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Die Bildung von DNA-Komplexen erfolgt nach bekannten
GesetzmaéBigkeiten, sodass es moglich ist, die wechselseitige
Erkennung von DNA-Konjugaten fiir die prézise Positionie-
rung von Gruppen zu nutzen. So ist es gelungen, Chromo-
phore 'l Metalle,” katalytische Einheiten,”! Nanopartikel,"
Fluorophore® und sogar Proteinel® nach DNA-Hybridisie-
rung in definierten Abstinden anzuordnen. Im Zentrum des
Interesses standen bislang vorwiegend materialwissenschaft-
liche Aspekte sowie die Immobilisierung von Biomolekiilen.
Wir und andere gingen davon aus, dass die Fahigkeit, Funk-
tionseinheiten in definierten Abstdnden aufreihen zu konnen,
auch der Beantwortung biologischer Fragen dienen konnte.!
So konnte DNA als molekulares Lineal eingesetzt werden,
um den Abstand von Bindungstaschen in biologischen Re-
zeptoren zu bestimmen. Die DNA-Komplexe bilden sich
durch Selbstorganisation, sodass die rdumliche Rasterung
eines Rezeptors rasch und ohne hohen Syntheseaufwand er-
folgen kann.®! Hierbei wird der Ligand eines biologischen
Rezeptors kovalent mit einem Oligonucleotid verkniipft
(Abbildung 1a). Die Bindung von zwei oder mehreren Oli-
gonucleotid-Ligand-Konjugaten an einen Templatstrang lie-
fert bi- bzw. multivalente DNA-Ligand-Komplexe. Bei einem
solchen Ansatz lassen sich die Abstédnde zwischen zwei bio-
logisch aktiven Liganden durch Variation des Templatstrangs
sehr einfach einstellen. In dieser Studie demonstrieren wir
erstmals die rdumliche Rasterung eines Proteinrezeptors
durch DNA-gesteuerte Priasentation von niedermolekularen
Verbindungen. Am Beispiel eines sehr gut untersuchten
kernstindigen Rezeptors — des Ostrogenrezeptors — und
anhand eines Vergleichs mit iiblicherweise genutzten Oligo-
ethylenglycol-Konjugaten zeigen wir die Vorteile von DNA-
Abstandhaltern auf.

Der Ostrogenrezeptor (ER) wird durch das Hormon
Ostradiol aktiviert und reguliert hauptsichlich die Genex-
pression.’) Fiir die normale Rezeptorfunktion wird ange-
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Abbildung 1. a) Bivalente Prisentation von Ostrogenrezeptorliganden
(L) auf terndren DNA-Komplexen. b) Kristallstruktur der Ligandenbin-
dungsdomine des Ostrogenrezeptors (PDB-Code: 1ERR) im Komplex
mit Raloxifen (orange). Die Stickstoffatome von Raloxifen (blau)
werden in 35 A Abstand angeordnet.

nommen, dass die Bildung des Dimers essenziell ist (Abbil-
dung 1b).l" Die Dimerisierungskonstante liegt in einem
subnanomolaren Bereich, jedoch kann die Bindung der Li-
ganden das Dimerisierungsgleichgewicht beeinflussen.'"!! Die
selektiven Ostrogenrezeptormodulatoren (SERM, Selective
Estrogen Receptor Modulators) Hexestrol, Raloxifen™ und
4-Hydroxytamoxifen™ stabilisieren das Rezeptordimer und
wurden daher von uns als fiir die rdumliche Rasterung des ER
geeignet betrachtet.”

Zur Synthese von SERM-Oligonucleotid-Konjugaten
wurde der Alkin-modifizierte Uridinbaustein X im Zuge der
automatisierten DNA-Synthese eingefiihrt (Schema 1). Die
SERMs wurden mit Azidfunktionen ausgestattet!'¥ und
durch Kupfer-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition mit den
Oligonucleotiden ODN-X verkniipft.'"! Die Konjugate
ODN-X® wurden in 30-70% Ausbeute erhalten.

