Zuschriften

DNA-Protein-Wechselwirkungen der DNA-Helix rotiert wird.®! Fiir diesen Prozess muss das

Polycyclische aromatische DNA-Basensurrogate:

stark erhohte Bindungsaffinititen zu
einer Adenin-spezifischen, basen-
ausklappenden DNA -
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Die Methylierung von DNA ist ein wichtiger
biologischer Prozess, der sehr unterschiedli-
che zellulire Funktionen steuert, z.B. den
Schutz vor endogenen Restriktionsendonuc-
leasen, die Richtung der Basenfehlpaarungs-
Reparatur sowie die Regulation von Gen-
expression und DNA-Replikation.!!! Die
DNA-Methylierung wird von DNA-Methyl-
transferasen (MTasen) katalysiert. Diese
binden an spezifische DNA-Sequenzen und
tibertragen eine Methylgruppe von S-Ade-
nosyl-L-methionin auf die exocyclischen
Aminogruppen von Adenin oder Cytosin
oder die C5-Position von Cytosin.”! Beson-
ders interessant ist, dass zur Methylierungs-
reaktion das Zielnucleotid vollstindig aus
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Brechen der Watson-Crick-Wasserstoffbriicken und das Auf-
heben der Basenstapelwechselwirkungen in Kauf genommen
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Abbildung 1. In MTase-DNA-Komplexen gefundene DNA-Strukturen mit dem extrahelica-
len Zielnucleotid in Blau und der zuriickbleibenden Nucleobase in Rot: A) In der Struktur
von M-Hhal besetzt GIn237 (dargestellt als Kugel-Stab-Modell) teilweise die nach dem
Ausklappen des Cytosins entstandene Liicke und bildet Wasserstoffbriicken mit dem
zuriickbleibenden Guanin. B) M-Haelll inseriert lle221 (dargestellt als Kugel-Stab-Modell)
in die DNA, und das zuriickbleibende Guanin paart mit dem 3'-Cytosin, das das ausge-
klappte Zielcytosin flankiert. C) In M-Tagl 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 zuriickbleibenden Thymins in die M-Tagl-DNA-Struktur modelliert
wird, passt sich gut in die beim Ausklappen des Zieladenins entstehende Liicke ein und
kénnte so die Interstrang-Stapelung verbessern. Dieses Ausfiillen der scheinbaren Leer-
stelle sollte zu einer Stabilisierung des Enzym-DNA-Komplexes beitragen.

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-Hhal¥ (Abbildung 1 A) und M-HaeIII®! (Abbil-
dung 1B) inserieren eine Aminosiureseitenkette entweder
direkt oder nach Umordnung von Basenpaarungen in die
entstandene Liicke. Dies unterscheidet sie von der Adenin-
spezifischen DNA-MTase M-TugI® (Abbildung 1C), die die
verbleibende Partnerbase in die gebildete Liicke hinein-
schiebt und somit Stapelwechselwirkungen mit dem gegen-
iiberliegenden Strang ermoglicht.

Ein Blick auf die Kristallstruktur des M-Tagl-DNA-
Komplexes deutet darauf hin, dass ein Ersatz des Partner-
Thymins durch groBere aromatische DNA-Basensurrogate
die Interstrang-Stapelwechselwirkungen verbessern konnte
(Abbildung 1D). Das damit einhergehende bessere Ausfiillen
der scheinbaren Leerstelle sollte eine Stabilisierung des
M:Tagl-DNA-Komplexes zur Folge haben. Auflerdem ist es
vorstellbar, dass ein polycyclisches Basensurrogat die inner-
helicale Konformation des gegeniiberliegenden Adenins de-
stabilisieren konnte. Die DNA-MTase konnte demnach an
Doppelstrang-DNA binden, bei der die Zielbase nicht im
Basenstapel eingebettet ist, ohne dabei Energie fiir den Bruch
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von Wasserstoffbriicken und Basenstapelung investieren zu
miissen. Diese Hypothesen wurden anhand von DNA-Sub-
straten untersucht, die Pyrenyl-, 1-Naphthyl-, 2-Naphthyl-,
Acenaphthyl- und Biphenyl-Reste (a—e, Schema 1) gegen-
iiber der Zielposition in der M-Tagl-Erkennungssequenz
enthielten.

