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Einsichten in Stabilitit und Replikation der DNA durch Nachahmung ihrer

Struktur und Funktion

Eric T. Kool,* Juan C. Morales und Kevin M. Guckian

-

Die physikalischen und chemischen
Eigenschaften, durch die die DNA ihre
Funktionen in der Zelle erfiillen kann,
werden seit mehreren Jahrzehnten un-
tersucht. Fortschritte bei der Synthese
und der Manipulation der DNA haben
vor allem in den letzten fiinfzehn
Jahren einen raschen Fortschritt er-
moglicht. Einer der am weitesten ver-
breiteten chemischen Ansétze zur Un-
tersuchung von Wechselwirkungen un-
ter Beteiligung der DNA war der
Einsatz von Basenanaloga, in denen
funktionelle Gruppen hinzugefiigt,
entfernt, blockiert oder anders ange-
ordnet sind. Wir beschreiben hier eine
andere Strategie, nach der die polaren
natiirlichen DNA-Basen durch unpo-
lare aromatische Molekiile gleicher

Grofle und Form ersetzt werden. Dies
ermoglicht eine Bewertung der pola-
ren Wechselwirkungen (wie der Was-
serstoffbriickenbindungen) ohne oder
mit nur geringfiigiger Stérung durch
sterische Effekte. Wir haben diese
unpolaren Nucleosid-Isostere als Son-
den fiir nichtkovalente Wechselwir-
kungen wie DNA-Basenpaarungen
und Protein-DNA-Erkennungen ein-
gesetzt. Dabei haben wir herausgefun-
den, dass die Selektivitdt der Paarung
bei den natiirlichen Basenpaaren zwar
auf den Watson-Crick-Wasserstoff-
briickenbindungen beruht, dass es aber
moglich ist, neue Basen zu entwerfen,
die sich selektiv und stabil ohne Was-
serstoffbriickenbindungen paaren. Au-
Berdem wurde an DNA-Polymerasen

die Bedeutung der Watson-Crick-Was-\
serstoffbriickenbindungen fiir die en-
zymatische DNA-Replikation unter-
sucht. Uberraschenderweise sind diese
Wasserstoffbriickenbindungen fiir eine
effiziente enzymatische Synthese eines
Basenpaares nicht notig; allein durch
sterische Effekte ist ein erhebliches
Mal an Selektivitit moglich. Diese
Ergebnisse konnen einen erheblichen
Einfluss auf die Untersuchungen der
grundlegenden biomolekularen Wech-
selwirkungen und auf den Entwurf
neuer, funktionell aktiver Biomolekiile
haben.

Stichworter: Basenpaarung DNA-
Polymerase - Nucleobasen - Wasser-
stoffbriicken

/

1. Einleitung
1.1. Uberblick

Wir beschreiben im Folgenden eine Reihe von Unter-
suchungen mit einer neuen Klasse von Nucleosidmimetika.
Diese Molekiile, die wir unpolare Nucleosid-Isostere nennen,
imitieren die Form der natiirlichen Nucleoside und Nucleo-
tide so gut wie moglich, konnen aber keine Watson-Crick-
Wasserstoffbriickenbindungen bilden. Dadurch werden sie
besonders wertvoll als Werkzeuge fiir die mechanistische
Untersuchung der Bedeutung dieser nichtkovalenten Bin-
dungen fiir die verschiedenen Funktionen der Nucleinsduren.
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Die Untersuchungen haben einige tiberraschende Erkennt-
nisse zum Mechanismus erbracht, nach dem die DNA-Poly-
merasen einen DNA-Strang replizieren. Dies hat moglicher-
weise wichtige Auswirkungen auf die wissenschaftliche
Grundlagenforschung iiber die biochemische und biophysi-
kalische Struktur und Funktion und flieBt moglicherweise
auch in praktische Anwendungen ein. In diesem Aufsatz
werden wir zundchst kurz die Grundstruktur der DNA und
die Funktionen, die sie in der Zelle wahrnimmt, skizzieren.
Dann beschreiben wir, wie Struktur und Funktionen der
DNA erfolgreich imitiert werden konnen, wenn man einfache
sterische Randbedingungen beachtet. Und schlie3lich werden
wir die Auswirkungen dieser Arbeit und mogliche zukiinftige
Ausrichtungen der Forschungsaktivitdten diskutieren.

1.2. Struktur und Funktionen der DNA

Die dreidimensionale Struktur der DNA-Doppelhelix wur-
de vor mehr als vier Jahrzehnten von Watson und Crick
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aufgeklért.l!! Die zentralen Merkmale dieser Struktur sind ein
anionisches Zucker-Phosphat-Riickgrat, das sich um die
AulBlenseite der zylindrischen Helix windet, und neutrale
Nucleobasen im Zentrum der Helix.”! Die gepaarten Basen
stehen etwa senkrecht zur Helixachse und sind tiber van-der-
Waals-Wechselwirkungen gestapelt. Durch die rechtsldufige
Windung des Riickgrats (in der B-Form der DNA) entstehen
zwei Furchen in der Helix (die groBe und die kleine Furche),
die durch das Zucker-Phosphat-Riickgrat (das als die Wande
der Furchen dient) und die Kanten der Basen (die als Boden
fungieren) begrenzt werden.

Die chemischen Reste, aus denen sich die Primérstruktur
der DNA zusammensetzt, sind in Schema 1 gezeigt. Das
Riickgrat enthilt neben den Phosphodiestergruppen 2'-Des-
oxyribosereste, die die DNA-Basen tragen und ausrichten. Es
ist insgesamt wegen der negativen Ladung an jeder Phos-
phodiestergruppe bei neutralem pH-Wert hoch polar. Die
Nucleobasen sind aromatische stickstoffhaltige Heterocyclen:
monocyclische Pyrimidine und bicyclische Purine. Sie sind
entlang ihrer Kanten im Allgemeinen recht polar, da sie
mehrfach, z.B. mit Amino-, Imino- und Carbonylgruppen
substituiert sind.

Die primére Funktion der DNA ist das Speichern geneti-
scher Information; die drei Milliarden Basenpaare in jeder
menschlichen Zelle kodieren die Synthese von etwa 100000
Proteinen. Es ist eindeutig von entscheidender Bedeutung,
dass nicht nur die Proteine fehlerfrei synthetisiert werden,
sondern auch, dass die genetische Information exakt von
Generation zu Generation innerhalb einer Art weitergegeben
wird. Im Mittelpunkt dieser Fahigkeiten steht die Doppel-
helixstruktur der DNA. Thre antiparallele, C,-symmetrische
Struktur mit komplementdren, durch Wasserstoffbriicken
verbundenen Basenpaaren ist ein aulergewdhnlich effektives
Mittel zur Speicherung und Weitergabe der kodierten In-
formation.

DNA dient in einer Zelle auch als Strukturelement, an dem
sich Multiproteinkomplexe zusammenlagern. Dieses wasser-
16sliche Gertist ist lokal betrachtet inhirent steif, doch kann
der Duplex durch die Bindungsenergie der Proteine verformt
werden, indem sie gebogen, stdrker aufgewunden oder
entspiralisiert wird. Auerdem machen sich die Chemiker
gegenwirtig die Struktureigenschaften der DNA zunutze, um
kiinstliche Gertste fiir Anwendungen in den Materialwissen-
schaften und der Biomedizin zu synthetisieren.>-11]
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Schema 1. Chemische Formeln und raumfiillende Modelle der vier natiir-
lichen Basen und der ihnen entsprechenden unpolaren Isostere. Die Pfeile
geben die Position an, an der der Desoxyriboserest gebunden ist.

1.3. Priifung der Paradigmen iiber DNA-Stabilitiit und
-Replikation

In diesem Aufsatz sollen einige grundlegende Fragen zur
DNA-Struktur und -Funktion diskutiert werden. Zur Beant-
wortung solcher Fragen setzen Chemiker zundchst Nucleo-
sidanaloga ein. Allerdings weisen die meisten bekannten
Analoga der natiirlichen DNA-Basen wichtige Strukturunter-
schiede zu ihren natiirlichen Verwandten auf. Sogar eine
scheinbar kleine Storung wie die Alkylierung einer Base
verursacht weitreichende sterische Verdanderungen des Mole-
kiils. Beispielsweise kann die Methylierung einer Gruppe, die
an einer Wasserstoffbriickenbindung beteiligt ist, die Affinitét
eines Proteins zur DNA verringern; dies kann jedoch
entweder am Verlust der Wasserstoffbriickenbindung oder
an sterischer Abstof3ung liegen.

Aus diesem Grund entwarfen wir eine Reihe von Ver-
bindungen, die die DNA-Basenstruktur nachahmen sollten,
ohne allerdings Watson-Crick-Wasserstoffbriickenbindungen
bilden zu kénnen.['> 3 Diese ,,unpolaren Nucleosid-Isostere*
(Schema 1) sind einfache und allgemein priparativ leicht
zugéangliche Verbindungen. In unserem Entwurf wurden
Pyrimidinbasen durch substituierte Benzole und Purine durch
Indole oder Benzimidazole ersetzt. Von den vier gezeigten
Verbindungen (Schema 1) halten wir zwei fiir nahezu perfek-
te Isostere (H als Analogon von G und F als Analogon von T).
N und Z halten wir fiir weniger ideal, da in diesen
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Verbindungen ein Stickstoffatom im aromatischen Ring
durch die sterisch volumindsere CH-Gruppe ersetzt ist. Dies
vergroflert die Ausdehnung des Molekiils an dieser Position
um etwa 0.7 A. Dennoch sind dies die bestmoglichen verfiig-
baren Isostere, die keine Wasserstoffbriickenbindungen bil-
den konnen.

1.4. Mégliche Ergebnisse

Die beabsichtigte Verwendung fiir diese Molekiile bestand
darin, sie anstelle der natiirlichen Nucleoside in die DNA
einzubauen und zu untersuchen, ob sie deren Funktion
iibernehmen. Ein negatives Ergebnis dieses Experiments
bedeutet, dass dem molekularen Imitat alle Eigenschaften
fehlen, um die Funktion der Base zu iibernehmen. Allerdings
ist es manchmal schwierig, aus einem negativen Ergebnis
vertrauenswiirdige Schlussfolgerungen zu ziehen, denn im
Allgemeinen wird bei der Verdnderung eines Molekiils mehr
als eine Eigenschaft beeintrachtigt.

Niitzlicher und wichtiger ist wahrscheinlich das zweite
mogliche Ergebnis, die Erhaltung der Aktivitdt. Beispiels-
weise konnte die Entfernung einer Gruppe, die an einer
Wasserstoffbriickenbindung beteiligt ist, nur zu einem ge-
ringen Verlust an Stabilitdt oder Aktivitét fithren. In diesem
Fall konnte man eher darauf schlieBen, dass die Wasser-
stoffbriickenbindung energetisch betrachtet fiir die Stabilisie-
rung eines Grund- oder Ubergangszustandes wahrscheinlich
nicht wichtig war. Ahnliche Untersuchungen werden bereits
seit Jahren mit ortsspezifischer Mutagenese bei Proteinen
durchgefiihrt.

Grundlegende Lehrsiatze der Wissenschaft werden zu
Paradigmen, wenn sie wiederholt iiberpriift und in Frage
gestellt worden sind. Hier stellen wir einige dieser Fragen
erneut.

Sind Wasserstoffbriickenbindungen fiir die Stabilisierung
der DNA-Helix notwendig? Seit Watson und Crick die
Duplexstruktur der DNA aufgeklart haben, ist allgemein
akzeptiert, dass die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den Basen entscheidend fiir die Stabilitdt der DNA sind. Ein
Watson-Crick-Basenpaar hat zwei oder drei solcher Bindun-
gen, und diese tragen etwa 0.5-1.8 kcalmol~! pro DNA-
Basenpaar zur Stabilisierung bei.l'*'"] Die Unsicherheiten bei
diesem Wert rithren daher, dass das experimentelle Mess-
ergebnis stark von der molekularen Umgebung abhingt.
Natiirlich spiegelt sich in dieser relativ niedrigen Stabilisie-
rungsenergie die Konkurrenz mit Wasser wider, denn der
Bruch jeder Wasserstoffbriickenbindung in einem Basenpaar
(durch die Trennung der Basen) bedeutet auch die gleich-
zeitige Neubildung von zwei Wasserstoffbriickenbindungen
mit Wassermolekiilen. In der Gasphase, wo eine solche
Konkurrenz fehlt, lasst sich experimentell eine Stabilisierung
von 6—7 kcalmol~! fiir einzelne Wasserstoffbriickenbindun-
gen zwischen funktionellen Gruppen bestimmen, wie sie auch
in der DNA vorkommen.['s ] Obwohl die DNA bereits seit
Jahrzehnten untersucht wird, ist die Rolle der Wasserstoff-
briickenbindungen bei der Stabilisierung der Helix und bei
der selektiven Bildung von Basenpaaren noch immer unklar.
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Ist die Stapelung der aromatischen Basen weniger wichtig fiir
die Helixstabilitit als die Wasserstoffbriickenbindungen? Im
Allgemeinen wurde die Zahl der Wasserstoffbriickenbindun-
gen in den Basenpaaren bei der Erklarung der DNA-Funk-
tion stiarker beachtet als die Stapelung der Basen. In der
B-DNA besteht allerdings zwischen benachbarten Basenpaa-
ren eine Kontaktfliche von etwa 115 A2 durch Uberlappung
der m-Systeme (Abbildung 1). Die Bildung einer Helix aus
einem Zufallskniduel bedeutet also, dass eine Fliche von bis
zu 230 A? des n-Elektronensystems pro Basenpaar dem
Losungsmittel entzogen wird, wenn man annimmt, dass im
Einzelstrang keine Basenstapelung vorkommt. Die spezifi-
schen nichtkovalenten Krifte, die diese Stapelung stabilisie-
ren, sind nur schlecht verstanden. Obwohl permanente
elektrostatische Effekte, induzierte Dipol-Anziehungen und
solvophobe Effekte alle eine Rolle spielen konnen, sind deren
relative Beitriige noch nicht klar.?*-20]

a) ct' cr
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3l4A
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Abbildung 1. a) Modell einer DNA-Helix aus drei Basenpaaren in der
B-Form mit den Absténden zwischen den Stringen und Basen. b) Watson-
Crick-A-T-Basenpaar.

