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Die Methylierung von DNA ist ein wichtiger
biologischer Prozess, der sehr unterschiedli-
che zellul�re Funktionen steuert, z.B. den
Schutz vor endogenen Restriktionsendonuc-
leasen, die Richtung der Basenfehlpaarungs-
Reparatur sowie die Regulation von Gen-
expression und DNA-Replikation.[1] Die
DNA-Methylierung wird von DNA-Methyl-
transferasen (MTasen) katalysiert. Diese
binden an spezifische DNA-Sequenzen und
-bertragen eine Methylgruppe von S-Ade-
nosyl-l-methionin auf die exocyclischen
Aminogruppen von Adenin oder Cytosin
oder die C5-Position von Cytosin.[2] Beson-
ders interessant ist, dass zur Methylierungs-
reaktion das Zielnucleotid vollst�ndig aus

der DNA-Helix rotiert wird.[3] F-r diesen Prozess muss das
Brechen der Watson-Crick-Wasserstoffbr-cken und das Auf-
heben der Basenstapelwechselwirkungen in Kauf genommen

werden. Der erforderliche Energieaufwand wird vorwiegend
durch spezifische Bindung der Zielbase im aktiven Zentrum
und durch Stabilisierung der entstandenen scheinbaren Leer-
stelle (der abasischen Stelle) kompensiert. Drei Mechanis-
men zur Stabilisierung der scheinbaren Leerstelle wurden
anhand der Kristallstrukturen von DNA-MTasen im Kom-
plex mit DNA abgeleitet. Die Cytosin-spezifischen DNA-
MTasen M·HhaI[4] (Abbildung 1A) und M·HaeIII[5] (Abbil-
dung 1B) inserieren eine Aminos�ureseitenkette entweder
direkt oder nach Umordnung von Basenpaarungen in die
entstandene L-cke. Dies unterscheidet sie von der Adenin-
spezifischen DNA-MTase M·TaqI[6] (Abbildung 1C), die die
verbleibende Partnerbase in die gebildete L-cke hinein-
schiebt und somit Stapelwechselwirkungen mit dem gegen-
-berliegenden Strang erm>glicht.

Ein Blick auf die Kristallstruktur des M·TaqI-DNA-
Komplexes deutet darauf hin, dass ein Ersatz des Partner-
Thymins durch gr>ßere aromatische DNA-Basensurrogate
die Interstrang-Stapelwechselwirkungen verbessern k>nnte
(Abbildung 1D). Das damit einhergehende bessere Ausf-llen
der scheinbaren Leerstelle sollte eine Stabilisierung des
M·TaqI-DNA-Komplexes zur Folge haben. Außerdem ist es
vorstellbar, dass ein polycyclisches Basensurrogat die inner-
helicale Konformation des gegen-berliegenden Adenins de-
stabilisieren k>nnte. Die DNA-MTase k>nnte demnach an
Doppelstrang-DNA binden, bei der die Zielbase nicht im
Basenstapel eingebettet ist, ohne dabei Energie f-r den Bruch

Abbildung 1. In MTase-DNA-Komplexen gefundene DNA-Strukturen mit dem extrahelica-
len Zielnucleotid in Blau und der zur ckbleibenden Nucleobase in Rot: A) In der Struktur
von M·HhaI besetzt Gln237 (dargestellt als Kugel-Stab-Modell) teilweise die nach dem
Ausklappen des Cytosins entstandene L cke und bildet Wasserstoffbr cken mit dem
zur ckbleibenden Guanin. B) M·HaeIII inseriert Ile221 (dargestellt als Kugel-Stab-Modell)
in die DNA, und das zur ckbleibende Guanin paart mit dem 3’-Cytosin, das das ausge-
klappte Zielcytosin flankiert. C) In M·TaqI ist das verbliebene Thymin in Richtung des
Helixzentrums verschoben. Daraus resultiert eine Interstrang-Stapelwechselwirkung mit
der dem Zieladenin 5’-benachbarten Base. D) Ein aromatisches Basensurrogat wie Pyren
(rot), das anstelle des zur ckbleibenden Thymins in die M·TaqI-DNA-Struktur modelliert
wird, passt sich gut in die beim Ausklappen des Zieladenins entstehende L cke ein und
k8nnte so die Interstrang-Stapelung verbessern. Dieses Ausf llen der scheinbaren Leer-
stelle sollte zu einer Stabilisierung des Enzym-DNA-Komplexes beitragen.
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von Wasserstoffbr-cken und Basenstapelung investieren zu
m-ssen. Diese Hypothesen wurden anhand von DNA-Sub-
straten untersucht, die Pyrenyl-, 1-Naphthyl-, 2-Naphthyl-,
Acenaphthyl- und Biphenyl-Reste (a–e, Schema 1) gegen-
-ber der Zielposition in der M·TaqI-Erkennungssequenz
enthielten.

