl)-2’-desoxyuridin 2: 2 wurde erstmals von
Cook et all®l aus 5-Chloromercuri-2’-desoxyuridin 1b hergestellt. Wir
synthetisierten 2 aus kduflichem 5-Iod-2’-desoxyuridin nach einer dhnli-
chen Methode: N-Allyltrifluoracetamid (13 g, 88 mmol) und eine Losung
von Natriumtetrachloropalladat (2.5 g in 5 mL Wasser) wurden nachein-
ander zu einer Suspension von 5-Iod-2'-desoxyuridin 1a (3.5 g, 10 mmol) in
einem Natriumacetatpuffer (0.1M, pH 5.2) gegeben. Die Mischung wurde
18 h bei Raumtemperatur geriihrt und anschliefend filtriert (Celite). Das
Filtrat wurde eingeengt und mehrmals mit Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber wasserfreiem Magnesium-
sulfat getrocknet. Es wurde zur Trockne eingedampft, und der Riickstand
wurde sidulenchromatographisch an Kieselgel mit Ethylacetat als Elutions-
mittel gereinigt. Ausbeute 1.7 g (44 % ). 'H-NMR (CD;0D): 6 =8.11 (br.s,
1H;C-6H), 6.45 (m, 1H) und 6.16 (m, 2H; H,;,;; und H-1'), 4.32 (m, 1H; H-
3'),3.8 (m, 3H; Hyyy, H-4),3.75-3.60 (m, 2H; H-5", H-5"),2.17 (m, 2H; H-
2/ H-2").

5-(3-Aminopropenyl)-2’-desoxyuridintriphosphat 3: 3 wurde nach einer
bekannten Methodel” synthetisiert: 2 (126 mg, 0.33 mmol) und 1,8-
Bis(dimethylamino)naphthalin (Protonenschwamm) (100 mg, 0.47 mmol)
wurden in wasserfreiem Trimethylphosphat (0.75 mL) bei 0°C geriihrt.
Nach der Zugabe von 35 uL POCl; (99.9 %, Aldrich) wurde die Mischung
bei 0-4°C geriihrt. Nach 2.5 h wurden bei 0°C eine Losung von Tri-n-
butylammoniumpyrophosphat in wasserfreiem DMF (0.5M, 3 mL) und Tri-
n-butylamin (0.3 mL) schnell hinzugegeben. Nach 1 min wurde eine
wiBrige Losung von Triethylammoniumbicarbonat (0.2m) zugefiigt. Die
Reaktionsmischung wurde eingeengt und der Riickstand mit wéBrigem
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Ammoniak (2mL) 14 h bei Raumtemperatur gerithrt. Nach dem Ein-
dampfen wurde der Riickstand an DEAE-Sephadex A-25 sdulenchroma-
tographisch unter Verwendung eines Triethylammoniumbicarbonatpuffers
(02-0.5m, pH75) gereinigt. Die weitere Reinigung erfolgte durch
Umkehrphasen-HPLC mit einem Acetonitrilgradienten (0-3%) in
50mm Triethylammoniumbicarbonatpuffer iiber einen Zeitraum von
30 min. Ausbeute 110 mg (54 %). 'H-NMR (D,0): 6 =8.17 (br.s, 1H; C-
6H), 6.58-6.54 (d, 1H), 6.48-6.40 (m, 1H) und 6.35 (t, 1 H; H;,, und H-
1'), 4.66 (m, 1H; H-3'), 426-4.2 (m, 3H; H-5', H-5", H-4'), 3.70 (d, 2H;
H,up), 2.41 (m, 2H; H-2', H-2"); BC-NMR (D,0): 6 =166.67, 153.35, 141.0,
128.74, 124.7,114.00, 88.27, 87.90, 72.7, 67.66, 43.60, 41.98; 3'P-NMR (D,0):
0=-942 (d), —10.73 (d), —21.38 (t); Elektrospray-MS: m/z: 589
[M+H"], 611 [M+Na*], 633 [M+2Na*—2H"]; CH-Analyse (%;
C,HsN3;Na,O,,P;): ber. (gef.): C 23.58 (23.75), H 2.64 (2.81), N 6.88 (7.00).