Sind Wasserstoffbriickenbindungen fiir die Spezifitit der
Basenpaarung notwendig? Wasserstoffbriickenbindungen
werden weithin fiir einen der wichtigsten Faktoren fiir die
Spezifitdt biomolekularer Erkennung gehalten. Wenn man
sich die bislang vorliegenden Daten iiber natiirliche und
modifizierte DNAs anschaut, wird man dazu neigen, dieses
Paradigma zu unterstiitzen. So sind z. B. synthetische DNA-
Duplexe vielfach hinsichtlich der Thermodynamik der Stabi-
lisierung hin untersucht worden. Wenn ein komplementéres
Basenpaar zu einem nichtkomplementdren mutiert wird
(Fehlpaarung), ist die EinbuBe an Stabilisierungsenergie
recht grof3. So destabilisiert eine T-C-Fehlpaarung die Helix
um etwa 3.2-5.8 kcalmol~! gegeniiber einem korrekten T-A-
Paar.”7?! Wenn allerdings nur die Wasserstoffbriickenbin-
dungen in Fehlpaarungen wie T-C unterbrochen werden,
warum wirkt dies so destabilisierend auf die DNA? Ver-
niinftigerweise kann man annehmen, dass die Basenstapelung
trotz Fehlpaarung als Stabilisierungsfaktor erhalten bleibt.
Eine mogliche Antwort auf diese Frage konnte sein, dass das
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T-C-Paar die Struktur der DNA iiber den Bereich des einen
Basenpaares hinaus verzerrt. Und tatséchlich lassen Struktur-
untersuchungen von fehlgepaarten Basen in der DNA wie
G-T und T-TB%32 yermuten, dass sie sehr wohl die DNA
verzerren. Sie sind dennoch durch Wasserstoffbriicken ge-
bunden; um dazu allerdings die notwendige Orientierung
einnehmen zu konnen, wechselt das Paar meist in eine
Anordnung, die von der normaler Paare abweicht und durch
die das DNA-Riickgrat ebenfalls verzerrt wird.

Sind Watson-Crick-Wasserstoffbriickenbindungen fiir die
DNA-Replikation essentiell? Die enzymatische Replikation
der DNA lduft mit hoher Geschwindigkeit (ca. 20-1000
Nucleotide pro Sekunde) und sehr groBer Genauigkeit (mit
nur einem Fehler je 10°-10° Nucleotidverkniipfungen)
ab.’** Der Gedanke, dass Watson-Crick-Wasserstoffbrii-
ckenbindungen vorwiegend, vielleicht sogar allein, fiir diese
Effekte verantwortlich sind, wird in der Biochemie und der
Molekularbiologie seit Jahrzehnten gelehrt. Weit verbreitete
Lehrbiicher zu diesem Thema zitieren fast immer die hohe
Spezifitdat der Wasserstoffbriickenbindungen, um die Zuver-
lassigkeit der DNA-Synthese zu erklidren.*#l Wie zuvor
beschrieben, sind allerdings verschiedene Kréfte an der
Stabilisierung der DNA in Abwesenheit von Enzymen
beteiligt. Verniinftigerweise darf angenommen werden, dass
diese auch die Stabilitit des Ubergangszustandes der poly-
merasekatalysierten Reaktion beeinflussen (Schema 2). Wel-
ches sind also neben den Wasserstoffbriickenbindungen die

Primer

/ B (o}
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Schema 2. Darstellung des Ubergangszustandes der DNA-Polymerase-
Reaktion. Eine detaillierte Beschreibung des Zwei-Metallionen-Mecha-
nismus findet sich bei Steitz et al.[14- 143

Auswirkungen der permanenten dipolaren oder elektrostati-
schen Anziehung bei der Basenpaarung durch das neu
hinzukommende Nucleotid? Welchen Einfluss hat die Solva-
tation auf diesen Prozess? Und vor allem, welchen Effekt
haben sterischer Anspruch und Form im aktiven Zentrum der
Polymerase ?

Angew. Chem. 2000, 112, 1046-1068
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2. Nachahmung der Primirstruktur
2.1. Form und Konformation

Um solche Fragen direkter angehen zu konnen, haben wir
unpolare Nucleosid-Isostere untersucht, die die Form der
natilirlichen Basen besser nachahmen als die bislang bekann-
ten Analoga (Schema 1). Die Strukturen dieser Nucleoside
wurden rechnerisch und experimentell untersucht. Rontgen-
strukturanalysen von dF und dZ wurden zusammen mit einem
Vergleich mit den natiirlichen Gegenstiicken dT und dA
publiziert.> 4 Die Struktur von dF*! im Kristall ist der von
Thymidin**l bemerkenswert dhnlich (Abbildung 2). Die
beiden Verbindungen haben identische Zuckerfurchen und
sehr dhnliche Glycosid-Torsionswinkel. Die Struktur von dZ
unterscheidet sich etwas von der von Desoxyadenosin im
festen Zustand.* Die beiden Zucker liegen in verschiedenen
Konformationen vor (obwohl beide South-Konformere sind),
und die Orientierung der Glycosidbindung bei dZ ist syn,
wihrend sie bei dA anti ist.

=} T et '=-;. JP
VI j -
ﬁ:’;‘m 1:!- 45:? '?.':h “ ﬁ_._n;% 5:1-5_‘ f Ii:'.
N ST
T

Abbildung 2. Einkristall-Rontgenstrukturanalyse des Difluortoluoldes-
oxynucleosids (rechts) und die bekannte Struktur von Thymidin
(links).145- 4l

Relevanter fiir die biochemischen Aktivititen sind die
Strukturen dieser Analoga in Losung, die auch in D,O NMR-
spektroskopisch untersucht worden sind. Dabei ergab sich,
dass das Analogon dF eine Zuckerkonformation hat, die der
von dT in Losung weitgehend dhnelt; der Anteil an South-
Konformer wurde bei dF zu 90—-100% und bei dT zu 70 %
bestimmt.[*)] Beide Nucleobasen sind anti-orientiert, weisen
also vom Zucker weg, wie dies bei den Nucleosiden in der
DNA gewohnlich der Fall ist. In Losung sind die Zucker fast
identisch (60% South-Konformer bei dA und 70% South-
Konformer bei dZ) und die Basen sind beide anti-orientiert.
In Losung sind also beide Analoga in Bezug auf die sterischen
und konformativen Verhiltnisse nahezu perfekte Imitate der
natiirlichen Nucleoside.

2.2. Elektronische Faktoren

Es gibt in der Literatur einige Diskussionsbeitrage zu der
Frage, ob Organofluorverbindungen Wasserstoffbriickenbin-
dungen mit guten Donoren bilden kénnen.* *! Im vorliegen-
den Fall ist diese Frage von besonderem Interesse, weil

Angew. Chem. 2000, 112, 1046 -1068

zwischen Difluortoluol und Adenin zwei schwache Wasser-
stoffbriickenbindungen moglich scheinen. Eine davon wire
eine C—F---H-N-Wechselwirkung, die andere eine C—H---
N-Wechselwirkung. Thalladi et al. zufolge sind jedoch Fluor-
substituenten an sp’*hybridisierten Kohlenstoffatomen &u-
Berst schlechte Acceptoren fiir Wasserstoffbriickenbindun-
gen.) Ahnliche Ergebnisse aus Untersuchungen mit Kro-
nenethern lassen ebenfalls darauf schlieBen, dass solche
Bindungen, falls sie tatsdchlich existieren, sehr schwach sein
miissen.>

In einer Reihe rechnergestiitzter Studien wurden die
elektronischen Eigenschaften der unpolaren Nucleosidana-
loga untersucht, vor allem die von Difluortoluol.’'-*4 So ist
beispielsweise in einigen Fillen die Partialladung am Fluor-
substituenten F4 bestimmt worden; dieser entspricht dem O4-
Atom in Thymin, also einer Gruppe, die an einer Watson-
Crick-Wasserstoffbriickenbindung beteiligt ist. Die berech-
nete Partialladung an F4 ist —0.21, wéhrend sie an O4 —0.61
betrigt (Schema 3). Geht man von einfachen elektrostati-
schen Rechnungen mit punktférmigen Ladungen aus, wiirde

-0.61 -0.21
o* =23

HO N~ Y02 _061 HO- F2 -0.21
o o

/
HO HO
Schema 3. Berechnete Partialladungen bei Difluortoluol und Thymidin
nach Wang und Houk.!

man aufgrund der Enthalpieterme erwarten, dass die en-
thalpische Stabilitédt des F-A-Paares in der Gasphase etwa ein
Drittel der des T-A-Paares betrdgt. Ab-initio-Rechnungen
der relativen F-A- und T-A-Paar-Stabilititen liefern dhnliche
Ergebnisse, sodass man eine recht schwache Paarung erwar-
tet.’> 3 AuBerdem wurde ausgefiihrt, dass die elektrostati-
schen Anziehungskréfte durch die hohe Dielektrizitdt von
Wasser erheblich abgeschwiicht wiirden. Aus den meisten
theoretischen Untersuchungen wurde der Schluss gezogen,
dass diese schwache nichtkovalente Wechselwirkung zwi-
schen F und A nicht ausreicht, um die spéteren Ergebnisse bei
der DNA-Replikation zu erklidren (siche Abschnitt 5.3).

2.3. Bilden unpolare Nucleosid-Isostere
Wasserstoffbriickenbindungen?

Trotz der oben angefiihrten Berechnungen bleibt die Frage,
ob Analoga wie F Basenpaarungen eingehen konnen, inter-
essant fiir weitere Experimente. Die Polaritdten von dT und
dF wurden anhand der Verteilungsgleichgewichte zwischen
Wasser und Octanol bestimmt (unverdffentlichte Ergebnis-
se). dT erwies sich als recht hydrophil und I6ste sich bevorzugt
in Wasser statt in Octanol (IgP = —1.27; P = Verteilungsko-
effizient). Demgegeniiber ist dF lipophil und 16st sich im
selben Maf3 bevorzugt in Octanol (IgP =1.39). Da der Zu-
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ckerrest in beiden Verbindungen der gleiche ist, wird dadurch
ein noch groBerer Unterschied zwischen den Basen T und F
verdeckt. Wenn F also gut Wasserstoffbriickenbindungen
eingehen konnte, wiirde man eine Bevorzugung der wissrigen
Phase im Verteilungsgleichgewicht erwarten.

FEine direktere Untersuchung zur Frage der Wasserstoff-
briickenbindungen wurde in Deuterochlorofom durchgefiihrt,
indem alle Komplexe gemessen wurden, die sich aus 9-Ethyl-
adenin und Difluortoluol (oder zum Vergleich einem Ura-
cilderivat) bildeten.’) Die Komplexbildung wurde anhand
der chemischen Verschiebungen von Adenin bei Zugabe von
F oder U in steigender Konzentration gemessen. Dabei ergab
sich, dass U tatsdchlich zur Komplexbildung in der Lage ist,
wihrend sogar bei der grofiten untersuchten Konzentration
von F keine Anzeichen auf eine Anderung der chemischen
Verschiebungen festgestellt werden konnten. Wir finden also
selbst in Chloroform, wo durch Wasserstoffbriickenbindun-
gen zusammengehaltene Komplexe viel stabiler sind als in
Wasser, keine Hinweise auf Wasserstoffbriicken unter Betei-
ligung von F.

Ebenfalls von Bedeutung sind einige Befunde aus der
NMR-spektroskopischen Untersuchung von DNA-Doppel-
helices, die T oder F gepaart mit einem gegeniiberliegenden
A-Rest enthalten (sieche Abschnitt 3).°° Wir stellten fest, dass
das H3-Proton von T im Duplex mit dem nativen Basenpaar
um etwa 3.0 ppm zu tiefem Feld verschoben war, wenn sich
ausgehend vom Einzelstrang der Duplex bildete. Diese
Verschiebung wird dem Effekt der Wasserstoffbriickenbin-
dung zwischen N1 und dem gegeniiberliegenden Adeninrest
zugeschrieben. Im Unterschied dazu beobachteten wir, dass
H3 von Fin der gleichen Situation sogar leicht (um 0.15 ppm)
zu hoherem Feld verschoben wird, wenn sich bei 3°C der
Duplex aus den Einzelstréangen bildet. Insgesamt lésst sich aus
den NMR-spektroskopischen Daten kein Hinweis darauf
ableiten, dass sich zwischen F und A Wasserstoffbrii-
ckenbindungen des Typs C—H ---N oder F--- H-N bilden.

3. Nachahmung der Sekundirstruktur

Der Befund, dass Analoga wie dF und dZ die Struktur der
natiirlichen Nucleoside in Losung gut nachahmen, garantiert
nicht, dass sie dies auch im Kontext doppelhelicaler DNA tun.
Dies gilt vor allem im Licht von experimentellen Daten (die
in Abschnitt 4.1 diskutiert werden), die zeigen, dass die
Paarungseigenschaften der unpolaren und polaren Verbin-
dungen in der DNA sehr unterschiedlich sind. Man konnte
erwarten, dass eine Substitution, die die DNA stark de-
stabilisiert (wie bei einigen F —T-Substitutionen), auch eine
Strukturverzerrung verursacht. Wir untersuchten daher die
Struktur eines kurzen DNA-Duplex, der Basenpaare mit F
oder Z enthilt.

Dies geschah mit 2D-NMR-Spektroskopie, kombiniert mit
Messungen zur eingeschriankten Molekiildynamik und Ener-
gieminimierungsrechnungen. Der untersuchte Duplex be-
stand aus einer Sequenz von zwolf Basenpaaren, die der
Bindungsstelle eines bekannten Transkriptionsfaktors ent-
sprach. Die gewonnenen Daten zeigten iiberraschenderweise,
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dass die Struktur dieses Duplex identisch ist mit derjenigen,
die man bei einem Duplex mit einem A-T-Paar an der
gleichen Stelle erwarten wiirde (Abbildung 3). Obwohl das
F-A-Basenpaar also die DNA destabilisiert (siche Ab-
schnitt 4.1), nimmt es eine Anordnung ein, die sich von der
eines T-A-Basenpaares nicht unterscheidet. Danach wurden
Untersuchungen mit der gleichen Duplexsequenz durchge-
fiihrt, bei der sowohl T als auch A durch F und das Analogon
Z ersetzt waren (unverdffentlichte Ergebnisse). Auch diese
Untersuchungen lieferten nur Hinweise auf kleinere Verzer-
rungen der DNA-Struktur.

