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Die Elektronenspinresonanz(ESR)-Spektroskopie — dient
vielfach dazu, strukturelle und dynamische Eigenschaften von
biologischen Makromolekiilen zu untersuchen. Viele der
Anwendungen beruhen auf der Sensitivitdt von Nitroxid-
Sonden™ beziiglich der Molekiildynamik im Bereich von
Piko- bis Mikrosekunden und der Moglichkeit, Abstinde
zwischen zwei Sonden im Nanometer-Lingenbereich zu
messen.”l Diese Techniken sind auch auf ungeordnete Sys-
teme uneingeschrinkt anwendbar. Sie weisen eine hohere
Sensitivitidt als NMR-Messungen auf und liefern detailliertere
Informationen als Techniken, die auf optischer Anregung
basieren. Die meisten Biomakromolekiile sind in ihrem
Grundzustand diamagnetisch und geben folglich keine ESR-
Hintergrundsignale. Demnach lassen sich durch Spinmarkie-
rung selektiv interessante Positionen in grofen Molekiilen
oder komplexen Aggregaten untersuchen.’! Um den Einfluss
der Eigenbewegung der Spinsonde auf die Spektren zu mi-
nimieren und denjenigen der Riickgrat-Bewegung des Bio-
makromolekiils zu maximieren, ist eine Verkniipfung iiber
einen starren Linker notwendig. Solche starren Linker sind
auch fiir Abstandsmessungen zu bevorzugen, da sie zu einer
engen Abstandsverteilung und damit zu kleineren Ungenau-
igkeiten in abstandsbasierten Strukturmodellen fiithren. Al-
lerdings bergen starre Linker das Risiko einer Stérung der
nativen Struktur in sich, da sich die Sonden nicht den steri-
schen Anforderungen ihrer Umgebung anpassen konnen. Aus
diesem Grund miissen Strategien zur Markierung mit grofer
Sorgfalt entworfen und getestet werden.

In der jiingsten Vergangenheit wurde die ESR-Spektro-
skopie ausgiebig zur Untersuchung der Struktur und Dyna-
mik von Nucleinsiuren eingesetzt.*! Da Nucleinsduren kein
paramagnetisches Zentrum aufweisen, miissen vor ESR-Un-
tersuchungen Spinsonden eingefithrt werden. Dafiir existie-
ren bereits einige Methoden, z.B. die Anbindung stabiler
Nitroxide an einer spezifischen Position in der DNA. Solche
Spinsonden wurden entweder iiber spinmarkierte Bausteine
wihrend der automatisierten DNA-Synthese eingefiihrt,”
oder es wurden zunichst funktionalisierte Bausteine in die
wachsende DNA eingefiihrt und die Spinsonden anschlie-
Bend an der Festphase an die funktionellen Gruppen gebun-
den, z.B. durch Pd-katalysierte Kupplung.®! Mit diesen
Techniken konnten relativ kurze, einfach spinmarkierte Oli-
gonucleotide erhalten werden. Allerdings sind dabei die
Lénge der Oligonucleotide und der Grad ihrer Modifikation
durch die Einschriankungen limitiert, die der automatisierten
DNA-Synthese eigen sind. Nach unserem Wissen ist der
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mehrfache spezifische Einbau von Spinsonden in DNA mit-
hilfe dieser Methoden noch nicht gelungen. Andere Ansitze
basieren auf der Einfiihrung zusitzlicher Funktionalititen in
Nucleinséduren, an die nach der chemischen oder enzymati-
schen Synthese passend aktivierte Spinsonden konjugiert
werden.”’) Diese Methoden erlauben den Einbau von meh-
reren Sonden in ein Molekiil. Die eingesetzten kurzen Linker
zwischen den Nucleinsduren und dem paramagnetischen
Zentrum sind allerdings noch recht flexibel, was fiir die In-
terpretation der ESR-Spektren von Nachteil ist.

Wir berichten nun iiber die positionsspezifische Einfiih-
rung von Spinsonden in DNA mithilfe passend modifizierter
Nucleosidtriphosphate als Bausteine in der durch DNA-Po-
lymerase katalysierten, templatgesteuerten Reaktion. Auf
diese Art ist die Synthese mehrfach spinmarkierter, lingerer
DNA-Oligonucleotide moglich, wobei sich DNA-Polymera-
sen eukaryotischen, prokaryotischen und archaischen Ur-
sprungs als fiir die Einfithrung spinmarkierter Nucleotide
geeignet erwiesen haben.