Die Affinitdt der Oligonucleotid-SERM-Komplexe fiir
den Ostrogenrezeptor (ER-a)) wurde mithilfe des HitHunter-
Assays bestimmt."! Die Konjugation von Hexestrol (Hex)
mit einem Oligonucleotid verringerte die Bindungsaffinitét
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Schema 1. Synthese von Oligonucleotid-SERM-Konjugaten. a) DNA-
Synthese (DMT =4,4’-Dimethoxytrityl); b) 1,3-dipolare Cycloaddition:
Cu,SO,, 1-10 Aquiv. Azid, Tris (hydroxypropyl)triazolylmethylamin

(THPTA), Natriumascorbat, NaCl, Harnstoff, H,O/DMSO, 2 h, 80°C.

um mehrere GroBenordnungen (Abbildung2). Dies ist
plausibel, denn die Struktur von ER im Komplex mit Ago-
nisten wie Hexestrol zeigt, dass die Bindungstasche nahezu
komplett verschlossen wird (Hintergrundinformationen,
Abbildung $33). Im Unterschied dazu zeigten die Ostrogen-
analoga Raloxifen (Ral) und 4-Hydroxytamoxifen (Tam)
auch nach der DNA-Konjugation in 2Tam und 2Ral eine
hohe ER-Affinitédt. Der ER ist ein Transkriptionsfaktor; es ist
daher prinzipiell denkbar, dass die ER-Affinitdt der Konju-
gate durch Beitrdge des Oligonucleotidgertists erhoht wird.
Dies wiirde erklidren, warum das Konjugat 2 Ral mit hoherer
Affinitdt an den ER bindet als freies Raloxifen. Die Variation
der Nucleinsduresequenz (in 3Ral) fiihrte zu stark vermin-
derten Bindungsaffinitdten, sodass es unwahrscheinlich ist,
dass die hohe ER-Affinitidt von 2Tam und 2 Ral lediglich auf
ionischen Wechselwirkungen mit dem DNA-Riickgrat
beruht. Kontrollexperimente zeigten, dass unmodifizierte
Oligonucleotide im Rahmen der Grenzen des Bindungstests
nicht in der Lage waren, an den ER zu binden (Hinter-
grundinformationen, Abbildung S32, Tabelle S4).

Zur rdumlichen Rasterung der ER-Bindungstaschen
wurden zwei 4-Hydroxytamoxifen- oder Raloxifen-ODN-
Konjugate an einem Templatstrang arrangiert. In den resul-
tierenden bivalenten, terndren Komplexen 4R, wurde der
Abstand zwischen den Liganden durch die Zahl der unge-
paarten Templatnucleotide Y, variiert (Abbildung2).
Schmelzanalysen belegten, dass die Stabilitdt der ternédren
Komplexe 4 nur geringfiigig durch die Anbindung der ER-
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Abbildung 2. Relative Bindungsaffinitdt (RBA, bezogen auf Ostradiol).
[a] Errechnet fiir das 1:1-Gemisch der cis/trans-Isomere. nt=Nucleotid
(Bedingungen: siehe Hintergrundinformationen, Tabelle S4).

Liganden beeinflusst wird (Hintergrundinformationen, Ab-
bildungen S18-S20). Bei den ER-Bindungsexperimenten war
die Hohe der gemessenen relativen Bindungsaffinitdten von
bis zu 300 % RBA auffillig. Dies ist bemerkenswert, da bei
fritheren Untersuchungen von flexibel verbriickten SERM-
Dimeren niedrigere relative Bindungsaffinitdten von <7 %
gemessen wurden.['”!

Zur Kontrolle wurden die bivalenten Komplexe 4R, mit
monovalenten Komplexen SR, der gleichen Architektur
verglichen. Dieser Vergleich offenbarte die Vorteile biva-
lenter Prasentation: Die bivalenten Komplexe 4Tam, und
4Tam, banden mit 5-7-fach hoherer Affinitdt an den ER als
die monovalenten Komplexe 5Tam, und 5Tam,. Die hochste
Affinitdt wurde fiir Komplexe bestimmt, in denen die 4-Hy-
droxytamoxifeneinheiten in einem Abstand von 3 (4Tam,)
oder 7 Nucleotiden (4Tam,) angeordnet wurden. Auch bei
den Raloxifen-Konjugaten iibertrafen die Affinitdten der bi-
valenten Konstrukte die ER-Affinitdt des freien Liganden,
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und die Abstandsabhéngigkeit der relativen Bindungsak-
tivitdt zeigte sich noch deutlicher. Wiederum wurden zwei
Maxima der Bindungsaktivitdt bei einem Abstand von 3
(4Raly) und 6 Nucleotiden (4Ral;) beobachtet.