Abbildung 3. Seitenansicht der drei zentralen Basenpaare eines zwolf
Basenpaare langen Duplex, der im Zentrum ein Adenin-Difluortoluol-
Paar enthilt. Das Analogon F befindet sich rechts.l)

4. Nichtkovalente Wechselwirkungen und Stabilitit
der DNA

4.1. Thermodynamische Konsequenzen der Entfernung
von Wasserstoffbriickenbindungen

4.1.1. Nichtisostere Basenanaloga

Viele Analoga, in denen die wasserstoffbriickenbildenden
Gruppen im Vergleich zu den natiirlichen Basen entfernt,
blockiert, modifiziert oder umgelagert sind, sind bereits
untersucht worden.’-%8 Einige dieser Verbindungen sind in
Schema 4 gezeigt. Die Entfernung von Donor- oder Accep-
torgruppen von Wasserstoffbriickenbindungen (Verbindun-
gen 1-6)F7% oder die Entfernung der Base insgesamt
(basenfreie Stelle, 7)P71 destabilisiert die DNA in unter-
schiedlichem MaB (Tabelle 1). Die einzige Ausnahme macht
die Verbindung 2-Aminopurin 3, mit der die Stabilitét
weitgehend erhalten bleibt; wahrscheinlich liegt dies daran,
dass noch zwei Wasserstoffbriicken gebildet werden konnen,
ohne dass die Watson-Crick-Geometrie gestort wird. Eine
zweite Klasse von Analoga wurde hergestellt, bei denen die
Donor- oder Acceptorgruppen blockiert sind (Verbindungen
8-11);12%] Beispiele sind die O-methylierten Derivate von
Thymin und Guanin. Diese destabilisieren die DNA ebenso
wie auch die Verbindungen der dritten Gruppe (12-14), in
der Analoga ohne Ahnlichkeit mit den Purin- oder Pyrimidin-
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a) 0 o " Basen zusammengefasst sind.'“’"’sl'Die Auswe'r—
tung der Paarungsdaten der Verbindungen, die
H.y OCHs NH, keine Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
N N e N \ Pt <N N den Basen mehr bilden konnen (Tabelle 1),
N N N0 i§ N NO N N~ NH ergibt, dass alle Analoga die DNA destabilisie-
N~ N7 2 2 . I :
R R R R R ren. Bei genauer Analyse lédsst sich feststellen,
1 2 8 12 15 dass der Stabilitdtsverlust durch die vorgenom-
_CHs menen Substitutionen iiberraschend grof ist.
N HsCo o~y o NO, 0 9y Ist diese Destabilisierung die Folge der feh-
N N o NN [ NN lenden Wasserstoffbriickenbindungen oder gibt
NN NH, R N NH, N NN o es andere Faktoren, die die Stabilitdt der DNA
R R R R M beeinflussen? Zwei mogliche Erkldrungen miis-
3 4 900H3 13 16 sen in Betracht gezogen werden. Zum einen kann
o NHz s durch diese Analoga die Struktur nennenswert
NN H N L ( St verzerrt werden, sodass nicht nur das betreffende
NN Z N N o Basenpaar, sondern auch die umgebende DNA
R R R R R beeinflusst wird. Diese Verzerrung kann daher
5 6 10 14 17 rithren, dass sich die Analoga sterisch von den
-CHs o natiirlichen Molekiilen unterscheiden, was zu
HO - N S sterischen oder geometrischen Nachteilen fiihrt.
R = ‘\g/j o NS Zum anderen konnen aber auch Solvatations-
HO & R effekte energetisch aufwéndig sein. Dies wird in
7 11 18 Abschnitt 4.3 diskutiert.

Schema 4. Nucleosidanaloga, deren Wasserstoffbriickenbindungen bildende Gruppen
entfernt (a) oder blockiert (b) wurden, sowie vollig andersartige (c) und modifizierte

Analoga (d).

Tabelle 1. Schmelztemperaturen von DNA-Duplexen, die nichtisostere
Basenanaloga enthalten.

Basenpaar X-Y T, [°C] AT, [°C]
A-Tlab] 425 -
A-C 36.0 6.5
A-¢ 26.0 16.5
G-¢ 30.0 12.5
C-¢ 26.0 16.5
T-¢ 28.0 14.5
A-Bl2] 32.0 10.5
G-B 29.0 13.5
C-B 25.5 17.0
T-B 29.0 13.5
G-Cledl 454 -
O°meG-A 19.4 26.0
O°meG-G 22.6 22.8
O°meG-C 252 20.2
O°meG-T 21.9 235
A-TleA 35.0 -
A-C 12.0 23.0
N-A 18.0 17.0
N-G 19.0 16.0
N-C 13.0 22.0
N-T 29.0 6.0
[a] Gemessen in  der  Sequenz = d(AACCAGTACGXTGAG)-

d(CTCAYCGTACTGGTT) in einem Puffer, der 9.5mm NaCl, 2 mm
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsdure (HEPES) und 20 mm
N,N,N',N'-Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) enthielt (pH 7.0). B ist
Verbindung 14. [b] Daten von Millican et al.ll [c] Gemessen in der
Sequenz d(GGTTXTTGG) -d(CCAAYAACC) in einem Puffer, der
100 mm NaCl, 0.1 mm EDTA und 10 mm Phosphat enthielt (pH 7.0).
O®meG ist Verbindung 9. [d] Daten von Gaffney und Jones.* [e] Ge-
messen in der Sequenz d(CGGXGGC)-d(GCCYCCQG) in einem Puffer,
der 150 mM NaCl und 50 mm Phosphat enthielt (pH 7.0). N ist Verbindung
1. [f] Daten von Eritja et al.l"’]
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Bei einer anderen Klasse von Analoga ist die
Fihigkeit modifiziert, Wasserstoffbriickenbin-
dungen zu bilden (Verbindungen 15-18).5% ¢
So wird eine Carbonylgruppe gegen eine Amino-
gruppe ausgetauscht, eine C=0O-Bindung wird
durch eine C=S-Bindung ersetzt oder eine Ami-
nogruppe wird hinzugefiigt. Einige dieser modifizierten
Basen wie 2,6-Diaminopurin 15/ oder 2-Thiothymin 1808
scheinen die DNA zu stabilisieren, da sie auch weiterhin die
normalen Watson-Crick-Wasserstoffbriickenbindungen bil-
den und die korrekte Geometrie aufweisen, wihrend andere
leicht destabilisierend wirken.

Eine weitere Klasse von Analoga ist die mit anders
angeordneten Wasserstoffbriickenbindungs-Donoren und
-Acceptoren, die aufgrund dessen neue Basenpaare bilden.
Es wurden zwei neue Watson-Crick-Basenpaare entworfen,
die ein Wasserstoffbriickenbindungsmuster bilden, das sich
von denen der Paare A-Tund G-C unterscheidet (Schema 5).
Diese Umordnungen beeinflussten die DNA-Stabilitdt nicht
merklich.[% 7]

H H CHy
- H- ----0
P HN N N H >7 Ny
/o ’ 2 N
N----H-N  )—N N----H-N
/ \ ct N ct
N //*fN /N
¢! N-H---0 ¢! N-H---O
H H
iso-C iso-G K T

Schema 5. Strukturen neuer Basenpaare mit umgeordneten Wasserstoff-
briickenbindungsmustern nach Benner et al.[’% % 91l

4.1.2. Isostere unpolare Basenanaloga

Die unpolaren Nucleosid-Isostere verdndern anders als die
oben diskutierten Verbindungen nicht die sterische Grof3e der
DNA-Base. Dadurch kann die Bedeutung der Wasserstoff-
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briickenbindungen unabhingig von signifikanten sterischen
Effekten untersucht werden. Die Ergebnisse von Untersu-
chungen zur Stabilitdt von DNA-Duplexen mit den Analoga
F oder Z* %1 sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2. Freie Energien und Schmelztemperaturen von DNA-Duplexen,
die die isosteren unpolaren Basen F und Z enthalten.

Basenpaar X-Y[ T [°C] AT, [°C] — AGYs [kcalmol!]
T-AlI 39.4 - 123
T-C 26.4 13.0 8.7
T-G 30.7 8.7 9.3
T-T 271 123 8.9
F-All 21.4 18.0 7.4
F-C 25.0 14.4 8.2
F-G 23.0 16.4 8.0
F-T 20.3 19.1 73
F-F 28.6 10.8 8.9
A-Tll 39.8 - 124
Z-A 25.3 14.5 8.0
Z-C 24.4 15.4 79
Z-G 23.8 16.0 7.6
Z-T 20.8 19.0 7.5
Z-F 30.3 9.5 8.9

[a] Gemessen in der Sequenz d(CTTTTCXTTCTT)-d(AAGAAY-
GAAAAG) in einem Puffer, der 100 mm NaCl, 10 mm MgCl, und 10 mm
Natrium-1,4-piperazinbis(ethansulfonat) (Na-PIPES) enthielt (pH 7.0).
[b] Daten von Schweitzer und Kool.”! [¢c] Daten von Guckian et al.[#l

Beide Analoga destabilisieren den DNA-Duplex stark.
Einzelne Substitionen mit F oder Z verringern die Stabilisie-
rungsenergie um 4 -5 kcalmol~!, was ein signifikanter Anteil
der gesamten Freien Energie des Duplex ist. AuBlerdem
beobachteten wir, dass beide Analoga nahezu vollkommen
unselektiv bei der Basenpaarung sind, wodurch sie den
Duplex unabhingig von der natiirlichen Base als Paarungs-
partner in jedem Fall etwa gleich stark destabilisieren. Dieses
letzte Resultat legt nahe, dass die Wasserstoffbriickenbindun-
gen eine wichtige Rolle bei der selektiven Basenpaarung der
natiirlichen Basen spielen. Thymin weist eine Selektivitédt von
3—4 kcalmol™ bei der Paarung mit A verglichen mit der
Paarung mit T, C oder G auf, wéihrend das Molekiil F, das die
gleiche GroBe und Form hat, nur wenig oder keine Selektivi-
tat zeigt. Dies spricht auch stark dafiir, dass F in dieser
Umgebung keinen messbar iiber Wasserstoffbriickenbindun-
gen gebundenen Komplex mit A bilden kann.

Bei genauerem Hinsehen werfen die Daten eine neue Frage
auf: Wieso wirken diese Analoga so destabilisierend auf die
Helix? Das einfache Entfernen des fraglichen Basenpaars hat
eine geringere Destabilisierung zur Folge als beispielsweise
das Paar F-A.2l Dies ldsst vermuten, dass die Netto-
Wechselwirkung zwischen F und A (oder T und Z) in Wasser
tatsdchlich um mehr als 2 kcalmol™' abstoBend ist. Eine
mogliche Erkldrung dafiir ist, dass diese Analoga nur
schwache Stapelwechselwirkungen eingehen; dies scheint
allerdings nicht der Fall zu sein (siche Abschnitt 4.2). Ein
anderes Experiment zeigt, dass die Mutation eines F-A-
Paares zu einem F-Z- oder F-F-Paar etwas weniger de-
stabilisierend wirkt.** 31 Ein Grund fiir den Energieaufwand
bei der Paarung von F mit A ist also wahrscheinlich die
Entfernung von fest gebundenen Wassermolekiilen aus der
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Solvathiille von A.*7 Den 2D-NMR-spektroskopischen
Strukturdaten von F gegeniiber von A in der DNA zufolge
sind die beiden Basen im Zentrum des Duplex nahe beiei-
nander angeordnet, was darauf hin deutet, dass etwa zwei
solvatisierende Wassermolekiile bei der Duplexbildung ohne
entsprechende energetische Kompensation abgespalten wer-
den (denn F kann keine stabilen Wasserstoffbriickenbindun-
gen mit A bilden). Ein anderer Faktor, der zur Destabilisie-
rung beitrégt, ist das Fehlen von Wasserstoffbriickenbindun-
gen zwischen F und A. Ein dritter Punkt ist der, dass die
groBere Flexibilitdt der unpolaren Basenpaare (bedingt durch
die fehlenden Wasserstoffbriickenbindungen) méoglicherweise
die Stapelung benachbarter Basenpaare stort. Die oben
diskutierten NMR-spektroskopischen Daten eines Duplex
mit einem F-A-Paar zeigen, dass das Signal des benachbarten
T-A-Basenpaars sich bei einer niedrigeren Temperatur ver-
breitert als das anderer Basenpaare der Sequenz, was auf eine
grolere Beweglichkeit des T-A-Basenpaares hindeutet.

4.2. Krifte, die zur Aren-Stapelung in der DNA beitragen

Die Basenstapelung ist ein wesentlicher Faktor fiir die
Stabilisierung der Doppelhelix, und das Phdnomen ist beziig-
lich nichtkovalenter Bindungen noch relativ schlecht verstan-
den. Verschiedene Arbeitsgruppen haben die Basenstapelung
untersucht und mit den Ergebnissen eine Kontroverse ausge-
16st.120-26.75. 761 Manche gehen davon aus, dass elektrostatische
Wechselwirkungen die primédre Triebkraft fiir die Basensta-
pelung sind, wihrend andere die Bedeutung der hydrophoben
Effekte betonen. Zwar war dieses Thema heftig umstritten,
doch wurden nur wenige Untersuchungen zur Basenstapelung
in der DNA selbst durchgefiihrt. Aus diesem Grund fiihrten
wir quantitative Experimente zur relativen Stapelfdhigkeit
natiirlicher DNA-Basen und ihrer nichtnatiirlichen Analoga
in doppelstringiger DNA durch.”] Die thermodynamischen
Vergleiche wurden mit einem selbstkomplementidren sechs
Basenpaare langen Duplex mit der Sequenz 5'-dXCGCGCG
in jedem Strang durchgefiihrt. Wenn der erwartete B-Duplex
gebildet wird, bleibt X als iiberhdngende Base, die mit den
Basen der Helix Stapelwechselwirkungen eingehen kann,
ungepaart. Ahnliche Untersuchungen sind bereits frither mit
den natiirlichen Basen in RNA durchgefiihrt worden.[
Dagegen gibt es (bis jetzt) nur ein publiziertes Beispiel fiir
einen tiberhdngenden Thymidinrest innerhalb einer DNA, fiir
den die thermodynamischen Parameter vollstindig bestimmt
wurden,”! wihrend in einer anderen Untersuchung lediglich
die Schmelztemperaturen T, fiir die vier natiirlichen Basen
verdffentlicht wurden.’™ In keiner der vorangegangenen
Arbeiten wurden nichtnatiirliche Analoga untersucht.