Allgemeine Synthese von 4a, 4d, 4e und 4 f: Eine Mischung aus 3 (30 mg,
50 pmol) und des entsprechenden N-Hydroxysuccinimidesters in geringem
UberschuB wurde in 0.1m Natriumboratpuffer/DMF (1/1) 10-20 h bei
Raumtemperatur gerithrt. Das Ende der Reaktion wurde diinnschicht-
chromatographisch (NH,/H,O/Isopropylalkohol, 2/1/1) bestimmt. An-
schlieBend wurde das Reaktionsgemisch zur Trockene eingedampft. Die
Reinigung der Triphosphate erfolgte durch Umkehrphasen-HPLC. Die
vollstdndigen physikalischen Daten und Synthesen aller Verbindungen sind
in den Hintergrundinformationen enthalten.
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Ungewohnliche fehlgeordnete Kristallstruktur
eines Racemats als neues Phianomen bei der
Racematspaltung: bevorzugte Anreicherung**
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Wir berichteten bereits iiber den ersten Fall einer erfolg-
reichen Racematspaltung durch einfaches Umkristallisieren
einer Reihe von racemischen Verbindungen ((%)-ST,!" 2 (£)-
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SCB! und (+)-SNM), obwohl diese Art der Enantiomeren-
trennung iiber ein Jahrhundert lang, seit der mechanischen
Trennung enantiomerer Konglomerate (einer Mischung von
(+)- und (- )-Kristallen einer Verbindung) durch Pasteurl!
und der Entdeckung der Technik der ,,bevorzugten Kristalli-
sation* durch Gernezl®” im Prinzip fiir undurchfiihrbar
gehalten wurde. Wir bezeichnen dieses neue Phédnomen der
Racematspaltung als ,,bevorzugte Anreicherung” in der Mut-
terlauge.

o
o /\/& * N
OH

ST, R1=CH3 R?=Me,S SN, R=NO, R2=Me,S
SC, R1=CI R2?=Me,S NC, R!=Cl R2=Me,NH

Diese bevorzugte Anreicherung hat folgende Merkmale:
1) Wiederholtes Umkristallisieren des Racemats und jeder
Fraktion der resultierenden abgeschiedenen Kristalle fiihrt zu
einer bemerkenswerten abwechselnden Anreicherung der
beiden Enantiomere bis zu einem Enantiomereniiberschuf3
(ee) von 100 % in den Mutterlaugen (Enantiomerenanreiche-
rung in der Mutterlauge). 2) Wenn nichtracemische Mischun-
gen mit geringen ee-Werten umkristallisiert werden, weisen
die resultierenden abgeschiedenen Kristalle stets die ent-
gegengesetzte Chiralitit auf (Chiralitdtsumkehr bei den ab-
geschiedenen Kristallen)!'# (Abb. 1). Eine Réntgenstruktur-
analyse der racemischen Einkristalle (0% ee) von ST und SC

e
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0.011¢g

(S), 0.4% ee
0.990 g

e
(S), 73.0% ee —= | Losung
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Abb. 1. Bevorzugte Anreicherung von NC. Die Kristalle wurden unter
Erhitzen in EtOH gelost. Die geséttigte Losung wurde auf 25 °C abgekiihlt,
bis zur beginnenden Kristallisation geriihrt und dann fiir die angegebene
Zeitdauer stehengelassen. Kristallisationsbedingungen: a) EtOH (10 mL),
25°C, 17d; b) EtOH (10 mL), 25°C, 5d; c¢) EtOH (10 mL), 25°C, 3 d;
d) EtOH (8 mL), 25°C, 3d; e) Verdunsten des Losungsmittels. Die ee-
Werte der Mutterlaugen und der Kristalle wurden durch HPLC-Analyse
unter Verwendung einer Sdule mit chiraler stationidrer Phase (Chiralcel
OD-H, 0.46 x 25 cm) und eines Gemischs von Hexan, EtOH, CF;COOH
und Et,NH (800/200/5/1) als mobiler Phase bestimmt.

lieB darauf schlieBen, daf3 die stabilen kristallinen Formen
dieser racemischen Verbindungen jeweils eine regelmiBige
Packung des (R)- und des (S)-Enantiomers im Kristallgitter
aufweisen (Raumgruppe P1, Z=2).'*l AuBerdem wurde
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