Dass sowohl die 4-Hydroxytamoxifen- als auch die
Raloxifen-DNA-Konjugate dann hochste Bindungsaffini-
titen erzielten, wenn 3 oder 6 (bzw. 7) Abstandsnucleotide
einbezogen werden, belegt die Signifikanz des Effekts.
Eine Abschitzung der Abstinde erhdlt man unter der
Annahme, dass die Komplexe die Struktur der B-DNA
(20 A Helixdurchmesser, 3.4 A Hub pro Basenpaar, 10.2
Nucleotide pro Windung) einnehmen. Diese Niherung ist
vertretbar, da gezeigt wurde, dass vollstindig basenge-
paarte ternire Komplexe wie 4Ral, oder 4Tam, die
Strukturmerkmale einer B-DNA beibehalten."®! In be-
gleitenden FRET-Untersuchungen (FRET =resonanter
Fluoreszenzenergietransfer) stellten wir fest, dass die
Langendimensionen eines terndren Komplexes, in denen
die doppelhelikalen Segmente durch drei ungepaarte
Templatnucleotide getrennt werden, mit denen eines ka-
nonischen B-Duplex iibereinstimmen. !

Aus diesen Abschétzungen folgt, dass die Triazolein-
heiten unter Beriicksichtigung des Linkers und der heli-
kalen Torsion bei einem Abstand von drei Nucleotiden in
weniger als 23 A Entfernung positioniert werden sollten.
Ein 6-7 Nucleotide langer Abstandhalter arrangiert die
Triazoleinheiten in 38-40 A Distanz, wobei die Flexibilitit
der Ligandenprésentation durch die ungepaarten Nucle-
otiden erhoht ist. Dieser Abstand ist in hinreichender
Ubereinstimmung mit dem 35-A-Abstand, mit dem die
Stickstoffatome des Raloxifens im Kokristall mit dem ER-
a-Dimer angeordnet werden.!

Abbildung 3 a illustriert die Passfahigkeit dieser DNA-
Komplexe fiir die Proteinbindungstaschen, die anhand
einer Docking-Studie ermittelt wurde. Dariiber hinaus
verdeutlichten Molekiildynamik(MD)-Rechnungen den
semi-rigiden Charakter terndrer DNA-Komplexe. So
bleiben die Lingendimensionen einer DNA-Helix auch
bei Einbeziehung ungepaarter Nucleotide erhalten (Hin-
tergrundinformationen, Abbildung S45). Wihrend die
doppelstriangigen Segmente von stabformiger Natur sind,
vermitteln die Bereiche mit ungepaarten Nucleotiden eine
lokale Flexibilitit gegeniiber Torsion und Biegen (Hin-
tergrundinformationen, Abbildung S46), sodass die Vari-
anz der Abstdnde und der Torsionswinkel zwischen zwei
modifizierten Nucleotiden bei einem terndren Komplex
mit ungepaarten Nucleotiden gréfer ist als bei einem
DNA-Duplex. Nicht vorstellbar ist, dass der Komplex 4Ral,
die Liganden in die Konsensusbindungstaschen des ER-
Dimers einpassen kann.