Die Synthese der bekannten Bausteine 6a–c und der
neuen Phosphoramidite 6d und 6e beruht auf der Kn-pfung
einer C-glycosidischen Bindung. Wir[7] und andere Arbeits-
gruppen[8] haben dazu den 2-Desoxyribosedonor 1[9] und
Cadmium-organische Reagentien wie 3a–e als Glycosylac-
ceptoren eingesetzt (Schema 1).[10] Um das toxische Cadmium
zu ersetzen und die teilweise niedrigen Glycosylierungsaus-
beuten zu verbessern, untersuchten wir
alternative Glycosylierungsmethoden. Bei
der Kupplung reaktiver Alkylhalogenide
haben sich Organocuprate als milde und
vielseitige C-Nucleophile bew�hrt,[11] und in
der Tat erwiesen sich die Normant-Reagen-
tien 4a–e in der C-Glycosylierung gegen-
-ber den Organocadmiumreagentien 3a–e
sowohl hinsichtlich Handhabbarkeit als
auch Ausbeuten als -berlegen (Tabelle 1).
Die Bausteine 6a–e wurden nach Abspal-
tung der Tolyl-Schutzgruppen von 5a–e,
regioselektiver Einf-hrung der Tritylgruppe
und abschließender Phosphitylierung erhal-
ten.

Die Phosphoramidite 6a–e wurden in
der automatisierten Festphasen-DNA-Syn-
these der Oligonucleotide 7a–e eingesetzt
(Tabelle 2).[7] Zun�chst untersuchten wir, ob
Duplex-DNA die Anwesenheit der Basen-

surrogate toleriert. Die modifizierten Oligonucleotide 7a–e
wurden mit dem komplement�ren Strang 8A, der innerhalb
der 5’-TCGA-3’-Erkennungssequenz von M·TaqI ein Ziel-
adenin gegen-ber den Basensurrogaten enth�lt, hybridisiert
(Tabelle 2). In allen F�llen zeigten die Schmelzkurven
sigmoidales Verhalten. Die Substitution des Thymins in 7T
durch die aromatischen Basensurrogate in 7a–e f-hrte zu
einer Abnahme der Schmelztemperatur um 4.9 bis 8.7 K.

Nachdem die Integrit�t der Doppelstr�nge 7a–e·8A
best�tigt war, wurden die Bindungsaffinit�ten zur M·TaqI-
DNA-MTase in L>sung untersucht und mit den Bindungs-
affinit�ten des vollst�ndig gepaarten Doppelstranges 7T·8A
sowie der Doppelstr�nge 7C·8A, 7G·8A und 7A·8A, die ein
fehlgepaartes Zieladenin enthalten, verglichen. Hierzu kam
ein neuer kompetitiver Fluoreszenz-Bindungstest zum Ein-
satz, bei dem eine konkurrierende Doppelstrang-DNA ver-
wendet wird, die das fluoreszierende Basenanalogon 2-
Aminopurin an der Zielposition enth�lt.[12, 13] Da die Spektren
des 2-Aminopurin- und des Pyren-Fluorophors teilweise
-berlappen, ist dieser Bindungstest nicht f-r den Pyren-
modifizierten Doppelstrang 7a·8A geeignet. Deshalb wurde
hier die Pyren-Fluoreszenz gemessen und ein nichtfluores-
zierendes Duplex-Oligonucleotid als Kompetitor einge-
setzt.[13]

M·TaqI bindet das unmodifizierte Substrat 7T·8A mit
einer Affinit�t von KA= 5 G 10

7
m

�1 sowie die Doppelstr�nge
7C·8A, 7G·8A und 7A·8A mit fehlgepaartem Zieladenin
mit ann�hernd gleicher Affinit�t (Tabelle 2). Diese Hhnlich-
keit deutet darauf hin, dass eine St>rung der Wasserstoff-
br-cken im Zielbasenpaar nur einen geringf-gigen Einfluss
aus-bt. Dies unterscheidet sich allerdings von Untersuchun-
gen mit der Cytosin-spezifischen DNA-MTase M·HhaI, bei

Schema 1. a) M=Cd: CdCl2, THF, 40–508C, 2–3 h; M=CuMgX: CuI,
THF, 0 8C, 5 min; b) M=Cd: 0 8C–R ckfluss, THF, 1–2 h; M=CuMgX:
THF, 25 8C, 30 min; c) 1) NaOMe, MeOH, 4 h; 2) DMTr-Cl, DMAP,
EtNiPr2, Pyridin, CH2Cl2, 8 h; 3) (iPr2N)2POCH2CH2CN, Tetrazol,
CH2Cl2, MeCN, 1–2 h. Ausbeuten: 6a 59%, 6b 67%, 6c 40%, 6d
80%, 6e 51%. DMTr=Dimethoxytrityl, DMAP=Dimethylaminopyri-
din.