Die Basen, die in unseren Experimenten untersucht
wurden,”” sind in Schema 6 dargestellt und die zugehorigen
Daten sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Von den natiir-
lichen Basen geht A am stédrksten Stapelwechselwirkungen
ein; interessanterweise sind aber die Stapelwechselwirkungen
der unpolaren Isostere F und Z stérker als die aller anderen
natiirlichen Basen. Dies steht in deutlichem Gegensatz zu der
starken Destabilisierung, die von F und Z verursacht wird,
wenn sie sich in der Mitte eines Duplex gegeniiber von einer
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Schema 6. Strukturen natiirlicher und nichtnatiirlicher Nucleoside, die auf
ihre Neigung zur Basenstapelung hin untersucht wurden.”’]

Tabelle 3. Freie Energien und Schmelztemperaturen von DNA-Duplexen,
die eine tiberhdngende, ungepaarte Base am 5'-Ende tragen.

ungepaarter Rest X[ T, [°C] AT, [°C] — AGY, [kcalmol ']l
- 41.0 - 8.1
Thymin 48.1 71 9.2
Difluortoluol 54.4 134 10.7
Trimethylbenzol¥ 51.4 9.7 9.7
Cytosin 46.2 52 9.1
Adenin 51.6 10.6 10.1
Guanin 51.5 10.5 9.4
4-Methylindol 54.6 13.6 111
Pyrrol 46.6 4.9 8.9
Benzol 483 73 9.4
Naphtalin 56.2 152 10.9
Phenantren 57.3 16.3 10.7
Pyren 64.1 23.1 11.4

[a] Gemessen in der Sequenz d(XCGCGCG)-d(GCGCGCX) in einem
Puffer, der 1M NaCl und 10 mm Natriumphosphat enthielt (pH 7.0). DNA-
Konzentration: 5.0 pm. [b] Daten von Guckian et al.””! [c] Die Werte
wurden durch Auftragen von 1/7,, gegen In(Cy) (Cr= Gesamtkonzentra-
tion) mit Daten aus mindestens fiinf Konzentrationen bestimmt. [d] DNA-
Konzentration: 6 um.

natiirlichen Base befinden.[* ! Mit Sicherheit ist der struk-
turelle Kontext wichtig, um diese Unterschiede zu erkldren.

Zum Vergleich wurde eine einfache Serie unsubstituierter
aromatischer Kohlenwasserstoffe untersucht; alle gingen
relativ starke Stapelwechselwirkungen ein und mit zuneh-
mender Grofe nahm auch allgemein die Féhigkeit zur
Stapelbildung zu. Die relative Fihigkeit zur Stapelbildung
korreliert iiber die gesamte Serie von Molekiilen nur wenig
mit der Polarisierbarkeit oder der elektrostatischen Polarisa-
tion. Stattdessen ist sehr wahrscheinlich der wichtigste Ein-
zelfaktor in diesem Fall der hydrophobe Effekt, wobei die
grofften und am wenigsten polaren Molekiile die stdrksten
Stapelwechselwirkungen eingehen.
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Aus diesen Daten ergeben sich einige niitzliche Schlussfol-
gerungen und Anwendungen. Erstens scheint es, als ob
natiirliche DNA-Basen nicht sehr starke Stapelwechselwir-
kungen eingehen und dass es einfach ist, effizienter Stapel-
wechselwirkungen eingehende Verbindungen zu finden. Im
Nachhinein erscheint dies verniinftig, denn die DNA-Helix
muss an verschiedenen Stellen wéihrend der Genexpression
und Replikation geoffnet werden. Zweitens sollten die relativ
unpolaren Aminosdureseitenketten von Phenylalanin und
Tryptophan ebenfalls gute Stapelwechselwirkungen mit DNA
eingehen (siche Tabelle 3, Daten zu den Phenyl- und In-
dolnucleosiden) und als solche gute Intercalatoren bei der
Protein-DNA-Erkennung sein.®" %2 Drittens schlieBlich be-
steht eine niitzliche und einfache Art, eine Nucleinsdurchelix
zu stabilisieren, darin, eine leicht Stapelwechselwirkungen
eingehende Gruppe ans Ende zu platzieren. So erhoht das
Pyrennucleosid die Schmelztemperatur der Testsequenz um
23 Grad.

Durch starke Stapelwechselwirkungen konnen auch andere
Strukturen als einfache Doppelhelices stabilisiert werden.
Haarnadelschlaufen als Sekundérstrukturen enthalten Helix-
elemente und Schlaufen, die die Enden verbriicken. Die
Reste in den Schlaufen sind oft gestapelt, auch wenn sie nicht
nennenswert zu Basenpaarungen beitragen;® so konnen
durch die gesteigerte Féhigkeit zur Stapelbildung auch
Schlaufenstrukturen stabilisiert werden. Dies wurde an
Schlaufen nachgewiesen, die DNA-Doppelhelices verbrii-
cken.® In Tabelle 4 sind die Ergebnisse einer solchen Ver-
suchsreihe aufgelistet. Pentanucleotid-Schlaufen wurden in
eine Duplex-Sequenz eingebaut und untersucht, welche
Auswirkungen es hat, wenn man die Nucleoside der Schlaufe
durch unpolare Nucleoside ersetzt. In allen Féllen wurde die
Stabilitdt der Strukturen durch den Austausch der Nucleoside
erhoht.

Tabelle 4. Freie Energien und Schmelztemperaturen von DNA-Duplexen,
die Tetranucleotid-Schlaufen enthalten.

DNA-Sequenz/*< T, [°C] AT, [°C] — AGY, [kcalmol ']
5'-GCAATTGA' T o ~ 13
3'-CGTTAACG 7T ' ’
5 -GeaaTTGAT F
3'-CGTTAACGR F 785 108 36

, a
5'-GCAATTGA " A 62.9 04
3'-CGTTAACG 5 A : - :

) D
5'-GCAATTGA D 67.2 43 11

3! -CGTTAACGR D

[a] Bedingungen: Puffer, der 100 mM NaCl und 10 mm Phosphat enthielt
(pH 7.0). DNA-Konzentration: 5.0 uM. [b] D ist Verbindung 22. [c] Daten
von Ren et al.l%

4.3. Die Bedeutung von Solvatationseffekten bei der
Paarung und Stapelung von Basen

Kleine unpolare Analoga wie F oder Z konnen also DNA-

Strukturen stabilisieren oder destabilisieren, je nachdem, wo
sie eingefiigt wurden. Im Allgemeinen eignen sie sich gut als
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Stapelwechselwirkungen eingehende Verbindungen, sind
aber schlechte Paarungspartner. Interessanterweise gibt es
allerdings eine Situation, in der Reste wie F oder Z scheinbar
gut paaren. Wenn F sich z.B. gegeniiber von A am Ende eines
Duplex befindet, wirkt das entstehende Basenpaar stdrker
stabilisierend als ein natiirliches T-A-Basenpaar (unverof-
fentlichte Ergebnisse). Wir fiihren diese Stabilisierung auf die
starkere Stapelwechselwirkung von F im Vergleich zu T
zuriick, wobei kein Energieverlust durch Desolvatation von A
entsteht. Wir vermuten, dass Wasser am Ende der Helix an
die polaren Gruppen von A gebunden bleibt.

Vermutlich werden eine Reihe von Effekten — starke
Stapelung, schlechte Paarungseigenschaften im Zentrum der
Helix, stabile Paarungen am Ende der Helix — durch Solvata-
tionseffekte in Wasser verursacht. Die guten Stapeleigen-
schaften der unpolaren Verbindungen F und Z (und aroma-
tischer Kohlenwasserstoffe) rithren von der giinstigen Ver-
meidung losungsmittelexponierter Oberflaichen durch die
Stapelstruktur her. Vermutlich nehmen leicht Stapelwechsel-
wirkungen eingehende Reste diese Struktur bereits im Ein-
zelstrang ein, wodurch die Entropieabnahme bei der Duplex-
bildung verringert wiirde. Es ist allgemein bekannt, dass eine
Basenstapelung im Einzelstrang in nennenswertem Umfang
zwischen Purinnucleotiden in der DNA stattfindet,/®>%" und
wir haben auch gesehen, dass unpolare Nucleoside sogar
besser Stapelwechselwirkungen eingehen als die Purine.l””)
Wenn eine unpolare ,,Base* in der Mitte eines Stranges liegt,
kann sie ihre beiden flachen Oberflichen dem Losungsmittel
entziehen, indem sie mit beiden benachbarten Basen Stapel-
wechselwirkungen eingeht. Am Ende kann sie zumindest eine
Oberflache durch Stapelung vor dem Losungsmittel ver-
bergen.

An dieser Stelle erhebt sich eine interessante Frage: Wenn
nur die flachen m-Oberflichen der unpolaren Analoga durch
die Stapelung vom Losungsmittel ausgeschlossen werden,
warum gehen dann nicht auch die m-Oberfldachen der natiir-
lichen Basen mit gleicher Affinitit Stapelwechselwirkungen
ein? Haben nicht alle aromatischen m-Oberfldchen die
gleiche Fihigkeit zur Solvatation und zum Stapeln? Sicher
sind die Kanten der natiirlichen Basen viel polarer als die der
unpolaren [sostere, aber man kann doch davon ausgehen, dass
die Kanten aller Basen in einstrangiger DNA dem Losungs-
mittel ausgesetzt bleiben. Dies ldsst vermuten, dass die
flachen Oberfldchen der aromatischen DNA-Basen polarer
sind als die entsprechenden Oberflichen der unpolaren
Isostere, und die Daten deuten auch darauf hin, dass die
flachen Oberflaichen der DNA-Basen besser solvatisiert
werden konnen als die der sehr unpolaren Molekiile. Es sieht
daher so aus, dass die Losungsmittelmolekiile ihre Dipole so
anordnen konnen, dass sie besser (oder weniger schlecht) mit
den lokalen Bindungsdipolen wechselwirken konnen, die sich
an den flachen m-Oberfldchen der natiirlichen Basen befin-
den. In den unpolaren Analoga sind diese Dipole allgemein
klein oder sie fehlen.

Wie bereits erwdhnt, verursachen fast alle unpolaren
Nucleosid-Analoga im Inneren eines DNA-Duplex eine
starke Destabilisierung, wenn sie mit einer natiirlichen Base
gepaart werden. Dies liegt sehr wahrscheinlich zum Teil an
dem Energieaufwand fiir die Desolvatation der polaren
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Kante der natiirlichen Base,™ wenn die unpolare Base in
der Helix in die Néhe dieser Kante gezwungen wird. Dieser
Energieaufwand entsteht trotz der sehr starken Basenstape-
lung durch die unpolaren Molekiile, die offensichtlich nicht
grof} genug ist, um den Energieaufwand der Desolvatation zu
kompensieren.

5. Uberpriifung der DNA-
Replikationsmechanismen

5.1. Friihere Untersuchungen

In dieser Arbeit sollten die genauen nichtkovalenten
Wechselwirkungen, die die Bildung der Basenpaare steuern,
untersucht werden. Im Mittelpunkt der oben beschriebenen
Untersuchungen standen die inhédrenten Eigenschaften der
DNA-Basen und ihrer Analoga bei der Paarbildung. Den
Ergebnissen mit den Analoga F und Z nach zu urteilen,
scheinen die Watson-Crick-Wasserstoffbriickenbindungen ei-
nen nennenswerten Beitrag zur Stabilisierung der DNA-
Doppelhelices zu leisten, und sie sind offenbar sehr wichtig
fir die Selektivitit der Basenpaarbildung. Wegen des Fehlens
von Gruppen, die Wasserstoffbriickenbindungen eingehen
konnen, sind F und Z 1) inhérent stark destabilisierend bei
ihrer Wechselwirkung mit natiirlichen Basen und 2) weisen
sie — wenn iiberhaupt — eine nur sehr geringe Selektivitit bei
der Paarung auf.

