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Difunktionelle alkylierende Verbindungen verursachen eine
Vielzahl an Schidden in zellulirer DNA. Davon gehoren
DNA-DNA-Interstrang-Crosslinks (ICLs) zu den zytoto-
xischsten, da sie wichtige biologische Prozesse wie Tran-
skription und Replikation blockieren kénnen.! ICLs, die von
endogenen (z.B. Malondialdehyd) und exogenen Verbin-
dungen (z.B. Formaldehyd) verursacht werden, sind eine
Gefahr fiir die menschliche Gesundheit.>* ICLs werden aber
auch von Tumortherapeutika wie Cisplatin, Bis(chlore-
thyl)stickstoff-Verbindungen und Chlorethylnitrosoharnstof-
fen generiert.”!

1,3-Bis(2-chlorethyl)-1-nitrosoharnstoff (BCNU oder
,Carmustine®) ist ein weitverbreiteter chemotherapeutischer
Wirkstoff, der in einer mehrstufigen Reaktion eine Ethyl-
briicke zwischen N' von dG und N* von dC bildet. Der vor-
geschlagene Mechanismus umfasst eine Chlorethylierung an
der O%Position von dG, gefolgt von der Cyclisierung zum
N',0%-Ethylenguanin-Zwischenprodukt, das wiederum von
N* von dC angegriffen werden kann und den N’(dG)-Ethyl-
N°(dC)-Crosslink bildet (Schema 1).%7 Zellulire Resistenz-
mechanismen, die durch DNA-Reparaturenzyme vermittelt
werden, beschranken jedoch den Einsatz von BCNU und
anderen Nitrosoharnstoffen als Chemotherapeutika.®! Ein
Verstdndnis dieser Reparaturpfade wiirde zu einer Verbes-
serung des therapeutischen Erfolges beitragen. Mangels gut
definierter ICLs, die als Reparatursubstrate fungieren
konnen, gibt es jedoch nur wenige Studien, die auf die Ent-
schliisselung von ICL-Reparaturmechanismen abzielen.”!
Verschiedene Ansitze wurden entwickelt, um ICL enthal-
tende DNA zu gewinnen. In fritheren Studien wurde dop-
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Schema 1. a) Reaktionsweg fiir die BCNU-vermittelte ICL-Bildung in
DNA; b) unsere Strategie fur die Synthese von DNA-DNA-ICLs unter
Nutzung eines photoaktivierbaren O°-(2-Chlorethyl)-2'-desoxyguano-
sins. B: reprisentiert eine allgemeine Base.

pelstriingige DNA einem groBen Uberschuss an BCNU aus-
gesetzt. Dies fiihrte jedoch nur zu Ausbeuten von 1-5% an
ICL-Produkten, die dariiber hinaus wegen zusitzlich auftre-
tender, starker Monoalkylierung unzuginglich fiir biochemi-
sche und hochauflosende biophysikalische Studien waren.®”!
Ein verbesserter Ansatz ist die bidirektionale DNA-Synthese,
die auf tiber einen Crosslink verkniipften Dinucleotiden
beruht.'""! Mithilfe dieser Methode wurde von Noronha
et al. ein N'-Desoxyinosin(dI)-Ethyl-N*-Thymidin(dT)-Inter-
strang-Crosslink hergestellt, der als Strukturmimetikum fiir
den dG-dC-Crosslink aus der Reaktion mit BCNU wirkt.!!
Nachteile dieser Methode sind zum einen, dass ein Vorwissen
iiber die exakte Struktur des gewiinschten ICLs erforderlich
ist, und zum anderen, dass eine komplexe Schutzgruppen-
strategie fiir die Synthese notwendig ist. Eine alternative
Methode fiir die ICL-Synthese umfasst die Einfiigung stabiler
ICL-Vorstufen in einzelstrangige Oligonucleotide unter Ver-
wendung standardisierter DNA-Synthese.['?%! Nach erfolgter
Hybridisierung zur komplementédren Sequenz kann die ICL-
Bildung im modifizierten Duplex initiiert werden. Alzeer und
Schirer nutzten dieses Verfahren, um einen O%dG)-Ethyl-
N*(dT)-ICL zu generieren, indem sie N°-(2-Chlorethyl)thy-
min in Oligonucleotide einfligten. Ungeachtet dieses be-
trachtlichen Fortschritts wurde bisher nichts iiber die Syn-
these eines Oligonucleotids berichtet, das den biologisch re-
levanten N'(dG)-Ethyl-N*(dC)-Crosslink als Resultat der
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Behandlung mit BCNU enthilt. Solche Oligonucleotide
wiirden echte Substrate fiir biochemische, zellbiologische und
biophysikalische Studien bereitstellen, und die neue Metho-
dik fiir ihre Synthese konnte fiir andere Anwendungen in der
Biotechnologie genutzt werden.