Zunéchst synthetisierten wir die spinmarkierten Nucleo-
sidtriphosphate 1, die ein auf Nitroxid-Radikalen basierendes
paramagnetisches Zentrum an die Nucleobase gebunden
enthalten (Schema 1). Wir haben fiir die Modifikation die C5-
Position von 2'-Desoyxuridin gewihlt, da Modifikationen hier
die Watson-Crick-Basenpaarung nicht merklich beeintréch-
tigen. Zudem ist bekannt, dass DNA-Polymerasen Modifi-
kationen an dieser Stelle tolerieren und in einem gewissen
Ausmal Thymidin durch derartig modifizierte Basen ersetzen
konnen.'") AuBerdem wurde die Pd-katalysierte Kupplung
von Alkinen an die entsprechenden 5-lod-2'-desoxyuridin-
Analoga bereits entwickelt.'>¥1 Um die Akzeptanz von 1 in
Abhingigkeit von der Lange des Linkers zwischen Spinsonde
und Nucleotid abschitzen zu konnen, haben wir ausgehend
von der bekannten Spinsonde H-2""!¥ das Alkin-modifizierte
Nitroxid H-3 mithilfe einer Sonogashira-Kreuzkupplung
synthetisiert. Die Nitroxide H-2 und H-3 wurden dann mit
dem geschiitzten 5-lIod-2'-desoxyuridin-Derivat 4 verkniipft

4 5a:R=2
5b:R=3

1a:R=2
1b:R=3

Schema 1. Synthese der spinmarkierten TTP-Analoga 1. Bedingungen
und Reagentien: a) (2-(4-lodphenyl)ethinyl)trimethylsilan, [Pd(PPh;),],
Cul, DMF, Mikrowelle, 15 min, 100°C, 64 %; b) Tetrabutylammonium-
fluorid, CH,Cl,, 5 min, 0°C, 83%; c) H-2, [Pd(PPh,),], Cul, DMF, 43%
(5a); d) H-3, [Pd(PPh;),], Cul, DMF, 67% (5b); e) 2-Chlor-4H-benzo-
1,3,2-dioxaphosphorin-4-on, (nBusNH),H,P,0;, I,, Pyridin, H,O, dann
NH;, 31% (1a); f) 2-Chlor-4H-benzo-1,3,2-dioxaphosphorin-4-on,
(nBusNH),H,P,0,, dann I, Pyridin, H,O, dann NH,, 31% (1b).
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und die resultierenden Nucleoside 5 in die Nucleosidtri-
phosphate 1 iiberfiihrt.!™

Zur Analyse des Einflusses der Nucleosidtriphosphate 1
auf DNA-Polymerasen bestimmten wir die Aktivitdten des
Klenow-Fragments der DNA-Polymerase I von E. coli (Mu-
tante mit defizienter 3'—5'-Exonuclease-Funktion, KF(exo-))
und der humanen DNA-Polymerase § (Polf}) in Primerver-
langerungsexperimenten in Abhéngigkeit von 1. Zunéchst
verwendeten wir einen am 5'-Terminus **P-markierten Kom-
plex aus einem 23meren Primer und einem 35meren Templat,
der den Einbau eines Thymidin-Derivats an Position 27 nach
dem Einbau von drei Nucleotiden bedingt (Abbildung 1a).

d) 1y W q ’|

0y |

a) 5--TCTC L 2
3---A GAG GGC ACG GTC GCG

b) )
-

2T W ow 27 -
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Abbildung 1. Einbau von 1a,b und ESR-Untersuchungen. a) Teilse-
quenzen der verwendeten Primer und Template. b) Primerverldnge-
rungsexperimente mit KF(exo-): Spur 0: nur Primer, Spur 1: nach Pri-
merverlingerung in Gegenwart von dATP, dGTP, dCTP, doch ohne
TTP-Analoga; Spur 2: wie Spur 1, aber in Gegenwart von TTP; Spur 3:
wie Spur 1, aber in Gegenwart von T1a; Spur 4: wie Spur 1, aber in Ge-
genwart von 1b. c) wie in (b) mit Polf} anstelle von KF(exo-). d) ESR-
Spektren von 1a (1), 1b (Il), dem bei der Reaktion in (b), Spur 3, erhal-
tenen Produkt (II) und dem bei der Reaktion in (b), Spur 4 erhaltenen
Produkt (1V). Weitere experimentelle Einzelheiten befinden sich in den
Hintergrundinformationen.