Nachdem die inhdrenten FEigenschaften der unpolaren
Nucleosidmimetika einmal bestimmt waren, begannen wir,
sie fiir eine Uberpriifung der Mechanismen zu benutzen, nach
denen der polymerasekatalysierte Einbau von Nucleotiden in
die DNA abliuft. Als wir mit den Untersuchungen begannen,
war die Uberzeugung weit verbreitet, dass die Watson-Crick-
Wasserstoffbriickenbindungen fiir die Replikation eines
DNA-Basenpaares durch Polymerasen essentiell sind, und
auch in neueren Ausgaben von Biochemie- und Molekular-
biologie-Lehrbiichern wird argumentiert, dass die Wasser-
stoffbriickenbindungen allein die beobachtete Zuverlassig-
keit der Reaktion erkldren konnten.[ ! 421,

Wenn man die Daten sichtet, die bis 1995 mit modifizierten
Nucleosiden gesammelt worden sind, findet man eine Reihe
von Nucleosiden wie 6-O-Methylguanosin (O®meG, 9) (Sche-
ma4), das aus natiirlichem Guanin durch Methylierung
hergestellt wurde. Es blockiert die Watson-Crick-Wasser-
stoffbriickenbindung durch die Carbonylgruppe und macht
aus dem Wasserstoffbriickenbindungs-Donor N1 einen Ac-
ceptor. Untersuchungen mit dem Klenow-Fragment der E.-
coli-DNA-Polymerase I, der vielleicht am meisten untersuch-
ten DNA-Polymerase, ergaben, dass O°meG ein schlechtes
Substrat ist.®8) Wird es in einen DNA-Matrizenstrang ein-
gefiigt, baut das Enzym in der gegeniiberliegenden Position
Nucleotide mit einer Effizienz E (ta/Kpm; Unax = maximale
Reaktionsgeschwindigkeit, K, =Michaelis-Konstante) ein,
die 5000-mal niedriger ist als die Insertion von Cytidin
gegeniiber einem nichtmodifizierten Guanidinrest (Abbil-
dung 4). Wenn Nucleotide eingebaut werden, besteht auBer-
dem eine Tendenz, gleichermaflen C und T einzubauen.
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10000.00 ] - Arbeit ist, dass der Hauptfaktor, der die Polymeraseaktivitit
bestimmt, die Zahl und Stirke der Wasserstoffbriickenbin-
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Abbildung 4. Histogramm, das den Einbau von dCTP und dTTP gegen-
iiber von O°meG und zum Vergleich gegeniiber von G im Gleichgewicht
zeigt. Daten von Levy und Spratt.*]

Im Allgemeinen werden diese Anderungen der Eigen-
schaften von Verbindungen wie O°meG als Polymerasesub-
strate der verdnderten Wasserstoffbriickenbindungseigen-
schaften zugeschrieben. Da die Wasserstoffbriickenbindung
zu Cytosin durch diese Modifikation blockiert wird, kann dies
eine tragfihige Erklarung fiir solch ein Versuchsergebnis sein.
Man muss allerdings auch andere Faktoren als mogliche
Erkldrungen in Betracht ziehen. Speziell die GroBe und die
Form des Molekiils werden durch die Substitution verdndert;
die Methylgruppe erhoht den Platzbedarf an der Position O6
um 2-3 A, und der Verlust des Protons verringert den
Platzbedarf an N1 um ca. 0.7 A. Da sowohl Wasserstoffbrii-
ckenbindungen als auch sterische Verhiéltnisse betroffen sind,
kann man sich nicht darauf verlassen, dass die Polymeraseak-
tivititen gegeniiber dieser Verbindung nur von einer der
nichtkovalenten Wechselwirkungen bestimmt werden.

Eine vorangegangene Serie von Experimenten wurde
durchgefiihrt, um die Bedeutung der Wasserstoffbriickenbin-
dungen bei der DNA-Replikation aufzukldren.® Dabei
wurden neue Pyrimidinanaloga verwendet, denen eine einzel-
ne Wasserstoffbriickenbindungen bildende Gruppe fehlte. Sie
sind in Schema 7 gezeigt. Primer-Extension-Experimente

N Ay L H
HO N \O HO\‘ ) N4/‘\O HO—__ N \O
N N N
HO HO HO
27 28 29

Schema 7. Desoxycytidinanaloga, die von Strazewski und Tamm!®! auf ihre
Eignung als Polymerasesubstrate hin untersucht wurden.

wurden mit diesen Verbindungen sowohl im Matrizenstrang
als auch als Nucleosidtriphosphate durchgefiihrt. Als Tri-
phosphat war keine der Verbindungen in der Lage, den
Primer zu verldngern. Im Matrizenstrang dagegen dirigierte
Verbindung 29 (ein Analogon, das hinsichtlich seiner Fihig-
keit zur Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen beein-
trichtigt ist) den Einbau von dCTP. Ungliicklicherweise
waren fiir diese interessanten Analoga keine quantitativen
Daten verfiigbar, sodass wir uns auf qualitative Befunde
stiitzen miissen. Die allgemeine Schlussfolgerung aus dieser
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dungen, zwischen den Basen eines Basenpaares ist.®] Wie
bereits ausgefiihrt ist die Situation infolge der sterischen
Anderungen an diesen Analoga allerdings etwas komplizier-
ter. Und schlielich ermdglichen einige der vorgenommenen
Anderungen eine Tautomerisierung der DNA-Base, was
sowohl die Wasserstoffbriickenbindungen als auch die steri-
schen Effekte verwischt. AuBerdem stellt sich bei der
teilweisen Entfernung von Wasserstoffbriickenbindungen
bildenden Gruppen auch die Frage nach Problemen im
Zusammenhang mit der Solvatation (siche Abschnitt 4.3).

Weitere wichtige Untersuchungen wurden von Benner
et al.’% %911 durchgefiihrt, die Analoga nach einer anderen
Strategie entworfen haben. Sie stellten Paare her, in denen die
Wasserstoffbriickenbindungen nicht entfernt, sondern nur
gegeniiber den Paaren A-T und C-G umorientiert waren
(Schema 5), wobei die Purin-Pyrimidin-Geometrie beibehal-
ten wurde. Zwei solcher Basenpaare wurden (den qualitativen
Ergebnissen nach) effizient durch die DNA-Polymerase
(Klenow-Enzym) repliziert. Dies ist ein hiibsches Beispiel
dafiir, dass vielleicht andere als die natiirlichen Basenpaare
benutzt werden konnen, um den genetischen Code zu er-
weitern. Diese Analoga bilden Wasserstoffbriickenbindungen
und behalten die Watson-Crick-Geometrie bei; daher kann
mit diesen Verbindungen die Bedeutung von Wasserstoff-
briickenbindungen und geometrischen Effekten bei der
Replikation nicht untersucht werden.

Ein anderes potentiell relevantes modifiziertes Nucleotid,
mit dem die Rolle der Wasserstoffbriickenbindungen bei der
DNA-Replikation untersucht werden kann, ist das abasische
Nucleosid (Schema 8, 30).-4 Natiirlicherweise vorkommen-
de abasische Stellen sind eine der verbreitetsten Formen der
DNA-Schidigung. Sie entstehen durch Schiadigung der DNA-
Basen durch Alkylierung und anschlieBende Hydrolyse
der Glycosidbindung, durch Reparatur durch Ausschneiden
der Base und durch spontanen hydrolytischen Verlust von
Purinen.[”>-77)

\ .
O\‘ O- H o
\-O-.. OH OH
N/ OH N N
o) o o
N \
30 31 32

Schema 8. Struktur der abasischen Stelle (30) und von Analoga der
abasischen Stelle (31, 32).

Abasische Stellen werden ,,nichtinstruktiv® (,,non-instruc-
tional) genannt, weil ihnen die Information aus den Wasser-
stoffbriickenbindungen fehlt.”® *! Interessanterweise wird
aber gegeniiber von abasischen Stellen in einem Matrizen-
strang von den meisten DNA-Polymerasen Desoxyadenosin
eingebaut.’* 190-1531 Dijese Standardwahl durch das Enzym
wird allgemein als ,,A-Regel“ bezeichnet. Die A-Regel wurde
verschiedentlich durch eine dem Enzym inhdrente bevorzugte
Wechselwirkung mit A oder durch die niedrigere Polaritét
oder die besseren Stapeleigenschaften von A im Vergleich zu
den anderen Nucleotiden erkldrt. Aus kinetischen Unter-
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suchungen geht hervor, dass die Polymerasen dA gegeniiber
von abasischen Stellen mit einer Effizienz einbauen, die etwa
um 3 -4 GroBenordnungen niedriger liegt als die beim Einbau
gegeniiber von T; man neigt daher dazu, den Wasserstoffbrii-
ckenbindungen einen signifikanten positiven Einfluss zuzu-
schreiben. Die abasische Stelle kann allerdings zu einer
Verzerrung der DNA fithren,['™1%7 was auch fiir die niedrige
Effizienz verantwortlich sein kann. Von Interesse ist daneben
die GroBe der Selektivitit fiir den Einbau von A gegeniiber
von abasischen Stellen. Die kinetischen Experimente zeigen,
dass die Selektivitdt mit einer etwa 10-fachen Bevorzugung
von dA gegeniiber dG recht niedrig ist.’’ Obwohl die
abasischen Stellen interessante Informationen dariiber lie-
fern, was ohne Wasserstoffbriickenbindungen geschieht, ma-
chen es das Fehlen jeglicher Basenstruktur, mit dem sterische
Effekte untersucht werden sollen, und die grofe Storung der
Struktur durch das Fehlen der Base schwierig, die Einfliisse
von sterischen Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken-
bindungen zu bewerten.

In der allgemeinen Literatur iiber Polymerasemechanismen
und die Zuverldssigkeit dieser Reaktion wird die Watson-
Crick-Paarung meistens als wichtigster Faktor genannt, der
den Einbau der Nucleotide vorantreibt und die Spezifitét
dieses Prozesses bestimmt.*: 4 Es ist allerdings bemerkens-
wert, dass einige Autoren auch die Relevanz betont haben,
die der Erhaltung einer den Standardbasenpaaren dhnlichen
Geometrie zukommt.[105-110]

5.2. Vorhersagen des Wasserstoffbriickenbindungs-
Modells

Bevor Experimente mit DNA-Polymerasen durchgefiihrt
wurden, schauten wir uns an, welche Voraussagen sich aus
dem Standardmodell ergeben wiirden. In einem nur auf
Wasserstoffbriickenbindungen beruhenden Modell der Re-
plikation wiren Analoga wie F wahrscheinlich sehr schlechte
Substrate fiir Polymerasen. Wiirde man ihren Umsatz als
Substrat erzwingen, miisste man mit sehr geringer oder keiner
Selektivitdt rechnen. Dies wire nicht tiberraschend, denn F
geht sehr instabile und unselektive Paarungen ein. Und
tatsdchlich werden solche thermodynamischen Basenpaa-
rungsmessungen (in Abwesenheit von Enzymen) routinemé-
Big fir die Vorhersage der Polymeraseaktivitit mit dem
gleichen Basenpaar durchgefiihrt.

5.3. Untersuchungen mit dem unpolaren
Thyminanalogon F

Das Difluortoluol-Analogon wurde in synthetische DNA-
Matrizen eingebaut und darauf getestet, ob es von einer
DNA-Polymerase akzeptiert wird. Die ersten Versuche
fithrten wir mit dem Klenow-Fragment der E.-coli-DNA-
Polymerase I aus, die zu den am besten untersuchten DNA-
Polymerasen gehort.?* 1171131 Dabei machten wir sofort eine
Reihe iiberraschender Beobachtungen. In einem Experiment
mit allen vier Nucleotiden verlief die Polymerasereaktion
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iiber F hinaus ohne sichtbare Verzogerung fort und eines der
natiirlichen Nucleotide wurde direkt gegeniiber von F einge-
baut (Abbildung 5).1'" Durch Zugabe nur einzelner Nucleo-
tide wurde gezeigt, dass an dieser Stelle selektiv Adenin

dNTP

a) 5'-TAATACGACTCACTATAGGGAGA
3 ' -ATTATGCTGAGTGATATCCCTCTXGTCA

Base (X) T F
dNTP ACGT
24~ law =
23~ |2k - -
Position dATP,dCTP
/‘dGTP,dTTP
b) 5'-TAATACGACTCACTATAG

3 ' -ATTATGCTGAGTGATATCCCTCTXGTCA

Base (X) F T ¢
t/min 2 15 60 2 15 60 2 15 60
i L

28 -

‘ 24- o
, i
Position ”
18- i e gl *

1 2 83 4 58 6 7 8 9 M

Abbildung 5. Polymerase-katalysierter Einbau von Nucleotiden gegen-
iiber von Difluortoluol, Thymin oder einer abasischen Stelle. a) Auto-
radiogramm, das den Einbau eines einzelnen Nucleotids (aus den vier
natiirlichen Basen) in den 23/28 Nucleotide langen Primer-Matrizen-
Duplex (d(TAATACGACTCACTATAGGGAGA)-d(ACTGXTCTCCC-
TATAGTGAGTCGTATTA)), der entweder Thymin oder Difluortoluol in
Position X enthilt.'""¥ b) Autoradiogramm, das den Einbau mehrerer
Nucleotide in den 1828 Nucleotide langen Primer-Matrizen-Duplex
(d(TAATACGACTCACTATAG)-d(ACTGXTCTCCCTATAGT-
GAGTCGTATTA)) mit einer Mischung der vier natiirlichen Nucleoside
zeigt.M4

eingebaut wurde. Eine quantitative Steady-State-Kinetik-
Analyse fiir das A-F-Paar ergab, dass die Effizienz der
Synthese dieses Basenpaares nur etwa viermal niedriger war
als bei einem natiirlichen Basenpaar (Abbildung 6). Noch
iiberraschender war, dass die Selektivitit des Adenineinbaus
(gegeniiber der beim Einbau der anderen Nucleotide) bei-
nahe so hoch war wie bei dem natiirlichen Basenpaar. Da wir
keine Fiahigkeit zur Bildung von Wasserstoffbriickenbindun-
gen bei F messen konnten, miissten neben den Wasserstoff-
briickenbindungen noch andere Effekte wichtig fiir die Poly-
meraseaktivitdt sein. Sicherlich zwingt das Enzym dem
Analogon F Eigenschaften auf, die dieses in Abwesenheit
des Enzyms nicht aufweist. Damals schlugen wir vor, dass
sterische Effekte ausreichen sollten, um die Ergebnisse zu
erkldren.[''4]
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Abbildung 6. Histogramm zur Zuverldssigkeit des Nucleotideinbaus ge-
gentiber von T und dem Isoster F in den Primer-Matrizenstrang, der in
Abbildung 5al"'*l dargestellt ist.

Wenn solch ein iiberraschendes Resultat auftaucht, muss
man selbstverstidndlich auch nach anderen Erkldrungsmog-
lichkeiten suchen. Man konnte z. B. den Schluss ziehen, dass F
als schlechter Wasserstoffbriickenbildner hauptséchlich als
nichtinstruktive Base wirkt und das Enzym beim selektiven
Einfiigen von A einfach der A-Regel folgt. Wir wiesen
allerdings darauf hin, dass das A-F-Paar deutlich effizienter
prozessiert wird, als es nach der A-Regel geschieht, und dass
es keine groferen Pausen verursacht wie A gegeniiber einer
abasischen Stelle.''* Nichtsdestoweniger besteht die beste
Methode, die A-Regel-Hypothese zu widerlegen, darin, das
Basenpaar umzudrehen. Wir synthetisierten daher das Nu-
cleosidtriphosphat-Derivat von F und verfolgten seinen Ein-
bau durch die Polymerase.[''S] Der Einbau war noch immer
hoch effizient und die Selektivitdt war so hoch wie beim
natiirlichen Basenpaar (Abbildung 7). Wir schlossen daraus,
dass die A-Regel hier nicht angewendet werden kann.
Demnach ist die Wasserstoffbriickenbindung bei der DNA-
Synthese nicht so wichtig wie allgemein angenommen; viel-
leicht spielen sterische Effekte eine signifikante Rolle.