Kiirzlich wurde entdeckt, dass das ER-f-Dimer nicht nur
zwei, sondern vier 4-Hydroxytamoxifenmolekiile binden
kann.™ Die zweite Bindungsstelle befindet sich in unmittel-
barer Nihe der Konsensusligandenbindungstasche. In den
gebundenen 4-Hydroxytamoxifenderivaten wurden die
Stickstoffatome in 17 A Abstand positioniert. Von ER-a ist
bekannt, dass hydrophobe Peptide an eine benachbarte, hy-
drophobe Koaktivatorbindungsstelle binden.”! Es ist denk-
bar, dass diese Bindungsstelle von einem der beiden SERMs
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Abbildung 3. Docking des terndren DNA-Komplexes a) 4Ral; und b) 4 Ral,
(griin, konjugiertes Raloxifen mit Spacer) sowie des etherverbriickten Ral-
oxifen-Konjugats Ral2, (gelb) an die Ligandenbindungsdomine von ER-a
(grau) und Darstellung von unkonjugiertem Raloxifen (magenta) im Ko-
kristall (PDB-Code: 2R6W); c) Darstellung der hydrophoben Kontaktregion
(rot) und von Ral2; (gelb); d) Docking des Konjugats Ral2, (gelb) an ER-
a.

in Komplexen wie 4Tam, oder 4Ral, genutzt wird. Wir un-
tersuchten diese Annahme durch eine Docking-Studie. Bei
dieser wurde ein Ligand der DNA-Konjugate in die Kon-
sensusbindungstasche von ER-a eingepasst, und fiir den
zweiten Liganden wurden verschiedene Bindungszustdnde
modelliert. Die Stabilitdt dieser Bindungszustinde wurde in
MD-Simulationen erprobt. Die bei der Interaktion zwischen
Konjugat und Protein freigesetzte Energie wurde fiir ver-
schiedene potenzielle Bindungsstellen® charakterisiert
(Abbildung 3b; Hintergrundinformationen, Abbildung S34—
S40). Demnach kann eine zweite Raloxifengruppe an einen
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von Helix 3 und Helix 4 definierten hydrophoben Bereich
binden (Abbildung 3c¢).

Die Ergebnisse der Bindungsexperimente und der Do-
cking-Studie lassen darauf schlieBen, dass kleine hydrophobe
Molekiile wie Raloxifen oder 4-Hydroxytamoxifen nicht nur
an die Konsensusbindungstasche, sondern auch an eine
zweite, hydrophobe Stelle des ER-o binden konnen. Um
diese These zu untermauern, untersuchten wir die Bin-
dungsaffinitdten von Ligandendimeren Ral2,, in denen die
Raloxifeneinheiten dhnlich zu fritheren Studien durch flexi-
ble Oligoethylenglycolstrukturen verbriickt wurden (Abbil-
dung 2).'"! Bemerkenswerterweise zeigte das Konjugat Ral2,
mit der kiirzesten Verbriickung die hochste Affinitét fiir den
ER. Im Vergleich mit dem monovalenten Raloxifen-Oligo-
ethylenglycol-Konjugaten Ral; wurde eine 7-fach hohere
RBA gemessen. Auch hier illustrierte eine Docking-Studie
die Moglichkeit einer gleichzeitigen Bindung der Raloxifen-
einheiten an die Konsensusbindungstasche und die benach-
barte hydrophobe Stelle (Abbildung 3b,d).

Zusitzliche Experimente an Verbindungen, in denen eine
Raloxifeneinheit mit einer hydrophoben Gruppe wie Pyren
konjugiert wurde, lieBen darauf schlieBen, dass die hydro-
phobe Stelle auch von ,,Nicht-SERMs* besetzt werden kann
(Hintergrundinformationen, Tabelle S4; Ral-Pyr). Hingegen
banden Konjugate die Ral2,, Ral2,, und Ral2,;, in denen die
Raloxifeneinheiten durch ldngere Abstandhalter flexibel
verbunden wurden, mit einer Affinitédt, die nur wenig hoher
war als jene der monovalenten Konjugate Ral; und Rals.
Dieser Befund ist in Ubereinstimmung mit fritheren Studien
zu flexibel verbriickten SERM-Konjugaten.!'”! Zur Kon-
trolle fithrten wir Experimente an Raloxifendimeren durch,
in denen einzelstriangige bivalente Oligonucleotide als flexi-
ble Linker fungierten. Eine frithere Arbeit zeigte, dass bei der
Bindung von bivalent modifizierten DNA-Einzelstrdngen an
bivalente Rezeptoren im Prinzip mit hoheren Bindungsaffi-
nititen gerechnet werden kann, als dies fiir monovalente
Oligonucleotidkonjugate zu erwarten wire.®>! Jedoch be-
obachteten wir, dass die bivalenten Einzelstrdnge mit nied-
rigerer Affinitdt an den ER banden als die monovalenten
(Hintergrundinformationen, Tabelle S4). Auch dies stimmt
mit den Resultaten anderer Studien mit flexibel verbriickten
Ligandendimeren iiberein.