Hier berichten wir iiber eine neue Strategie zur ICL-
Synthese unter Nutzung einer photoaktivierbaren Nucleo-
base als ICL-Vorstufe. Unser Verfahren nutzt einen O°-(2-
Chlorethyl)guaninrest mit einer photolabilen ortho-Nitro-
benzyloxycarbonyl(NBOC)-Gruppe an der N2-Position.
NBOC stabilisiert das normalerweise reaktive O°-Chlor-
ethylguanin, da es als elektronenziehende Gruppe beziiglich
der N'-Position agiert. Diese ICL-Vorstufe bleibt wihrend
und nach der préparativen Einfiigung in doppelstringige
DNA stabil, bis NBOC durch Bestrahlung bei 365 nm selektiv
entfernt wird. Das daraus resultierende freie Amin an der N-
Position aktiviert die Bildung des cyclischen N',0%-Ethylen-
guanin-Zwischenprodukts, indem es Elektronendichte auf die
N'-Position iibertriigt, die wiederum das Chlorid in einer in-
tramolekularen Sy2-Reaktion angreifen kann. Das resultie-
rende N',0°-Ethylenguaninkation ist ein hochreaktives Zwi-
schenprodukt, das einen Cytosinrest im gegeniiberliegenden
Strang alkylieren kann und in analoger Weise wie bei BCNU
selbst zur Bildung eines ICL fiihrt (Schema 1b).

Die Synthese des Phosphoramidits 6 begann mit der un-
terschiedlichen Silylierung der 3'-OH- und 5-OH-Gruppen
von dG (1; Schema 2). Die TES-Gruppe wurde zum Schiitzen
von 3-OH genutzt, TBDMS fiir 5-OH. Diese Strategie
umgeht eine problematische Entschiitzung, die zum 3'-O-
TBDMS-Zwischenprodukt und nicht zum gewiinschten
Nucleosid 5 fiihrt. Die exocyclische N*>-Aminogruppe wurde
in moderater Ausbeute durch Addition von 2-Nitrobenzyl-
oxycarbonylimidazol (NBOC-Im) geschiitzt.”! Die O°-Posi-
tion wurde mit 2,4,6-Triisopropylbenzylsulfonylchlorid akti-
viert und unter Verwendung von Chinuclidin als Base in das
0°%(2-Hydroxyethyl)-2'-desoxyguanosin 3 iiberfithrt. Nach
vielen erfolglosen Versuchen gelang die Chlorierung mit der
Methode von Wanchai und Warinthorn® und ergab das ge-
wiinschte O°(2-Chlorethyl)-2'-desoxyguanosin 4 in modera-
ter Ausbeute. Die Entschiitzung der Silylgruppen an der 3'-
OH- und 5'-OH-Position durch Fluoridionen war problema-
tisch, konnte aber mit einer 2:1-Mischung von TBAF und
TsOH erreicht werden. Die 5'-OH-Gruppe wurde anschlie-
Bend mit 4,4’-Dimethoxytritylchlorid geschiitzt, und die 3'-
OH-Gruppe wurde unter Standardbedingungen aktiviert und
zum gewiinschten Phosphoramidit 6 in einer Gesamtausbeute
von 5% tiber acht Stufen umgesetzt.

Das Phosphoramidit 6 wurde mithilfe einer ,,ultramilden®
DNA-Synthese nach bekannten Verfahren in Oligonucleo-
tide eingefiigt.”*>" Nach der Synthese wurden die Oligonu-
cleotide vom Tragermaterial abgespalten und mit Diisopro-
pylamin/Methanol (1:10) bei Raumtemperatur 15h lang
entschiitzt. Die Aufreinigung wurde mit HPLC durchgefiihrt,
und die Produkte wurden mit MALDI-TOF-MS analysiert.
Das beobachtete Molekulargewicht (7769.3) des Hauptpro-
dukts der Synthese stimmte mit dem berechneten Moleku-
largewicht (7768.3) des Oligonucleotids 7 iiberein, das die
NBOC-Gruppe an der N*- und die Chlorethylgruppe an der
OS-Position des modifizierten G-Restes enthiilt.
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Schema 2. Synthese des photoaktivierbaren O°-Chlorethylphosphor-
amidits 6: a) TBDMS-CI, TES-CI, Imidazol, DMF, —10°C—RT, 20 h,