TolO \\p\
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OTol 50a-e
Ar,M
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NiPr,
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Schema 1. a) M=Cd: CdCl,, THF, 40-50°C, 2-3 h; M =CuMgX: Cul,
THF, 0°C, 5m|n b) M=Cd: 0°C-Riickfluss, THF, 1-2 h; M=CuMgX:
THF, 25°C, 30 min; c) 1) NaOMe, MeOH, 4 h; 2) DMT-Cl, DMAP,
EtNiPr,, Pyridin, CH,Cl,, 8 h; 3) (iPr,N),POCH,CH,CN, Tetrazol,
CH,Cl,, MeCN, 1-2 h. Ausbeuten: 6a 59%, 6b 67%, 6c 40%, 6d
80%, 6e 51%. DMTr = Dimethoxytrityl, DMAP = Dimethylaminopyri-
din.

Die Synthese der bekannten Bausteine 6a—c¢ und der
neuen Phosphoramidite 6d und 6e beruht auf der Kniipfung
einer C-glycosidischen Bindung. Wit und andere Arbeits-
gruppen® haben dazu den 2-Desoxyribosedonor 1! und
Cadmium-organische Reagentien wie 3a—e als Glycosylac-
ceptoren eingesetzt (Schema 1).1 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

Angewandte

Tabelle 1: Ausbeuten (in %) der C-Glycosylierungsreaktionen.”!

Organometallreagens 5a 5b 5c 5d Se
Ar,Cd 3a-e 72 (4:1) 67 (4:1) 47 (2:1) 47 (2:1) 41 (2:1)
Ar,CuMgX 4a-e 4(3:1) 81 (4:1) 74 (3:1) 75 (2:1)

[a] In Klammern ist das a:B-Verhiltnis angegeben.

surrogate toleriert. Die modifizierten Oligonucleotide 7a—e
wurden mit dem komplementédren Strang 8 A, der innerhalb
der 5-TCGA-3-Erkennungssequenz von M-Taql ein Ziel-
adenin gegeniiber den Basensurrogaten enthilt, hybridisiert
(Tabelle 2). In allen Fillen zeigten die Schmelzkurven
sigmoidales Verhalten. Die Substitution des Thymins in 7T
durch die aromatischen Basensurrogate in 7a-e fiihrte zu
einer Abnahme der Schmelztemperatur um 4.9 bis 8.7 K.

Nachdem die Integritdt der Doppelstringe 7a-e-8A
bestitigt war, wurden die Bindungsaffinititen zur M-Tagl-
DNA-MTase in Losung untersucht und mit den Bindungs-
affinitidten des vollstindig gepaarten Doppelstranges 7T-8 A
sowie der Doppelstriange 7C-8 A, 7G-8 A und 7A-8 A, 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 enthlt.'* Da die Spektren
des 2-Aminopurin- und des Pyren-Fluorophors teilweise
iiberlappen, ist dieser Bindungstest nicht fiir den Pyren-
modifizierten Doppelstrang 7a-8 A geeignet. Deshalb wurde
hier die Pyren-Fluoreszenz gemessen und ein nichtfluores-
zierendes Duplex-Oligonucleotid als Kompetitor einge-
setzt.["?!

