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Eine DNA-Doppelhelix mit groBerem Durchmesser**

Andreas Marx* und Daniel Summerer

Die chemische Modifizierung von
DNA wird mit zahlreichen Motivatio-
nen durchgefiihrt, z.B. die Ent-
wicklung neuer therapeutischer
Ansitze, die Erforschung der
Funktion von Enzymen oder
die Herstellung neuer Baustei-
ne fiir die Nanotechnologie.["
Bisher wurden neue Nucleoba-
sengeriiste durch den Austausch
einer oder mehrerer natiirlicher
Basen durch Analoga herge-
stellt. Diese Basenanaloga ha-
ben verdnderte Wasserstoff-
briickenmuster, sind Isostere, o
ohne die Féhigkeit zur Ausbil-
dung von Wasserstoffbriicken,
sind hydrophob oder binden
Metallionen.”!’ Es wurden je-
doch nie alle vier DNA-Basen
durch kiinstliche Analoga er-
setzt. Es war daher nicht abzusehen, ob
derartige Modifikationen ohne den Ver-
lust der Fahigkeiten zur Sequenzerken-
nung und der spontanen Selbstorganisa-
tion moglich sind.

In einer kiirzlich erschienenen Ar-
beit beschrieben Kool et al. ein System,
bei dem das DNA-Riickgrat unverén-
dert bleibt und die Nucleobasen durch
verlingerte Basenanaloga ersetzt wur-
den.’! Diese Analoga wurden durch
formales Einfiigen eines Benzolrings
zwischen der Watson-Crick-Bindungs-
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stelle und der Verbindung der Nucleo-
base mit dem Zuckerrest hergestellt.
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Der Einschub verldngert die Basen um
2.4 A und macht aus dem bicyclischen
Purin A das Dreiringsystem XA; aus
dem cyclischen Pyrimidin T wird das
bicyclische Analogon xT. Da diese
Transformation keinen Einfluss auf die
Wasserstoffbriicken-Bindungsstellen
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hat, vermuteten Kool et al., dass eine
Basensequenz mit diesen artifiziellen
Basen durch Kombination mit einem
DNA-Komplementérstrang eine Dop-
pelhelix bildet. Dieses Projekt wurde
durch die Arbeit von Leonard et al.
inspiriert; sie verwendeten vor fast 30
Jahren xA, um ATP-abhingige Enzyme
zu untersuchen.! Kool et al. syntheti-
sierten die Nucleosidanaloga dxA und
dxT, und es gelang ihnen, diese in
Oligonucleotide einzubauen und die
inhdrenten FEigenschaften zu unter-
suchen.

Um abzuschitzen, ob die verldn-
gerten Basenanaloga in einem Umfeld
aus nichtmodifizierter DNA Watson-
Crick-analoge Paare bilden, untersuch-
ten Kool et al. DNA-Doppelhelices mit
einzelnen verldngerten Analoga (dxA
oder dxT) nahe der Mitte eines 12-
Basenpaar-Oligonucleotids (1 und 2 in
Abbildung 1). Sie fanden heraus, dass
beide Analoga, gepaart mit entspre-
chenden unmodifizierten Basen, die
Doppelhelix gegeniiber einer nichtmo-
difizierten DNA-Doppelhelix destabili-
sieren. Durch Experimente mit variie-
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Abbildung 1. Ausgewihlte DNA- und xDNA-Doppelstringe, die von Kool et al. untersucht wur-
den.P! Alle xDNA-Strukturen wurden mit entsprechenden DNA-Strukturen aus natiirlichen Bau-
steinen verglichen. 1 und 2 zeigen verminderte, 3-5 erhéhte Stabilitat gegentiber den Strukturen

aus natiirlichen Bausteinen.
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renden Partnerbasen fiir die verldn-
gerten Analoga wurde deutlich, dass xA
eine leichte Paarungsselektivitdt fir T
gegeniiber C, G und A hat. Die modifi-
zierte Base xT ist in dieser Hinsicht
weniger selektiv. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass das DNA-Riickgrat zu
starr ist, um die verldngerten Analoga in
einer Helix unter starker Verwindung
der Konformation zu tolerieren.