98 %; b) NBOC-Im, [18]Krone-6, NaH, THF, RT, 3 h, 55%, c) TiPBS-Cl,
Et;N, DMAP, CH,Cl, 0°C, 3 h 81%; d) Chinuclidin, Ethylenglycol, THF,
0°C, 4 h, 72%; e) PPh;, CI;CCN, THF, 0°C, 20 min, 51 %,; f) TBAF,
TsOH, MeOH, THF, H,0, 0°C—RT, 26 h, 53%; g) DMTr-Cl, Pyridin,
RT, 2 h, 80%; h) (iPr,N),POC,H,CN, 5-(Ethylthio)-1H-tetrazol, CH,Cl,,
RT, 20 min, 80%. DMAP = 4-Dimethylaminopyridin, TBDMS-Cl = tert-
Butyldimethylsilylchlorid; TES-Cl = Chlortriethylsilan; TiPBS-Cl=2,4,6-
Triisopropylbenzolsulfonylchlorid; TBAF = Tetra-n-butylammoniumfluo-
rid; TSOH =p-Toluolsulfonséure; DMTr-Cl =4,4'-Dimethoxytritylchlorid.

OH

Nach der Synthese und Aufreinigung wurde Oligonucle-
otid 7 mit den komplementdren Oligonucleotiden (8-11;
Abbildung 1) mittels Denaturierung durch Hitze und lang-
sames Abkiihlen in wissrigem Phosphatpuffer (pH 7.4) hy-
bridisiert. Die komplementdren Oligonucleotide enthielten
ein fluoreszierendes Molekiil (Cy3) am 5'-Ende sowie varia-
ble Basen (N=C, T, A, G) gegeniiber der ICL-Vorstufe. Die
entstandenen Duplexe wurden drei Minuten mit 365-nm-
Laserlicht bestrahlt, um die NBOC-Gruppe zu entfernen."%
Nach der Bestrahlung wurden die Oligonucleotide 17 h bei
37°C inkubiert und die Produkte mit denaturierendem Po-
lyacrylamidgel (15%) aufgetrennt (Abbildung 1). Alle vier
bestrahlten DNA-Sequenzen ergaben einzelne Produkte, die
eine geringe elektrophoretische Mobilitidt aufwiesen, iiber-
einstimmend mit der Bildung von ICL-Duplex-DNA (Ab-
bildung 1). Hohere Ausbeuten wurden erzielt, wenn sich an-
stelle von Purinen (dA und dG) Pyrimidine (dT und dC) ge-
geniiber der ICL-Vorstufe befanden. Fiir die Charakterisie-
rung der Produkte der Reaktion mit Pyrimidinen wurde
HPLC zur Isolierung der ICL-Duplex-DNAs 12 und 13 ge-
nutzt (Abbildung 2). Gemid3 MALDI-TOF-MS waren die
molekularen Massen der ICL-DNA-Produkte (12: 15245.0,
13: 15263.0) in exzellenter Ubereinstimmung mit den be-
rechneten Werten (12: 15245.2, 13: 15259.0). Im Unterschied
dazu ergaben die Proben, die ohne Bestrahlung bei 365 nm
vorbereitet wurden, keine detektierbare ICL-Bildung (Ab-
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Abbildung 1. a) Crosslink-Reaktion. b) Analyse der ICL-Bildung mithilfe
denaturierender Polyacrylamidgel-Elektrophorese (DPAGE). Die Bildge-
bung erfolgte unter Nutzung der Cy3-Fluoreszenzemission.
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Abbildung 2. HPLC-Analyse der Crosslink-Bildung nach der Photoent-
schitzung. a) Chromatogramm einer rohen Reaktionsmischung aus
den Oligonucleotiden 7 und 8 mit dem ICL-Produkt 12. b) Chromato-
gramm einer rohen Reaktionsmischung aus den Ausgangssubstanzen
7 und 9 mit dem ICL-Produkt 13. Bu = Pufferkomponente. Wellenlinge
der Detektion: 260 nm.