M-Taql bindet das unmodifizierte Substrat 7T-8 A mit
einer Affinitit von K, =5x10"M ' sowie die Doppelstriinge
7C-8A, 7G-8A und 7A-8A mit fehlgepaartem Zieladenin
mit annihernd gleicher Affinitit (Tabelle 2). Diese Ahnlich-
keit deutet darauf hin, dass eine Storung der Wasserstoff-
briicken im Zielbasenpaar nur einen geringfiigigen Einfluss
ausiibt. Dies unterscheidet sich allerdings von Untersuchun-
gen mit der Cytosin-spezifischen DNA-MTase M-Hhal, bei

Chemie

Tabelle 2: Thermische Stabilitit der Doppelstrange und Bindungsaffinititen zur Adenin-spezifischen
DNA-MTase M-Tagl.”!

5 GCCGC| T C G dRibX| TGCCG-3' 8A, 8b
vielseitige C-Nucleophile bewzhrt, ' und in 3 CGGCG' A G C driby| ACGGC-5' 7T, 7C, 7G, 7A, Ta-e
der Tat erwiesen sich die Normant-Reagen- _ ~~~~~~~~~ “==7=7=========="
tien 4a—e in der C-Glycosylierung gegen- Y X=Adenin, 8A X=H, 8b
iiber den Organocadmiumreagentien 3a—e Ty [°C]® Ky [10°m ]9 Tu [°C] ATy [K]
sowohl hinsichtlich Handhabbarkeit als  Thymin, 77 65.94-0.2 0.05+0.02 49.84+0.1 0.0
auch Ausbeuten als iiberlegen (Tabelle 1).  Cytosin, 7C 55.740.1 0.0340.02 50.6+0.1 +0.8
Die Bausteine 6a—e wurden nach Abspal- Guanin, 7G 61.0+0.2 0.034+0.02 48.7+0.2 1.1
tung der Tolyl-Schutzgruppen von 5a—e, Adenin 7A 56.1+0.2 0.040.02 52.5+0.2 +2.7
regioselektiver Einfiihrung der Tritylgruppe | "PYrem 72 61.0+03 20£10 636404 +1338
. o1 4-Biphenyl, 7e 57.5£0.3 3.0£1.0 59.0+0.3 +9.2

und abschlieBender Phosphitylierung erhal- Acenaphthyl, 7d 500404 20410 579403 +81
ten. 1-Naphthyl, 7b 57.2£0.1 20410 56.040.2 +6.2

Die Phosphoramidite 6a-e wurden in  2-Naphthyl, 7¢ 58.040.1 1.0£0.5 57.840.2 +8.0

der automatisierten Festphasen-DNA-Syn-
these der Oligonucleotide 7a—e eingesetzt
(Tabelle 2)."M Zunichst untersuchten wir, ob
Duplex-DNA die Anwesenheit der Basen-
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[a] Die doppelstringige Erkennungssequenz von M-Tagl ist durch das gestrichelte Kistchen hervor-
gehoben. [b] Gemessen durch Denaturierungskurven bei einer DNA-Konzentration von 1pm in
gepufferter Lésung (100 mm NaCl, 10 mm NaH,PO,, pH 7.0). [c] Experimentelle Details sind in den
Hintergrundinformationen enthalten. [d] AT-Werte beziehen sich auf T\, von 8b-7T.
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denen eine bis zu 20fach hohere Bindungsaffinitdt zu DNA
mit einem fehlgepaarten Zielcytosin gemessen wurde.['

Im Unterschied zu den Stringen mit natiirlichen Nucleo-
basen wurden fiir die Duplex-Oligonucleotide, die Naphthyl-,
Acenaphthyl- und Biphenyl-Basensurrogate enthalten, 20-
bis 60fach hohere Bindungsaffinititen bestimmt. Bemerkens-
wert ist die um den Faktor 400 hohere Bindungsaffinitit des
Pyren-substituierten Doppelstranges 7a-8 A, die einer Disso-
ziationskonstanten von K, =50 pM entspricht.