Uber die Ursache fiir die niedrige Bindungsaffinitit kann
beim gegenwirtigen Stand nur spekuliert werden. Es ist
denkbar, dass flexible Linker den SERM-Einheiten die
Moglichkeit eroffnen, in intramolekulare, hydrophobe
Wechselwirkungen zu treten, wie dies in einer Modeling-
Studie berichtet wurde.” Bei der Bindung des ER an solche
Konjugate miisste dann eine Energiestrafe fiir die Aufhebung
der hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den SERMs
entrichtet werden. Aus fritheren Arbeiten zur Kontaktlo-
schung in fluoreszenzmarkierten Oligonucleotiden ist be-
kannt, dass zwei konjugierte Gruppen in einem Einzelstrang
in StoBkontakt treten koénnen.” Hingegen ist eine solche
Interaktion erschwert, wenn die konjugierten Gruppen durch
die doppelhelikalen Segmente in rigider Umgebung einge-
bettet werden. Bereits mehrfach wurde der a-Ostrogenre-
zeptor mithilfe steroidaler und nichtsteroidaler Ligandendi-
mere untersucht.'”! Die iiber Oligomethylen-, Oligoethylen-
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glycol- oder Oligopropylenglycolketten flexibel verbriickten
Binder zeigten relative Bindungsaffinititen RBA <7 %.
Bislang erschien es schwierig, bivalente Liganden zu kon-
struieren, die mit hoherer Affinitdt an den ER binden als
monovalente Liganden. Unsere Daten belegen, dass es
moglich ist, hochaffine bivalente Binder zu konstruieren. Im
Unterschied zu fritheren Arbeiten werden die ER-Liganden
in den terndren DNA-Komplexen 4R, iiber ein semi-rigides
Geriist présentiert. In diesem sind die ER-Liganden an zwei
rigiden DNA-Duplexsegmenten befestigt und iiber eine
kurze, flexible Scharnierregion verbunden. Die DNA-pro-
grammierte raumliche Rasterung ergab, dass ER-a zwei
Anordnungen bevorzugt. Bestitigt wird diese Methode durch
die Tatsache, dass eine dieser Anordnungen (4Ral;) die Li-
ganden in einem Abstand positioniert, der a) in der Kristall-
struktur des ER-a-Raloxifen-Komplexes wiedergefunden
werden kann"®! und b) von Katzenellenbogen et al. bei Un-
tersuchungen von flexibel verbriickten Ostradioldimeren
ebenfalls identifiziert wurde.!

Dariiber hinaus weisen die Experimente auf ein weiteres
Optimum bei kleinen Abstdnden hin. Wir betrachten es als
moglich, dass dies auf eine zweite hydrophobe Bindungsstelle
in der Néhe der Konsensusligandenbindungstasche von ER-a
hinweist. Diese Annahme wird gestiitzt durch Docking-Stu-
dien und Bindungsexperimente, in denen Raloxifen iiber
kurze Linker mit einem zweiten Raloxifen oder einer hy-
drophoben Gruppe wie Pyren verbriickt wurde.

Die DNA-gesteuerte Ligandenprésentation sollte die
rdaumliche Rasterung von Rezeptoren erleichtern, da bei
dieser Methode anstelle einer Vielzahl unterschiedlicher ko-
valent verkniipfter Dimere lediglich zwei ODN-Ligand-
Konjugate hergestellt werden miissen. Bei strukturell nicht
charakterisierten Zielproteinen konnte dies die Findung von
hochaffinen Bindern fiir biologische und medizinische An-
wendungen beschleunigen.
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