100000000
A

10000000 - ZIe
1000000 - G

mT

’ 160000

10000
-1
E/Umax Kn 1000 4

100

10

dTTP
Nucleotid

Abbildung 7. Histogramm zur Selektivitit des Einbaus von dTTP und
dFTP gegeniiber von den vier natiirlichen Basen in den Primer-Matrizen-
strang, der in Abbildung 5al'™! dargestellt ist.

Spater wurde gezeigt, dass das F-A-Basenpaar jedes T-A-
Paar in einem 48 Basenpaare langen Duplex ersetzen kann
und dass in sechs unterschiedlichen DNA-Umgebungen eine
zuverlédssige Synthese ablduft.''! Tronischerweise war die
synthetisierte DNA deutlich weniger stabil als die natiirliche
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thetisiert werden.''! Nach unserer Auffassung riihrt dies von
der erzwungenen Desolvatation der F-A-Paare her, wenn sie
tiefer in das aktive Zentrum des Enzyms eingelagert werden.

In spédteren Untersuchungen wurden auch verschiedene
Polymerasen auf ihre Fihigkeit getestet, das F-A-Paar zu
prozessieren (unveroffentlichte Ergebnisse). Wir fanden he-
raus, dass die Tag-Polymerase, die T7-DNA-Polymerase und
die reverse Transkriptase aus HIV das Paar qualitativ
betrachtet sehr gut umsetzen koénnen. Quantitative Daten
sind noch nicht verfiigbar.

5.4. Untersuchungen mit dem unpolaren
Adeninanalogon Z

Die Ergebnisse mit dem Analogon F warfen Fragen iiber
die Allgemeingiiltigkeit und den Mechanismus auf. Wiirden
mit anderen Nucleosid-Isosteren dhnliche Ergebnisse gefun-
den werden? Oder sind die Fluorsubstituenten verantwortlich
fir die spezielle Aktivitdt von F? Eine mogliche Erklarung
fiir die hohe Effizienz des F-A-Basenpaars bei der Replika-
tion ist, dass F ein durch Wasserstoffbriickenbindungen
zusammengehaltenes Paar mit A bildet. Aulerdem konnte
ein anderer moglicher Einfluss auf die Selektivitiat des F-A-
Paares von Solvatationseffekten herrithren: Da A die am
wenigsten stark solvatisierte von allen natiirlichen Basen ist,
wiirde dies eine Paarung mit einem unpolaren Analogon wie
F begiinstigen.

Daher fiihrten wir eine Reihe von Replikationsversuchen
mit dem neuen Analogon Z (Schema 1) durch, das eine
4-Methylbenzimidazolgruppe anstelle von Adenin in dA
tragt.*1 Modellvorstellungen zufolge sollte Z gegeniiber von
F in ein DNA-Duplex passen und dabei nur eine geringe
Strukturverzerrung durch den Raumbedarf des H1-Protons
(einer Gruppe, die in A fehlt) verursachen. Qualitative und
quantitative Experimente wurden mit dem Klenow-Fragment
durchgefiihrt. In Ubereinstimmung mit den friiheren Re-
sultaten mit dem Analogon F beobachteten wir eine recht
effiziente Basenpaar-Synthese, wenn Z in den Matrizenstrang
eingebaut war oder als Desoxynucleosidtriphosphat verfiig-
bar war (Abbildung 8, 9). AuBerdem werden F und Z, wenn
sie einander gegeniiber liegen, trotz des unbestreitbaren
Fehlens von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Basen gut repliziert. Interessant ist auch, dass Z gegeniiber
von einem anderen Z-Rest nicht so gut eingebaut wird. Damit
hat man hier ein Beispiel fiir Selektivitdt ohne Wasserstoff-
briickenbindungen. So schlossen wir, dass eine effiziente
Synthese von Basenpaaren durch diese Polymerase nicht von
den Watson-Crick-Wasserstoffbriickenbindungen abhiingt.['!"]
Auch sterische Effekte allein (ebenfalls ohne Wasserstoff-
briickenbindungen) kénnen zu einer signifikanten Paarungs-
selektivitdt fithren. Wichtig ist, dass die beobachtete Selek-
tivitdt bei den Analoga F und Z bei Verwendung des Klenow-
Fragments viel hoher ist als die sehr niedrige oder fehlende
Paarungsselektivitit ohne Enzym.* Es scheint also, dass das
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Abbildung 8. Histogramm zur Zuverldssigkeit des Nucleotideinbaus ge-
geniiber von A und dem Isoster Z in den Primer-Matrizenstrang, der in
Abbildung 5al''"l dargestellt ist.
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Abbildung 9. Histogramm zur Zuverldssigkeit des Nucleotideinbaus ge-
geniiber von den Isosteren Z und F in den Primer-Matrizenstrang, der in
Abbildung 5al''"l dargestellt ist.

Enzym ein aktives Zentrum aufweist, dessen Geometrie sich
stark nach de Watson-Crick-Duplex-DNA richtet und das die
Flexibilitdt von DNA-Riickgrat und Basen stark einschréankt.

Nach unseren Untersuchungen mit den Analoga F und Z
unterscheiden sich die beiden Glieder des Paares in einer
Hinsicht stark von den natiirlichen Basen T und A: Uns fiel
auf, dass dFTP auch gegeniiber einem anderen F-Rest im
Matrizenstrang recht effizient eingebaut wird (Abbil-
dung 9).[1'5 1"7] Demgegeniiber wird das analoge natiirliche
Paar T-T 900-mal weniger gut vom Klenow-Fragment syn-
thetisiert. Mogliche Griinde fiir diesen Unterschied werden in
Abschnitt 5.7 diskutiert.

5.5. Andere in ihrer Fahigkeit zur Bildung von
Wasserstoffbriickenbindungen beeintrichtigte Nucleotide

Die Aktivitit von DNA-Polymerasen bei der Umsetzung
anderer in ihrer Fahigkeit zur Bildung von Wasserstoffbrii-
ckenbindungen beeintrachtigter Nucleotide ist kiirzlich in
einem Ubersichtsartikel dargestellt worden,!'8! weshalb wir
die Daten hier nur kurz diskutieren werden. Vor den Arbeiten
mit Difluortoluol- und Benzimidazolanaloga wurden keine
Polymeraseuntersuchungen mit Nucleotidanaloga durchge-
fiithrt, denen die Fihigkeit zur Bildung von Wasserstoffbrii-
ckenbindungen vollstindig fehlte. Die Ethenoadenin- und
Ethenoguanindesoxynucleosid-Addukte 33 bzw. 34 sind von
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moglichem Interesse (Schema 9), aber ¢éG 34 kann potentiell
noch immer eine Watson-Crick-Wasserstoffbriickenbindung
bilden,!'" und A kann wasserstoffbriickengebundene Kom-
plexe bilden, indem es eine syn-Glycosid-Orientierung ein-
nimmt.['?" Letztendlich stammen die einzigen iiberzeugenden
Ergebnisse fiir den Fall ohne Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Basen aus der vorher erwdhnten Arbeit mit

Y
Woo N

33 34

Schema 9. Strukturen von 1,6-N-Ethenodesoxyadenosin 33 und 1,2-N-
Ethenoguanin 34, die bei der Alkylierung von dA und dG mit Vinylchlorid
entstehen.

abasischen Stellen in der DNAP>%I und den beschriebenen
unpolaren Analoga. Interessanterweise gibt es eine Arbeit
aus dem Jahr 1973, in der die Untersuchung von Benzimida-
zoldesoxynucleosid, das innerhalb von Zellen in die DNA
eingebaut wurde, beschrieben ist.I'?!] Es wurden keine Unter-
suchungen mit einer gereinigten Polymerase oder mit einer
isolierten DNA-Sequenz durchgefiihrt, weshalb fiir dieses
Analogon keine quantitativen Daten verfiigbar sind. In einer
anderen interessanten Arbeit aus dem Jahr 1984 wird der
Einbau von Benzoldesoxynucleosid in synthetische DNA
beschrieben.[®] Mit Polymerasen wurden keine Untersuchun-
gen durchgefiihrt. Die Autoren berichteten aber, dass das
Analogon sehr instabile Paare mit natiirlichen Basen bildete,
schrieben dies allerdings den schlechten Basenstapeleigen-
schaften zu; wie wir heute wissen, ist diese Erkldarung
unzutreffend.””

5.6. Diskussion moglicher Erklirungen

Die Arbeit mit den Analoga dF und dZ wirft eine wichtige
und provokante Frage auf: Stimmt es, dass die Watson-Crick-
Wasserstoffbriickenbindungen fiir eine effiziente und spezi-
fische Replikation der DNA-Basenpaare vollkommen ent-
behrlich sind? Bevor dieser Schluss mit hinreichender Sicher-
heit gezogen werden kann, miissen wir alternative Erklarun-
gen priifen, die mit unseren Ergebnissen iibereinstimmen.
Eine mogliche Erklidrung, die es zu betrachten gilt, ist, dass
das Analogon F korrekt funktioniert, weil es in Wirklichkeit
doch effiziente Wasserstoffbriickenbindungen mit A ein-
geht.PU Es scheint allerdings klar zu sein, dass dies nicht der
Fall ist: 1) Wir finden keinen messbaren Komplex zwischen
Difluortoluol und Adenin, nicht einmal in einem Losungs-
mittel, das eine solche Bindung stark begiinstigt.*! 2) dF ist
duBerst hydrophob, wihrend dT deutlich hydrophil ist. 3) F
zeigt keine Tendenz, mit A eine Paarung einzugehen, nicht
einmal, wenn beide in gegeniiberliegende Positionen einer
DNA-Helix gezwungen werden. 4) F weist bei der Paarung
mit A keine messbare Selektivitdt auf, Thymin dagegen eine
Selektivitdt von 3 -4 kcalmol! in der gleichen DNA-Umge-
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bung. 5) Obwohl Rechnungen auf eine geschwichte Wasser-
stoffbriickenbindung zwischen F und A in der Gasphase
hindeuten,®> ¥ scheinen sich die meisten Theoretiker dahin-
gehend einig zu sein, dass es in Wasser bei weitem nicht
geniigend giinstige Wechselwirkungen gibt, um mit unseren
Ergebnissen iibereinzustimmen.>341221 - 6) Wasserstoffbrii-
ckenbindungen lassen sich in Fillen wie dem Paar F und Z,
das immer noch relativ effizient vom Enzym gebildet wird,
sicher ausschlieBen.

Eine zweite Erkldrung, warum gegeniiber von F bevorzugt
Adenin eingebaut wird, geht von der gegenteiligen Annahme
aus, dass F unpolar ist und keine Wasserstoffbriickenbindun-
gen eingeht. Man konnte argumentieren, dass F eine andere
nichtinstruktive Lésion der DNA ist, analog zu abasischen
Stellen. Doch auch das scheint durch die Experimente nicht
belegbar zu sein. Zum einen beobachtet man eine lange
Pause, wenn A gegeniiber von abasischen Stellen inseriert
wird, wihrend keine solche Pause auftritt, wenn A gegeniiber
von F eingebaut wird.['"*l Zum anderen ist die Insertion von A
gegeniiber von F um zwei GroBenordnungen effizienter als
die Insertion gegeniiber von abasischen Stellen und die
Spezifitit des Einbaus gegeniiber von F ist um zwei GroBen-
ordnungen hoher. In dieser Hinsicht verhalt sich F eindeutig
nicht wie die anderen nichtinstruktiven DNA-Lé&sionen. Das
wahrscheinlich iiberzeugendste Ergebnis erhdlt man aller-
dings, wenn das F-A-Paar umgedreht wird.'S] Aus den
vorliegenden Daten ergibt sich, dass F sehr gut gegeniiber
von A eingebaut werden kann, und auch hier erfolgt der
Einbau mit hoher Spezifitit. In diesem Fall wird kein Adenin
eingebaut, sodass die A-Regel nicht herangezogen werden
kann. Aus diesen Griinden ist auch die zweite Erkldrung nicht
schliissig.

Die letzte alternative Erkldrung, die es zu betrachten gilt,
ist, dass Solvatationseffekte die enzymatische Paarbildung
zwischen F und A (in beiden Richtungen) begiinstigen
konnten. Tatsédchlich scheint Rechnungen zufolge die Wat-
son-Crick-Kante von Adenin weniger stark solvatisiert zu sein
als analoge Teile anderer DNA-Basen.™ Aus diesem Grund
konnte weniger Energie notwendig sein, um F mit A
enzymatisch zu paaren als F mit T, C oder G. Wenn diese
Erkldrung korrekt wire, warum kommt es dann aber nicht
auch in Abwesenheit von Enzymen zur selektiven Paarung
zwischen F und A? AuBlerdem baut die Polymerase bei der
Untersuchung des Analogons Z im Matrizenstrang selektiv T
ein,[''” obwohl diese Base zu den am stirksten solvatisierten
der vier Basen gehort.¥ Daraus folgt, dass die meisten
verfiigbaren Daten diesen Solvatationseffekt als die wichtig-
ste Komponente anstelle der sterischen Effekte nicht stiitzen.
In jedem Fall ist wahrscheinlich der beste Weg, solche Effekte
auszuschlieBen, Paare zu suchen, bei denen keiner der Partner
stark solvatisierte Wasserstoffbriickenbindungen bildende
Gruppen trigt. Unseren Versuchen zufolge wird das Paar F
und Z tatsdchlich mit guter Effizienz und mit nennenswerter
Selektivitit gebildet (die Ergebnisse wurden in Abschnitt 5.4
diskutiert).