Prinzipiell konnte die erhohte Bindungsaffinitit von
M:-Taql zu den Doppelstrangen 7a—e-8 A auf eine von den
Basensurrogaten herbeigefiihrte Entstapelung zuriickgefiihrt
werden. Diese Moglichkeit wurde bereits in fritheren Experi-
menten untersucht.”! Fluoreszenzuntersuchungen liefen
allerdings darauf schlieBen, dass der Pyrenyl-Rest die Basen-
stapelwechselwirkungen der Zielbase nicht effektiv unter-
binden kann. Andererseits war der Biphenyl-Rest, der eine
siebenfach geringere Bindungsaffinitit an M-Tagl vermit-
telte, in diesem Experiment den anderen Basensurrogaten
uberlegen. Es ist daher zu vermuten, dass die Bindung von
DNA an M-Tagl zwar von einer ungestapelten Zielbase
profitiert, dies aber nicht den entscheidenden Beitrag fiir die
beobachtete Reihenfolge der Bindungsaffinititen liefert.

Die Bindung von M:-Tagl an ihre Ziel-DNA fiihrt zur
Bildung einer scheinbaren Leerstelle, die vom Interstrang-
stapelnden Partner-Thymin nur zum Teil ausgefiillt wird
(Abbildung 1C). Das Einfiihren 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-pD-ribose in
7T-8b (AT =—16.1 K). Diese Destabilisierung tritt ebenso
bei jeder anderen natiirlichen Nucleobase auf, wie die
dhnlichen T\-Werte der Doppelstrange 7C-8b, 7G-8b und
7A-8b belegen. Wir untersuchten, ob Basensurrogate, die
gegeniiber der Leerstelle angeordnet werden, die Duplex-
Stabilitdt erhohen konnen. Den Ergebnissen zufolge zeigt
jeder der Leerstellen-Stréange 7a—e-8b eine hohere Thermo-
stabilitit als 7T-8b (Tabelle 2). Von besonderer Bedeutung ist
die gute Korrelation zwischen den Thermostabilititen der
Leerstellen-Doppelstringe 7a-e-8b und den Bindungsaffini-
tdten der Doppelstriange 7a—e-8 A zu M-Taqgl (Tabelle 2). Der
Pyrenyl-Rest stabilisiert die Leerstelle am besten und zeigt
die hochste Bindungsaffinitdt zu M-7agql. Daraus schlieen
wir, dass der Pyrenyl-Rest die Bindung von M-7aql in erster
Linie durch eine verbesserte Kompensation des Energiever-
lustes, der aus der Enzym-induzierten Leerstellen-Bildung
resultiert, verstarkt.

Kiirzlich wurde iiber Untersuchungen der Uracil-DNA-
Glycosylase (UDG) und Varianten mit einem Duplex, der
einen Pyren-Rest gegeniiber einem unreaktiven Uracil-Ana-
logon enthilt, berichtet.'>!*! Ahnlich wie die Cytosin-spezi-
fische DNA-MTase M-Hhal klappt UDG ihre Zielbase aus
der DNA-Helix heraus und stabilisiert die effektive Leer-
stelle durch Insertion einer Aminosédureseitenkette. Anders
als bei unseren Bindungsstudien mit M-7aql wurde dort nur
eine geringe Verdnderung der Bindungsaffinitit zu UDG
durch den Pyren-Rest verursacht, was mit den unterschied-
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lichen Mechanismen der Leerstellen-Stabilisierung in Ein-
klang ist. In M-Tagql fiillt der Pyren-Rest die durch das
Ausklappen der Zielbase entstehende Liicke besser aus als
das natiirliche Partner-Thymin, wéihrend in UDG ein steri-
scher Konflikt mit der hereingeschobenen Aminosiuresei-
tenkette zu erwarten ist. In Ubereinstimmung mit dieser
Interpretation konnte durch Einfithrung eines Pyren-Nucleo-
tids die verminderte Bindungsaffinitdt einer UDG-Variante,
bei der die entscheidende Aminosidureseitenkette entfernt ist,
wieder erhoht werden.'>!'! Dieser Vergleich zwischen
M:-Taql und UDG illustriert, dass Doppelstrange mit poly-
cyclischen aromatischen Basensurrogaten an der Zielbasen-
Partner-Position als Sonden fiir mechanistische Untersuchun-
gen von DNA-basenausklappenden Enzymen dienen konn-
ten. Adenin-spezifische DNA-MTasen sind auflerdem essen-
ziell fiir die Virulenz etlicher pathogener Bakterien.'”! Die
hohe Bindungsaffinitit, die durch Pyren-Modifizierung ver-
mittelt wurde, konnte fiir die Inhibierung dieser DNA-
MTasen von Interesse sein.