Tabelle 1: Ausbeuten (in %) der C-Glycosylierungsreaktionen.[a]

Organometallreagens 5a 5b 5c 5d 5e

Ar2Cd 3a–e 72 (4:1) 67 (4:1) 47 (2:1) 47 (2:1) 41 (2:1)
Ar2CuMgX 4a–e 74 (3:1) 81 (4:1) 74 (3:1) 75 (2:1)

[a] In Klammern ist das a :b-Verh>ltnis angegeben.

Tabelle 2: Thermische Stabilit>t der Doppelstr>nge und Bindungsaffinit>ten zur Adenin-spezifischen
DNA-MTase M·TaqI.[a]

Y X=Adenin, 8A X=H, 8b
TM [8C][b] KA [10

9
m

�1][c] TM [8C][b] DTM [K][d]

Thymin, 7T 65.9�0.2 0.05�0.02 49.8�0.1 0.0
Cytosin, 7C 55.7�0.1 0.03�0.02 50.6�0.1 +0.8
Guanin, 7G 61.0�0.2 0.03�0.02 48.7�0.2 �1.1
Adenin, 7A 56.1�0.2 0.04�0.02 52.5�0.2 +2.7
1-Pyrenyl, 7a 61.0�0.3 20�10 63.6�0.4 +13.8
4-Biphenyl, 7e 57.5�0.3 3.0�1.0 59.0�0.3 +9.2
Acenaphthyl, 7d 59.0�0.4 2.0�1.0 57.9�0.3 +8.1
1-Naphthyl, 7b 57.2�0.1 2.0�1.0 56.0�0.2 +6.2
2-Naphthyl, 7c 58.0�0.1 1.0�0.5 57.8�0.2 +8.0

[a] Die doppelstr>ngige Erkennungssequenz von M·TaqI ist durch das gestrichelte K>stchen hervor-
gehoben. [b] Gemessen durch Denaturierungskurven bei einer DNA-Konzentration von 1 mm in
gepufferter L8sung (100 mm NaCl, 10 mm NaH2PO4, pH 7.0). [c] Experimentelle Details sind in den
Hintergrundinformationen enthalten. [d] DTM-Werte beziehen sich auf TM von 8b·7T.
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denen eine bis zu 20fach h>here Bindungsaffinit�t zu DNA
mit einem fehlgepaarten Zielcytosin gemessen wurde.[14]

Im Unterschied zu den Str�ngen mit nat-rlichen Nucleo-
basen wurden f-r die Duplex-Oligonucleotide, die Naphthyl-,
Acenaphthyl- und Biphenyl-Basensurrogate enthalten, 20-
bis 60fach h>here Bindungsaffinit�ten bestimmt. Bemerkens-
wert ist die um den Faktor 400 h>here Bindungsaffinit�t des
Pyren-substituierten Doppelstranges 7a·8A, die einer Disso-
ziationskonstanten von KD= 50 pm entspricht.

Prinzipiell k>nnte die erh>hte Bindungsaffinit�t von
M·TaqI zu den Doppelstr�ngen 7a–e·8A auf eine von den
Basensurrogaten herbeigef-hrte Entstapelung zur-ckgef-hrt
werden. Diese M>glichkeit wurde bereits in fr-heren Experi-
menten untersucht.[7] Fluoreszenzuntersuchungen ließen
allerdings darauf schließen, dass der Pyrenyl-Rest die Basen-
stapelwechselwirkungen der Zielbase nicht effektiv unter-
binden kann. Andererseits war der Biphenyl-Rest, der eine
siebenfach geringere Bindungsaffinit�t an M·TaqI vermit-
telte, in diesem Experiment den anderen Basensurrogaten
-berlegen. Es ist daher zu vermuten, dass die Bindung von
DNA an M·TaqI zwar von einer ungestapelten Zielbase
profitiert, dies aber nicht den entscheidenden Beitrag f-r die
beobachtete Reihenfolge der Bindungsaffinit�ten liefert.