Daher fithlen wir uns insgesamt recht sicher bei der
Feststellung, dass Wasserstoffbriickenbindungen nicht not-
wendig sind, um eine hocheffiziente Synthese von Basenpaa-
ren sicherzustellen, und dass ein nennenswertes Mall an

Angew. Chem. 2000, 112, 1046 -1068

Selektivitdt auch bei vollstindigem Fehlen solcher Bindungen
erreicht werden kann. Es ist aber wichtig festzuhalten, dass
die Replikation von Z als Gegenstiick zu F nicht ganz so
effektiv verlduft wie die eines natiirlichen Basenpaars und
dass der fehlerhafte Einbau von Z gegeniiber von Z stirker
begiinstigt ist als der analoge Fehler A gegeniiber von A.['!7]
Daher lésst sich ein kleinerer giinstiger Einfluss der Wasser-
stoffbriickenbindungen auf die Effizienz und vor allem die
Spezifitét nicht ausschlieBen.

5.7. Das Modell des sterischen Ausschlusses fiir die DNA -
Replikation

Die in Abschnitt 5.6 beschriebenen Ergebnisse veranlass-
ten uns, ein Modell fiir die Replikation von DNA-Basen-
paaren vorzuschlagen, das nicht von den Watson-Crick-
Wasserstoffbriickenbindungen zur Erkldrung von Effizienz
und Selektivitdt abhéngt. Nach dem sterischen Ausschluss-
modelll"® ist das aktive Zentrum der Polymerase relativ starr
und weist eine Bindungstasche von spezifischer Grofe und
Form auf. Diese Tasche im aktiven Zentrum hat vier mogliche
Formen, da sie durch die Struktur der Polymerase und der
Matrizenbase unmittelbar unterhalb des Primers (down-
stream) definiert wird. Das neu hinzukommende Nucleotid
wird durch die Bindung des Triphosphatrestes und durch die
exakte Passform der DNA-Base in geeigneter Position fiir die
Polymerisation (Bildung der Phosphodiesterbindung) fixiert.
Die Krifte, die die Bindung des Nucleosidtriphosphates im
Ubergangszustand unterstiitzen, sind die Bindung von Tri-
phosphat und Zucker und die Stapelung der Base mit der
Base am 3’-Ende des Primers. In dem einfachen sterischen
Ausschlussmodell tragen die Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den beiden Basen nicht viel zur Stabilisierungs-
energie des Ubergangszustandes bei. Das liegt daran, dass
sowohl die Matrizenbase als auch die neue Nucleotidbase
bereits vor der Reaktion Wasserstoffbriickenbindungen zu
Wassermolekiilen gebildet haben, sodass wenig Stabilisie-
rungsenergie dadurch gewonnen werden kann, dass diese
gegen Watson-Crick-Wasserstoffbriickenbindungen ausge-
tauscht werden.

Wie wird nun die Zuverldssigkeit der DNA-Synthese nach
dem sterischen Ausschlussmodell erkldrt — also die hohe
Selektivitit bei der Auswahl des korrekten Nucleotids fiir den
Einbau in die DNA anstelle der anderen drei? Auch wenn das
Modell nicht ausschlieBt, dass auch andere Faktoren wie
Watson-Crick-Wasserstoffbriickenbindungen zusétzliche Bei-
trage leisten, lohnt es sich zu iiberlegen, wie sterische Effekte
allein eine hohe Selektivitit sichern konnen. Es ist klar, dass
die Annahme eines starren aktiven Zentrums, das eine
genaue Passform der Duplex-DNA bildet,? 123-1311 gleichzei-
tig eine Erklarung dafiir liefert, warum Purine nicht félschli-
cherweise gegeniiber von Purinen eingebaut werden: Sie sind
schlicht zu gro3, um gemeinsam in das aktive Zentrum zu
passen (Abbildung 10). AuBerdem kann man das Argument
des sterischen Ausschlusses heranziehen, um zu erklédren,
warum Purin-Pyrimidin-Fehlpaarungen (G-T und A-C) nicht
leicht synthetisiert werden. Wenn man versucht, ihnen eine
Standard-Basenpaargeometrie aufzuzwingen, kommt es zur

1061



AUFSATZE

E. T. Kool et al.

Desoxyribose

N

Desoxyribose
Fall 1: Pyr-Pur-Komplementar-Paar

H H
N—H H—N N
AN
Voo ;\\
N N N
N\< \:N D;oxyribose
/ 0 N

Fall 2: Pyr-Pur-Fehlpaarung

Desoxyribose

NN N \\
/<N/N;NN\:\§/\;N\\\

Desoxyribose \

Desoxyribose

Fall 3: Pur-Pur-Fehlpaarung

b \Z
/N o 0 Déoxyribose \

Desoxyribose

Fall 4: Pyr-Pyr-Fehlpaarung

Abbildung 10. Darstellung sterischer Kollisionen, die Fehlpaarungen im aktiven
Zentrum der Polymerase in mindestens drei von vier Kombinationsméglichkeiten
ausschlieBen konnten. Die DNA-bindende Spalte in der Polymerase umfasst die
Matrize sehr eng und ldsst im aktiven Zentrum nur eine Aussparung fiir das

Triphosphat, die durch die Polymerase und die Matrizenbase bestimmt wird.
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sterischen Uberlappung von zwei Protonen in jedem
der beiden Paare. Wird auflerdem noch eine wobble-
Geometrie eingenommen, kommt es im aktiven Zen-
trum wiederum zu einer sterischen Kollision zwischen
dem Protein und dem Basenpaar. Fiir diese Art von
Fehlpaarungen wird ein einfaches sterisches Aus-
schlussargument den Daten gut gerecht.

An einer Stelle scheint dieses einfache Modell
allerdings zu kurz zu greifen: Wie ldsst sich erkldren,
warum die sterisch kleinen Pyrimidine nicht gegen-
iiber von anderen Pyrimidinen falsch eingebaut wer-
den? Sicherlich bedarf die geringe Héufigkeit solcher
Fehlpaarungen!'® einer Erklidrung und sterische Ef-
fekte, wie sie zu Beginn dieses Abschnitts beschrieben
wurden, wiren dafiir nicht tragfihig, denn zwei
Pyrimidinreste konnen leicht in den Raum eingepasst
werden, der normalerweise von einem Pyrimidin-
Purin-Paar eingenommen wird. Vermutlich muss man
die eng gebundenen Losungsmittelmolekiile mit in
Betracht ziehen, die fest mit den polaren Gruppen der
DNA-Basen assoziiert sind. Jede dieser Gruppen ist
iiber Wasserstoffbriickenbindungen mit mindestens
einem Wassermolekiil verbunden. Eine solche Was-
serstoffbriickenbindung hat eine Stirke von 6-
7 kcalmol ! (Gasphasenenthalpie).['> 1% Zwar tauscht
ein solches Wassermolekiil mit anderen in Losung
schnell aus, geht aber wegen des Energieaufwandes
fiir den Bindungsbruch nahezu nie verloren. Letzt-
endlich wird ein solvatisierendes Wassermolekiil in
wissriger Losung nur dann freigesetzt, wenn es unter
Bildung einer anderen komplementéren, energetisch
gleichwertigen Wasserstoffbriickenbindung ausge-
tauscht wird.

Wir sind der Auffassung, dass die fest gebundenen
Wassermolekiile aus der Solvathiille entlang der
Watson-Crick-Paarungskante  einer  natiirlichen
DNA-Base dazu dienen, die Base sterisch groBer zu
machen als wir sie im Allgemeinen zeichnen (Abbil-
dung 11). Daher sind Pyrimidine (genau genommen
alle Basen) groBer als wir sie uns iiblicherweise
vorstellen, und dieser zusétzliche sterische Anspruch
kann wichtige energetische Einfliisse auf den Uber-
gangszustand der DNA-Polymerisation haben. Daher
glauben wir, dass Pyrimidine gegeniiber von Pyrimi-
dinresten nicht falsch eingebaut werden, weil sie zu
groB3 sind. Sie werden die Wassermolekiile nicht
abgeben (sodass die klein genug wiren, um zu passen),
weil sie sie nicht unter Bildung energetisch gleich-
wertiger Wasserstoffbriickenbindungen austauschen
konnen.

Gibt es fiir den sterischen Effekt des Wassers in der
Hydrathiille experimentelle Befunde? Wir beschrei-
ben hier die Ergebnisse zweier experimenteller Unter-
suchungen, einer mit Polymerasen sowie einer an-
deren mit kleinen Molekiilen. Als erstes betrachten
wir die klassische Messung der sterischen Grof3e einer
funktionellen Gruppe in der Organischen Chemie: die
Grofle A, die fiir substituierte Cyclohexane gemessen
wird. A reprédsentiert das Ausmafl der sterischen
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Abbildung 11. Schematische Darstellung moglicher Geometrien solvati-
sierender Wassermolekiile an den vier DNA-Basen. Dariiber hinaus ist die
abgeschitzte GroBe der van-der-Waals-Oberfldche einer solvatisierten
Pyrimidin- und Purinbase dargestellt, woran deutlich wird, wie stark die
DNA-Basen durch die Solvatation in Wasser vergrofert werden. Eine
solvatisierte Pyrimidinbase kann zwei Drittel der GroBe eines ganzen
Basenpaares ausmachen!

Kollisionen mit axialen Protonen, und es wurde vor einiger
Zeit erkannt, dass sich fiir polare Gruppen in protischen
Losungsmitteln groBere Werte ergeben als in aprotischen.['3]
So hat die Hydroxygruppe von Cyclohexanol einen A-Wert
von 0.52 in einem aprotischen und von 0.87 in einem
protischen Losungsmittel. Ein dhnlicher Trend lédsst sich fiir
die Aminogruppe von Cyclohexamin aufzeigen, die einen A-
Wert von 1.2 in einem aprotischen und von 1.6 in einem
protischen Losungsmittel hat.

In der zweiten Untersuchung mit unseren unpolaren
Isosteren wurden Hinweise erhalten, die den Einfluss des
solvatisierenden Wassers auf die sterische GroB3e der DNA-
Basen stiitzen. Wie bereits erwidhnt beobachten wir, dass
Difluortoluol gegeniiber von einem weiteren Difluortoluol-
rest 900-mal besser eingebaut wird als T gegeniiber von einem
weiteren T-Rest.'"™ Wir fiihren die einfache Synthese des
Basenpaares F —F auf die Tatsache zuriick, dass F klein genug
ist, um gegeniiber von einem weiteren F-Rest eingefiigt zu
werden. Im Unterschied dazu ist T mit seiner Hydrathiille zu
grof3, um gegeniiber von einem anderen T-Rest (der ebenfalls
solvatisiert ist) eingepasst zu werden.

Angew. Chem. 2000, 112, 1046 -1068

Die ,,Puzzle-Vorhersage*

Das sterische Ausschlussmodell fiir die Aktivitdat der DNA-
Polymerase ermoglicht einige Voraussagen, die mit neuen
Experimenten iiberpriift werden konnten.''! Erstens sagt es
voraus, dass Basenpaare zwischen unpolaren, keine Wasser-
stoffbriicken bildenden Resten im Allgemeinen repliziert
werden konnen, solange sie sich sterisch in die Doppelhelix
einpassen lassen. Hauptfaktoren fiir die Effizienz sind die
Vermeidung sterischer Kollisionen und die Fihigkeit zur
Stapelbildung. Zweitens lédsst sich zumindest ein gewisses
MaB an Selektivitit zwischen verschiedenen, keine Wasser-
stoffbriicken bildenden Basen durch sorgfiltige Auswahl
ihrer molekularen Gestalt erreichen. Wenn ein selektives
Paar, das keine Paarungen mit sich selbst eingeht (wie bei F),
das Ziel ist, muss eine sich selbst ausschlieBende Form Teil des
Designs sein. Ein erfolgreiches Basenpaar sieht also aus wie
zwei benachbarte Stiicke eines Puzzles. SchlieBlich sagt die
Formausschluss-Hypothese voraus, dass Purin- und Pyrimi-
dinformen keine Voraussetzung fiir eine effiziente Synthese
sind; jeder flache aromatische Rest sollte akzeptabel sein,
solange das Paar geometrisch in die Struktur des DNA-
Duplex passt.

5.8. Der Entwurf von Basenpaaren der zweiten
Generation

Abbildung 12 zeigt die Strukturen eines neuen Basenpaars,
mit dem einige der oben aufgefiihrten Vorhersagen getestet
werden sollen. Dieses Paar, P-¢, ist ein recht extremes
Beispiel, um das Konzept zu testen, dass Pyrimidin- und

Abbildung 12. Raumfiillendes Modell einer Pyren-,,Base“ gegeniiber von
einer abasischen Stelle in einem DNA-Duplex in der B-Form. Zu
Vergleichszwecken ist dem Modell ein Watson-Crick-A-T-Basenpaar
iiberlagert.

Purinformen nicht unbedingt fiir die Polymeraseaktivitét
benotigt werden. Das Paar besteht aus einem Pyrendes-
oxynucleosid (26) und einem abasischen Nucleosid (32). In
diesem Paar ist ein Partner sterisch moglichst klein (die
»Base“ ist ein Proton) und der andere ist moglichst grof3, denn
er fiillt die Liicke, die entsteht, wenn die gegeniiberliegende
Base entfernt wird. Das neue Verbindungspaar wurde zu-
néchst ohne Enzymel’” und danach als Substrat fiir die DNA-
Synthese mit Polymerasen getestet.!'4]

In Tabelle 5 sind die Daten der Paarungseigenschaften von
Pyren mit dem abasischen Nucleosid in einem DNA-Duplex
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Tabelle 5. Freie Energien und Schmelztemperaturen von DNA-Duplexen,
die Pyren und abasische Stellen enthalten.