Bei beiden Enzymen setzte die Primerverldngerung an den
Positionen 26 oder 27 aus, wenn ausschlielich dATP, dGTP
und dCTP zugegen waren (Abbildung 1b,c; Spuren 1). Wenn
dagegen alle vier natiirlichen dNTPs zugegeben wurden,
entstand mit beiden Enzymen das Vollldingenprodukt. Wurde
natiirliches Thymidintriphosphat (TTP) durch 1a oder 1b
ersetzt, bildeten sich Produkte, die in der Polyacrylamidgel-
elektrophorese(PAGE)-Analyse langsamer wanderten als die
aus TTP abgeleiteten urspriinglichen Volllangenprodukte.
Die Verzogerung kann gut damit erkldrt werden, dass das
Oligonucleotid durch die Modifikation sperriger wird. Uber
dhnliche Effekte wurde bereits berichtet.'” Interessanter-
weise wurden bei der KF(exo-)-katalysierten Reaktion si-
gnifikante Verzogerungsbanden an Position 27 beobachtet,
wenn la verwendet wurde (Abbildung1b, Spur3). Das
deutet darauf hin, dass nach dem Einbau von 1a eine weitere
Verldngerung erschwert ist. Bei Verwendung des Nucleotids
1b wurde hingegen keine solche Verzogerungsbande beob-
achtet. Dies lédsst darauf schlieBen, dass die recht volumindse
Nitroxid-Modifikation von KF(exo-) besser toleriert wird,
wenn ein ldngerer Linker eingesetzt wird. Nach der Reini-
gung der enzymatisch synthetisierten DNA durch HPLC
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wurden CD-Spektren aufgenommen, nach denen die Kon-
formation der modifizierten Oligonucleotide #hnlich wie
diejenige der unmodifizierten Stréange der B-Form entspricht
(siehe Hintergrundinformationen).

Der erfolgreiche Einbau beider von 1a und 1b abgelei-
teten Nucleotide wurde weiterhin durch ESI-Massenspektren
und ESR-Spektren bestitigt. Die ESR-Spektren von 1a und
1b (Abbildung 1d, I und IT) kénnen gut unter der Annahme
einer isotropen Rotationsdiffusion im schnellen Regimel'®!
mit Rotationskorrelationszeiten 7. von 57 bzw. 95 ps model-
liert werden (siche Hintergrundinformationen). Der Anstieg
von 7, mit steigender Linkerldnge entspricht den Erwartun-
gen. Nach dem Einbau (Abbildung 1d, III und IV) kénnen
die Spektren nicht mehr gut unter der Annahme einer iso-
tropen Rotationsdiffusion modelliert werden. Vielmehr ist
die Intensitdt der Linien konsistent mit einer bevorzugten
Bewegung um das Linkerriickgrat. Die senkrecht zu dieser
Achse laufende Molekiilrotation ist langsamer, aber fiir den
kiirzeren Linker immer noch im schnellen Regime (Spek-
trum IIT). Dies deutet darauf hin, dass die DNA-Helix im
Subnanosekunden-Bereich um ihre Léngsachse rotiert. Fiir
den ldngeren Linker (Spektrum IV) ist diese Rotation ver-
langsamt und erreicht den Nanosekunden-Bereich. Da die
Modellierung der spektralen Linienform unter der Annahme
einer anisotropen Rotationsdiffusion im schnellen Regime
mehrdeutig ist, geben wir hier keine Werte fiir den Rotati-
onsdiffusionstensor an.

Ermutigt durch diese Befunde untersuchten wir als
Néchstes, ob durch eine DNA-Polymerase mehrere Spin-
sonden in eine Helix eingebaut werden konnen. Dazu er-
zeugten wir zwei Template fiir den Einbau eines spinmar-
kierten Nucleotids nach jedem zweiten bzw. vierten Nucleo-
tid. Ein drittes Templat wurde so konzipiert, dass elf auf-
einanderfolgende 2’-Desoxyadenosin-Reste den Einbau von
elf aufeinanderfolgenden spinmarkierten Nucleotiden be-
wirken, sodass eine ganze DNA-Helixwindung mit Spinson-
den versehen wird. Erste Untersuchungen verschiedener
DNA-Polymerasen ergaben, dass die kommerziell erhéltliche
Therminator-DNA-Polymerase (A485L-Mutante der DNA-
Polymerase von Thermococcus species 9°N) am besten ge-
eignet ist, um mehrere spinmarkierte Nucleotide 1a und 1b
einzufithren. Weiterhin stellte sich heraus, dass diese Poly-
merase 1a besser akzeptiert als 1b. Daher verwendeten wir in
den weiteren Untersuchungen ausschlie3lich 1a. Abbildung 2
zeigt die Ergebnisse der Mehrfacheinbau-Experimente unter
Verwendung der Therminator-DNA-Polymerase. In allen
Fillen wurde das Volllingenprodukt erhalten, wenn natiirli-
ches TTP durch 1a ersetzt wurde, wobei in der PAGE-Ana-
lyse im Fall von 1a wieder langsamer wandernde Banden
beobachtet wurden.