Kool et al. spekulierten, dass eine
Helix, die ausschlieBlich aus verldn-
gerten Basenpaaren konstruiert ist, die
geometrischen Einschrdnkungen einer
reguliren DNA-Helix umgehen kann.
Daher untersuchten sie ein selbstkom-
plementires Oligonucleotid, aus dem
sich die Helix 3 (Abbildung 1) bildete,
die in jedem Baasenpaar eine verlidn-
gerte Nucleobase hat. Interessanterwei-
se fanden sie heraus, dass die Doppel-
helix mit xA-Basen um 5.8 kcalmol ™
stabiler ist als die entsprechende DNA.-
Doppelhelix mit natiirlichen Basen. Um
die Allgemeingiiltigkeit des Systems zu
priifen, wurden weitere DNA-Doppel-
helices untersucht. In Einklang mit den
oben erwihnten Ergebnissen zeigte
sich, dass DNA-Doppelhelices mit aus-
schlieBlich verldngerten Basenpaaren
auch in anderen Sequenzen stabiler sind
als die entsprechende native Doppel-
helix (4,5 in Abbildung 1). Was ist
jedoch der Grund fiir die erhohte Sta-
bilitdt der xDNA? Kool et al. vermuten,
dass die gemessene hohere Paarungs-
stabilitdt aus einer besseren Stapelung
der verldngerten aromatischen Systeme,
innerhalb der Strdnge oder zwischen
den Stringen, resultiert. NMR-spek-
troskopisch wurde bestdtigt, dass
DNA-Sequenzen mit verldngerten Ana-
loga Doppelhelices mit Interstrang-
Wasserstoffbriicken bilden. Kool et al.
untersuchten eine selbstkomplementire
Sequenz und fanden, dass die Zahl der
beobachteten Resonanzen im Einklang
mit einer antiparallelen Doppelhelix-
struktur war. Durch Modellstudien er-
hielten sie Einblicke in strukturelle Un-
terschiede zwischen normaler B-DNA
und xXDNA (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Modellierte Seitenansicht von
DNA- und xDNA-Doppelhelices aus jeweils 10
Basenpaaren (Conolly-Oberflichen mit tiefen-
abhingiger Firbung). Die Strukturen wurden
mit SYBYL 6.9 (TRIPOS) erstellt.

Struktur- und thermodynamische
Untersuchungen weisen auf nur kleine
konformative Anderungen des DNA-
Riickgrats hin. Ferner sollte aus dem
groeren Durchmesser der xDNA-hal-
tigen Helix eine hohere Basenzahl pro
Windung gegeniiber B-DNA resultie-
ren. Aulerdem konnten die kleine und
die groBe Furche in der xDNA-Helix
weiter sein als in B-DNA.

Die Entwicklung von xDNA ist ein
herausragendes und sehr elegantes Bei-
spiel fiir erfolgreiches Molekiildesign.
Die Arbeit von Kool et al. weist erneut
auf das grofle Potenzial der Nucleinséu-
ren fiir das Nano-Engineering hin.!"! Die
verldngerten Oligonucleotide haben Ei-
genschaften, die in natiirlicher DNA
nicht vorkommen: Wie die Nucleosid-
analoga dxA und dxT fluoreszieren auch
die mit diesen Bausteinen hergestellten
Oligonucleotide. Daher ist xDNA, in
der alle Basenpaare fluoreszieren, ein
Polymer mit hoher Fluorophordichte.
Die Autoren spekulieren, dass diese
Eigenschaft in Kombination mit der
erhohten Bindungsaffinitdt zur Detekti-
on und Diagnose von DNA oder RNA
niitzlich sein konnte. Zu diesem Zweck,
aber auch zur Vervollstindigung des
Alphabets verldngerter Nucleobasen,
ist die Synthese der noch ausstehenden
Analoga xG und xC notwendig. Dies
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konnte weitere Vergroflerungen des
Durchmessers ermoglichen, z.B. durch
die Konstruktion einer ausschlieBlich
aus verldngerten Bausteinen bestehen-
den Helix. Des Weiteren konnte unter-
sucht werden, ob DNA-Polymerasen in
der Lage sind, xXDNA zu prozessieren.
Kool schrieb kiirzlich, dass diese Basen-
analoga zur Uberpriifung des Modells
des sterischen Ausschlusses von DNA-
Polymerasen niitzlich sein konnten. Die-
ses Modell wird zur Erkldrung der
Enzymselektivitdt und ihrer Variation
bei unterschiedlichen DNA-Polymera-
sen verwendet.’! Wir erwarten in naher
Zukunft eine faszinierende Entwicklung
dieser Thematik.
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