Die Bindung von M·TaqI an ihre Ziel-DNA f-hrt zur
Bildung einer scheinbaren Leerstelle, die vom Interstrang-
stapelnden Partner-Thymin nur zum Teil ausgef-llt wird
(Abbildung 1C). Das Einf-hren einer abasischen Stelle hat
aber im Allgemeinen eine drastische Destabilisierung des
betreffenden Duplex zur Folge. Verdeutlicht wird dies durch
die substanzielle Verringerung der Schmelztemperatur nach
Austausch des Zielnucleosids 2’-Desoxyadenosin in 7T·8A
durch das Leerstellenanalogon 1,2-Didesoxy-d-ribose in
7T·8b (DTM=�16.1 K). Diese Destabilisierung tritt ebenso
bei jeder anderen nat-rlichen Nucleobase auf, wie die
�hnlichen TM-Werte der Doppelstr�nge 7C·8b, 7G·8b und
7A·8b belegen. Wir untersuchten, ob Basensurrogate, die
gegen-ber der Leerstelle angeordnet werden, die Duplex-
Stabilit�t erh>hen k>nnen. Den Ergebnissen zufolge zeigt
jeder der Leerstellen-Str�nge 7a–e·8b eine h>here Thermo-
stabilit�t als 7T·8b (Tabelle 2). Von besonderer Bedeutung ist
die gute Korrelation zwischen den Thermostabilit�ten der
Leerstellen-Doppelstr�nge 7a–e·8b und den Bindungsaffini-
t�ten der Doppelstr�nge 7a–e·8A zu M·TaqI (Tabelle 2). Der
Pyrenyl-Rest stabilisiert die Leerstelle am besten und zeigt
die h>chste Bindungsaffinit�t zu M·TaqI. Daraus schließen
wir, dass der Pyrenyl-Rest die Bindung von M·TaqI in erster
Linie durch eine verbesserte Kompensation des Energiever-
lustes, der aus der Enzym-induzierten Leerstellen-Bildung
resultiert, verst�rkt.

K-rzlich wurde -ber Untersuchungen der Uracil-DNA-
Glycosylase (UDG) und Varianten mit einem Duplex, der
einen Pyren-Rest gegen-ber einem unreaktiven Uracil-Ana-
logon enth�lt, berichtet.[15,16] Hhnlich wie die Cytosin-spezi-
fische DNA-MTase M·HhaI klappt UDG ihre Zielbase aus
der DNA-Helix heraus und stabilisiert die effektive Leer-
stelle durch Insertion einer Aminos�ureseitenkette. Anders
als bei unseren Bindungsstudien mit M·TaqI wurde dort nur
eine geringe Ver�nderung der Bindungsaffinit�t zu UDG
durch den Pyren-Rest verursacht, was mit den unterschied-

lichen Mechanismen der Leerstellen-Stabilisierung in Ein-
klang ist. In M·TaqI f-llt der Pyren-Rest die durch das
Ausklappen der Zielbase entstehende L-cke besser aus als
das nat-rliche Partner-Thymin, w�hrend in UDG ein steri-
scher Konflikt mit der hereingeschobenen Aminos�uresei-
tenkette zu erwarten ist. In Jbereinstimmung mit dieser
Interpretation konnte durch Einf-hrung eines Pyren-Nucleo-
tids die verminderte Bindungsaffinit�t einer UDG-Variante,
bei der die entscheidende Aminos�ureseitenkette entfernt ist,
wieder erh>ht werden.[15, 16] Dieser Vergleich zwischen
M·TaqI und UDG illustriert, dass Doppelstr�nge mit poly-
cyclischen aromatischen Basensurrogaten an der Zielbasen-
Partner-Position als Sonden f-r mechanistische Untersuchun-
gen von DNA-basenausklappenden Enzymen dienen k>nn-
ten. Adenin-spezifische DNA-MTasen sind außerdem essen-
ziell f-r die Virulenz etlicher pathogener Bakterien.[17] Die
hohe Bindungsaffinit�t, die durch Pyren-Modifizierung ver-
mittelt wurde, k>nnte f-r die Inhibierung dieser DNA-
MTasen von Interesse sein.

Wir haben eine verbesserte und weniger toxische C-
Glycosylierung vorgestellt, die einen zuverl�ssigen Zugang zu
einer Vielzahl unpolarer Nucleosidanaloga erm>glichen
sollte. Unsere Ergebnisse demonstrieren, dass die verbesserte
Stabilisierung einer Leerstelle ein wichtiges Kriterium f-r die
Erh>hung der Bindungsaffinit�t von M·TaqI ist. In k-nftigen
Studien soll dieses Design in die Entwicklung hochaffiner
Bindungspartner f-r andere Adenin-spezifische DNA-
MTasen einfließen – ein Forschungsprojekt, das zu Inhibito-
ren dieser interessanten Enzyme f-hren soll.

Eingegangen am 14. August 2002,
ver�nderte Fassung am 14. Mai 2003 [Z19972]
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