Interessanterweise beherrscht die Therminator-DNA-
Polymerase den Einbau von elf aufeinanderfolgenden modi-
fizierten Nucleotiden von 1a, sodass tatsdchlich eine ganze
DNA-Helixwindung durch ein Mehrspinsystem modifiziert
wurde (Abbildung 2¢). Das Reaktionsprodukt wurde durch
HPLC gereinigt und weiter durch Messung der thermischen
Denaturierung (7,,) sowie CD- und ESR-Spektroskopie
charakterisiert. Das CD-Spektrum deutet darauf hin, dass die
Konformation der durch elf aufeinanderfolgende Spinsonden
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Abbildung 2. Mehrfach-Spinmarkierung durch Einbau von 1a unter Ka-
talyse durch die Therminator-DNA-Polymerase. Die verwendeten
Primer-Templat-Sequenzen sind am oberen Ende jeder Tafel angege-
ben. Spuren 0: nur Primer, Spuren 1: nach Primerverlingerung in Ge-
genwart von dATP, dGTP, dCTP, doch ohne TTP-Analoga; Spuren 2:
wie Spuren 1, aber in Gegenwart von TTP; Spuren 3: wie Spuren 1,
aber in Gegenwart von 1a.

stark modifizierten DNA &hnlich wie die der unmodifizierten
DNA der B-Form entspricht (siche Hintergrundinformatio-
nen). Zusitzlich folgt aus den T,-Messungen nur ein geringer
Einfluss der Modifikation auf die Duplexstabilitit (siehe
Hintergrundinformationen).

Erstaunlicherweise deutet das ESR-Spektrum (Abbil-
dung 3) auf eine geringere Anisotropie der Rotationsdiffusi-
on als bei der einfach markierten DNA hin, weist aber eine
merklich kleinere Amplitude der Tieffeldlinie gegeniiber der
Zentrallinie auf als das Spektrum von 1a. Die Bewegung ist
also nicht vollsténdig isotrop. Das Fehlen von Linienformef-
fekten infolge einer Austauschkopplung durch den Raum,
wenn man von der homogenen Linienverbreiterung gegen-
iiber den Spektren von la absieht, ist bei einer starren

3360 3380 3400

H/ Gauss

3340

Abbildung 3. ESR-Spektrum einer DNA-Helix mit einer Linge von 49
Basenpaaren, die infolge des Einbaus von 1a elf aufeinanderfolgende
spinmarkierte Nucleotide aufweist.
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Struktur wenig tiberraschend. Festkorperspektren, die be-
ziiglich der An- oder Abwesenheit einer Dipol-Dipol-Kopp-
lung zwischen den Spins eindeutig wéren, konnten mit der
derzeit verfiigbaren Probenkonzentration nicht erhalten
werden. Die Intensitit des Spektrums bezogen auf die DNA-
Konzentration ist jedoch mit dem Vorliegen von elf Spin-
sonden pro DNA-Molekiil konsistent. Auch die ESR-Spek-
tren sind somit in Einklang mit der vorgeschlagenen Struktur,
obgleich es zurzeit noch unklar ist, warum die Bewegung um
die Helixachse bei einem mehrfach markierten 49mer
schneller ist als bei einem einfach markierten 35mer.

Zusammenfassend konnten wir zum ersten Mal die Syn-
these von spinmarkierten Nucleosidtriphosphaten 1 und
deren Akzeptanz als Substrat von DNA-Polymerasen de-
monstrieren. DNA-Polymerasen eukaryotischen, prokary-
otischen und archaischen Ursprungs konnten diese spinmar-
kierten Nucleotide als Ersatz fiir die natiirlichen Bausteine in
der enzymatischen DNA-Synthese verwenden. Diese Ergeb-
nisse eroffnen neue Anwendungsmoglichkeiten wie die In-
vivo-Spinmarkierung oder die Generierung von komplexen,
mehrfach spinmarkierten Systemen. Solche Systeme konnen
fir die auf DNA basierenden Nanobiotechnologien von
Nutzen sein. Weitere darauf aufbauende Untersuchungen
sind im Gange.
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