Wir haben eine verbesserte und weniger toxische C-
Glycosylierung vorgestellt, die einen zuverldssigen Zugang zu
einer Vielzahl unpolarer Nucleosidanaloga ermoglichen
sollte. Unsere Ergebnisse demonstrieren, dass die verbesserte
Stabilisierung einer Leerstelle ein wichtiges Kriterium fiir die
Erhohung der Bindungsaffinitit von M-Tagql ist. In kiinftigen
Studien soll dieses Design in die Entwicklung hochaffiner
Bindungspartner fiir andere Adenin-spezifische DNA-
MTasen einflieBen — ein Forschungsprojekt, das zu Inhibito-
ren dieser interessanten Enzyme fiihren soll.

Eingegangen am 14. August 2002,
verdnderte Fassung am 14. Mai 2003 [Z19972]

Stichworter: Abasische Stellen - DNA-Methylierungen - Enzyme -
Glycoside - Nucleinsiuren

[1] A. Jeltsch, ChemBioChem 2002, 3, 275-293.

[2] X. Cheng, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 1995, 24, 293 -
318.

[3] X. Cheng, R. J. Roberts, Nucleic Acids Res. 2001, 29, 3784 —3795.

[4] S. Klimasauskas, S. Kumar, R.J. Roberts, X. Cheng, Cell 1994,
76, 357-369.

[5] K. M. Reinisch, L. Chen, G. L. Verdine, W. N. Lipscomb, Cell
1995, 82, 143-153.

[6] K. Goedecke, M. Pignot, R.S. Goody, A.J. Scheidig, E.
Weinhold, Nat. Struct. Biol. 2001, 8, 121-125.

[7] L Singh, W. Hecker, A. K. Prasad, V. S. Parmar, O. Seitz, Chem.
Commun. 2002, 500-501.

[8] A.K. Ogawa, Y. Q. Wu, M. Berger, P. G. Schultz, F. E. Romes-
berg, J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 8803 —8804.

[9] M. Hoffer, Chem. Ber. 1960, 93, 2777-2781.

[10] R. X. F.Ren, N. C. Chaudhuri, P. L. Paris, S. Rumney, E. T. Kool,
J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 7671 -7678.

[11] Die Reaktion von Lithium-Dialkylcupraten mit Glucopyrano-
sylhalogeniden wurde beschrieben: R. Bihovsky, C. Selick, I.
Giusti, J. Org. Chem. 1988, 53, 4026 -4031.

[12] B. Holz, S. Klimasauskas, S. Serva, E. Weinhold, Nucleic Acids
Res. 1998, 26, 1076—1083.

[13] Die experimentelle Ausfiithrung ist in der Hintergrundinforma-
tion beschrieben.

Angew. Chem. 2003, 115, 4088 ~4091


http://www.angewandte.de

Angewandte

[14] S. Klimasauskas, R.J. Roberts, Nucleic Acids Res. 1995, 23,
1388 -1395.

[15] Y. L. Jiang, K. Kwon, J. T. Stivers, J. Biol. Chem. 2001, 276,
42347 -42354.

[16] Y. L. Jiang, J. T. Stivers, F. Song, Biochemistry 2002, 41, 11248 -
11254.

[17] D. M. Heithoff, R.L. Sinsheimer, D. A. Low, M. J. Mahan,
Science 1999, 284, 967 -970.

Angew. Chem. 2003, 115, 4088 —4091 www.angewandte.de © 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim 4001


http://www.angewandte.de