Basenpaar X-Yl T, [°C]™ AT, [°C] — AGY; [kcalmol ']t
T-A 43.2 - 12.6
P-A 38.7 4.5 10.8
P-C 37.6 5.6 10.5
P-T 36.4 6.8 9.6
P-G 38.2 5.0 10.7
P-¢ 41.0 22 11.6
P-P 429 0.3 11.8
d-A 22.0 21.2 7.0
¢-C 20.9 22.3 6.7
¢-T 18.0 252 6.2
¢-G 23.1 20.1 72

[a] Gemessen in der Sequenz d(CTTTTCXTTCTT)-d(AAGAAY-
GAAAAG) in einem Puffer, der 100 mm NaCl, 10 mm MgCl, und 10 mm
Na-PIPES enthilt (pH 7.0). DNA-Konzentration: 5.0 um. Die Fehlerbreite
von T,, betrigt +5%. [b] Daten von Matray und Kool.””! [c] Die Werte
wurden aus Ausgleichskurven von mindestens fiinf Denaturierungsversu-
chen erhalten.

ohne Enzyme gezeigt.” Interessanterweise wirkt das ,,Paar
aus Pyren und einem abasischen Nucleosid fast so stabilisie-
rend wie ein A-T-Paar in der gleichen Sequenz. Dies iiber-
rascht, denn abasische Stellen destabilisieren die DNA
iiblicherweise, wenn sie mit einer natiirlichen Base ,,gepaart®
werdenl®! (siehe Beispiele in Tabelle 5). Als Resultat der P-¢-
Stabilitdt ergibt sich eine hohe Selektivitdt der abasischen
Stelle fiir eine Paarung mit Pyren gegeniiber der mit natiir-
lichen Basen. Allerdings weist Pyren nur eine geringe Bevor-
zugung fiir eine Paarung mit ¢ anstelle der natiirlichen Basen
auf. Wir nehmen an, dass im letzteren Fall Pyren zwischen die
Basen des gegeniiberliegenden Stranges interkaliert ist
(Strukturuntersuchungen zu dieser Frage sind gerade im
Gange).

Dann untersuchten wir die schwierigeren Fragen: Wiirde
das ungewohnlich grof3e, keine Wasserstoffbriickenbindungen
bildende Pyren-Nucleotid ein Substrat fiir DNA-Polymerasen
sein konnen? Wiirde die abasische Stelle als funktionelle
Matrize wirken? Und wire die Effizienz hoch oder niedrig?
Wiirde tiberhaupt Selektivitit beobachtet werden konnen, da
es keine Wasserstoffbriickenbindungen in dem Paar gibt? Um
diese Fragen zu untersuchen, synthetisierten wir das Des-
oxynucleosid-5'-triphosphat von P (dPTP) und DNA-Matri-
zenstrange, die das abasische Analogon ¢ enthielten. Als
Polymerasen benutzten wir die Klenow-DNA-Polymerase
und die T7-DNA-Polymerase.

Uberraschenderweise ist dPTP tatséchlich ein Substrat fiir
DNA-Polymerasen (Abbildung 13).134 Noch iiberraschender
ist, dass es ein sehr gutes Substrat ist, dessen Effizienz an die
der natiirlichen Basenpaare heranreicht, und ein sehr selek-
tives, das viel effizienter gegeniiber von ¢ eingebaut wird als
gegeniiber von natiirlichen Basen oder einem anderen Pyren
(Abbildung 14). Wieder zwingt die Polymerase der Pyrenbase
Eigenschaften auf, die diese in der DNA ohne Enzym nicht
aufweist.

Die klaren Schlussfolgerungen aus dieser Arbeit sind:
1) Wasserstoffbriickenbindungen sind nicht nétig, um die sehr
hohe Effizienz bei der Synthese von Basenpaaren zu errei-
chen. 2) Eine signifikante Selektivitit kann ohne Wasser-
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Abbildung 13. a) Struktur von dPTP, einem effizienten Substrat fiir DNA-
Polymerasen. b) Autoradiogramm, das den Einbau einer der vier natiir-
lichen Nucleotide gegeniiber von dPTP oder einer abasischen Stelle zeigt.
Sequenzen siche Abbildung 5a.l3

a) 10000000 ~ A
G
10000004 O c
‘ o
100000 — abasische
Stelle
EfvmaxKn |
10000
1000
dPTP
10000000 —
» dATP
1000000 - dGTP
7 dCTP
1 100000 W drTP
dPTP
E/UmaxK;]I 10000
1000

100

abasische Stelle

Abbildung 14. Histogramme, die die Effizienz des dPTP-Einbaus im
Gleichgewicht zeigen. a) Histogramm zur Selektivitidt des Einbaus von
dPTP, das zeigt, dass der bevorzugte Einbau gegeniiber von einer a-
basischen Stelle erfolgt und nicht gegeniiber von einer der vier natiirlichen
Basen oder Pyren selbst.**] b) Histogramm zur Zuverlissigkeit des
Einbaus der vier natiirlichen Nucleotide und von dPTP in die Primer-
Matrize aus Abbildung 5a, in der X die abasische Stelle markiert.['*!]

stoffbriickenbindungen erzielt werden. Im vorliegenden Fall
ergibt sich die Selektivitidt allein aus sterischen Effekten.
3) Andere Basenstrukturen als purin- oder pyrimidindhnliche
konnen ebenfalls sehr effektive Substrate sein, solange sie
sterisch mit einem geeigneten Partner zusammenpassen. Dies
ist ein gutes Omen fiir den Entwurf neuer Basenpaare in der
Zukunft.

Es sollte betont werden, dass das P-¢-Paar sich mindestens
in einer wichtigen Hinsicht von einem natiirlichen Basenpaar
unterscheidet. Nach dem Einbau des Pyrenrestes wird die
DNA-Synthese angehalten, der Strang wird nicht weiter
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verldngert.['3* Es ist noch unklar, wieso dies geschieht, aber es
konnte an den Eigenschaften der abasischen Stelle liegen. So
verlauft die Verlingerung des DNA-Stranges mit einem
abasischen Rest ebenfalls sehr schlecht, sogar dann, wenn
eine natiirliche Base (Adenin) im Gegenstrang eingebaut
wird.'®] In der Untersuchung mit Pyren nutzten wir diesen
Kettenabbruch nach dem Pyreneinbau, indem wir es als
DNA-Sequenzierungsreagens benutzten, um abasische Stel-
len in der DNA nachzuweisen.

5.9. Andere Polymerase-Effekte

Die in diesem Aufsatz beschriebenen Ergebnisse stiitzen
die Auffassung, dass die Watson-Crick-Wasserstoffbriicken-
bindungen fiir die DNA-Replikation nicht essentiell sind,
zumindest nicht fiir ein isoliertes Basenpaar. In gewisser
Weise ist dies sinnvoll, weil diese Bindungen sich im Inneren
der DNA-Helix befinden, sodass ihr Vorhandensein oder ihr
Fehlen vom Enzym anhand der Struktur nicht leicht auf-
gespiirt werden kann. Wie kiirzlich durchgefiihrte Rontgen-
strukturanalysen ergaben, machen sich Polymerasen Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen dem Protein und der DNA
zunutze [ 128129 BL 136l Djese Wechselwirkungen bestehen
zwischen Seitenketten des Proteins, die als Wasserstoffbrii-
ckenbindungs-Donoren wirken, und Acceptorgruppen in
der kleinen Furche der DNA (,,minor groove binding
track*).[137]

Dies kann zur Erkldrung beitragen, warum manche unpo-
lare Basenanaloga wie das Benzimidazolanalogon Z gut
eingebaut werden, dann aber die weitere Kettenverldngerung
erheblich hemmen.[''] Wir schlugen vor, dass bei der Ver-
schiebung von Z innerhalb des aktiven Zentrums (die er-
forderlich ist, um das nidchste Nucleotid einzubauen) die
Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Donor im aktiven
Zentrum und der vorhergehenden Base gebrochen wird.
Dadurch wird die Base desolvatisiert, was energetisch recht
aufwindig ist und dazu fiihrt, dass das Enzym abdissoziiert.
Wir bewiesen dies, indem wir ein neues Analogon, Q,
synthetisierten, das die gleiche Struktur wie Z hat (und wie
diese Verbindung ebenfalls keine Watson-Crick-Wasserstoff-
briicken bildende Gruppen aufweist), aber ein Stickstoffatom
enthilt, das zur kleinen Furche hin weist (Schema 10). Diese
modifizierte Base ist sowohl fiir die Insertion als auch fiir die
weitere Kettenelongation ein sehr gutes Substrat (Abbil-
dung 15).01381

CHg CHs

HO

HO z HO Q
Schema 10. Struktur des unpolaren Isosters Q und zum Vergleich des
vorher beschriebenen unpolaren Isosters Z. Die beiden Analoga wurden
benutzt, um die Wechselwirkungen zwischen DNA und Polymerasen in der
kleinen Furche der Helix zu untersuchen.
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Abbildung 15. Autoradiogramm, das die Wechselwirkungen in der kleinen
Furche bei der Strangverlingerung mit normalen und modifizierten
Basenpaaren zeigt.'*® Zu beachten ist die hohere Effizienz der Primer-
Verldngerung mit Q (Spuren 15-18) verglichen mit der mit Z (Spuren 9—
12).

6. Schlussfolgerungen

In Abwesenheit von Enzymen scheinen Wasserstoffbrii-
ckenbindungen einen nennenswerten Beitrag zur Stabilisie-
rung existierender DNA-Helices zu leisten und auch die
Paarungsspezifitdt zu erhhen. Daneben scheint aber auch die
Basenstapelung ein sehr wichtiger Faktor zur Stabilisierung
der Doppelhelix zu sein, sogar fiir natiirliche DNA-Basen, die
im Vergleich mit anderen, weniger polaren Molekiilen relativ
schwache Stapelwechselwirkungen eingehen.

Andererseits sind Watson-Crick-Wasserstoffbriickenbin-
dungen bei der DNA-Replikation nicht notwendig, um ein
Basenpaar mit hoher Effizienz zu replizieren. AuBlerdem
kann eine signifikante Selektivitit auch durch sterische
Effekte allein erreicht werden. Es muss aber noch tiberpriift
werden, ob sterische Effekte in Abwesenheit von Wasser-
stoffbriickenbindungen den sehr hohen Grad an Zuverlédssig-
keit sicherstellen konnen, den man bei den iiblichen tiber
Wasserstoffbriickenbindungen gebundenen Basenpaaren fin-
det. Dennoch muss man unbedingt grole Aufmerksamkeit
auf sterische und geometrische Faktoren in der DNA richten,
wenn man verstehen will, wie Basenpaare repliziert werden
und wenn man neue replizierbare Basenpaare entwerfen
will.

Auflerdem ist klar geworden, dass Polymerasen der DNA
enge geometrische Einschriankungen aufzwingen, auch iiber
das hinaus, was bereits an Einschrankungen durch das DNA-
Riickgrat besteht. Daher korreliert die Stabilitdt der Basen-
paare in Abwesenheit von Enzymen kaum mit der Replizier-
barkeit durch ein Enzym. Dies bedeutet, dass sogar Basen-
paare, die in der DNA allein instabil und unselektiv sind, von
einem Enzym mit hoher Spezifitit und Effizienz gebildet
werden konnen.
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7. Kiinftige Arbeiten

Es bleibt noch viel Arbeit auf diesem Gebiet zu tun. Die
Synthese neuer Analoga ist erforderlich, um die Effekte
subtiler Anderungen der Molekiilgestalt auf die Selektivitit
bei der Basenpaar-Synthese zu testen. Auflerdem konnte
durch Untersuchungen mit einer gro3eren Zahl von Poly-
merasen die Allgemeingiiltigkeit der beobachteten Effekte
iberpriift werden. Tests mit anderen Polymeraseklassen wie
RNA-Polymerasen und reversen Transkriptasen wiren eben-
falls von Interesse.

Diese Analoga konnten auch bei der Untersuchung an-
derer Aktivitdten von Polymerasen wertvoll sein. So unter-
scheidet sich die Verldngerung von Basenpaaren vom
Einbau von Basenpaaren und verldauft iiber andere
Wechselwirkungen mit dem Enzym. AuBlerdem konnte das
Korrekturlesen (Korrektur von Fehlpaarungen) der Polyme-
rasen untersucht werden. In diesem Fall kann eine
dhnliche Fragestellung angegangen werden: Wird die Ge-
schwindigkeit, mit der ein Basenpaar durch den Korrektur-
apparat der Polymerase entfernt wird, von den Wasserstoff-
briickenbindung oder von der Gestalt der Basenpaare be-
stimmt ?[139. 140]

Auch andere Wechselwirkungen zwischen Proteinen und
DNA sind von Interesse. Da das Difluortoluol-Adenin-
Paar die DNA nicht verzerrt,”® konnte das Analogon
sehr niitzlich sein, um die Bedeutung der Wasserstoffbrii-
ckenbindungen und der Solvatation fiir die Erkennung der
DNA-Struktur durch das Protein auszuloten. Daneben konn-
te es als Struktursonde fiir NMR-spektroskopische Messun-
gen dienen: Das Analogon F enthélt zwei Fluorsubstituenten,
von denen jedes im Zentrum einer der DNA-Furchen
liegt, und ist daher eine niitzliche '"F-Sonde fiir NOE-
Messungen. ]

Weiterhin werden auch die DNA-Reparaturmechanismen
derzeit intensiv untersucht. Beispielsweise entfernen die
Reparaturenzyme, die Basen ausschneiden, fehlgepaarte
DNA-Basen, indem sie sie aus der Helix herausdrehen und
die C-N-Glycosidbindung hydrolysieren.'*] Analoga wie F
konnten von solchen Enzymen nicht hydrolysiert werden und
konnten daher als spezifische Inhibitoren in synthetischen
DNA-Substratsequenzen dienen.

Neben der Nutzung solcher Analoga als biochemische
Werkzeuge fiir die Untersuchung von Mechanismen und
Strukturen sehen wir eine Reihe potentiell niitzlicher prak-
tischer biomedizinischer Anwendungen. Analoga wie das
Pyrennucleosid P konnten eine Helix durch ihre Fihigkeit zu
einer widerstandsfdhigen Basenstapelung stark stabilisie-
ren.” Die Hybridisierung wird vielfach in genomischen
High-Throuput-Strategien benutzt.

Wir sind allen ehemaligen und jetzigen Mitarbeitern unserer
Arbeitsgruppe, die zu den hier vorgestellten Forschungsergeb-
nissen beigetragen haben, zu Dank verpflichtet. Besonders
erwihnen mochten wir Dr. Barbara Schweitzer, Dr. Sean
Moran, Dr. Dongyu Liu, Dr. Tracy Matray, Dr. Rex Ren, Dr.
Narayan Chaudhuri und Robin Carroll. Die Arbeit wurde von
den National Institutes of Health (GM52965) gefordert. J.C.M.
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