bildung 1). Diese Befunde zeigen, dass die Entfernung von
NBOC eine Erfordernis fiir die effiziente ICL-Bildung ist.
Um die Strukturen der Crosslinks in 12 und 13 bestimmen
zu konnen, wurden die aufgereinigten Oligonucleotide mit
Snake-Venom-Phosphordiesterase, Exonuclease III  und
Shrimp-Alkaline-Phosphatase verdaut. Die Rohprodukte
jeder Reaktionsmischung wurden mit HPLC und MS analy-
siert (Abbildung 3). Zusitzlich zu den vier bekannten Nuc-
leosiden waren in den Chromatogrammen auch die ICL-
Dinucleotide ,, 15 und ,,16“ zugegen. Dinucleotid 15 war
identisch in seiner Retentionszeit und seinem hochauflésen-
den Massenspektrum zur authentischen Vergleichsprobe
N'(dG)-Ethyl-N*(dC), die ausgehend von O°-(2-Fluorethyl)-
2'-desoxyguanosin hergestellt wurde (Schema 3). Coinjektion

Angew. Chem. 2012, 124, 35233526
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Abbildung 3. HPLC-Analyse des enzymatischen Verdaus der Crosslink-
Oligonucleotide 12 (a) und 13 (b). Wellenlidnge der Detektion: 260 nm.
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Schema 3. Synthese von N'(dG)-Ethyl-N’(dC)-Dinucleosid 15 gemif}
Vorschrift.?*! a) Nal, DMSO, 55°C, 11 Tage, 10%. dRib =2'-Desoxyribo-
se.

von 15 mit einer Rohmischung des Verdaus verifizierte zu-
sdtzlich die Struktur des gebildeten ICL (siehe Hintergrund-
informationen). Das hochaufgeldste Massenspektrum von 16
war in Einklang mit einem G-T-Crosslink (siche Hinter-
grundinformationen). Diese Befunde demonstrieren, dass
DNA, die einen O°(2-Chlorethyl)-2'-desoxyguanosinrest
enthilt, mit einem C-, T-, A- oder G-Rest im gegeniiberlie-
genden Strang reagieren kann, und lassen vermuten, dass das
als Zwischenprodukt angenommene N',0°-Ethylenguanin-
kation, das nach der Entfernung von NBOC gebildet wird, ein
hochreaktives und unspezifisches Elektrophil ist.

Der angenommene Mechanismus der G-C-Crosslink-
Bildung mit BCNU wurde erstmals 1982 von Ludlum et al.
vorgeschlagen (Schema 1),” jedoch nie wirklich gepriift.
Vorangegangene mechanistische Studien fokussierten sich
auf die Analyse komplexer Produktmischungen, die nach
Zugabe von BCNU zu Duplex-DNA entstanden.*” Unsere
orthogonale Strategie fiir die Synthese von ICL-DNA nutzt
den gleichen mechanistischen Weg wie den von Ludlum
vorgeschlagenen und liefert das exakt gleiche N'(dG)-Ethyl-
N3(dC)-Addukt, das nach dem enzymatischen Verdau
BCNU-behandelter genomischer DNA isoliert wurde.[”
Daher stiitzen unsere Befunde den vorgeschlagenen ICL-
Mechanismus, und dariiber hinaus liefern wir die erste To-
talsynthese von DNA mit einem biologisch relevanten
N'(dG)-Ethyl-N*(dC)-Crosslink. Im Gegensatz zur BCNU-

www.angewandte.de

Chemie

3525



Angewandte

3526

Zuschriften

behandelten Duplex-DNA generiert unser Verfahren homo-
gene ICL-Duplex-DNA in ausreichender Menge fiir zukiinf-
tige biophysikalische und biologische Analysen.

Zusammenfassend haben wir eine neue Strategie fiir die
Synthese o6rtlich definierter ICLs unter Nutzung eines an N?
photoaktivierbaren ~ O°-(2-Chlorethyl)guanins entwickelt.
Wihrend das Prinzip des ,,Photocaging” und Freisetzungs-
strategien fiir die Regulierung von molekularen Erken-
nungsschnittstellen weit verbreitet sind,*” entsprechen
unsere Befunde nach unserem besten Wissen dem ersten
Beispiel fiir eine photoinitiierte Reaktion zwischen biologi-
schen Makromolekiilen, die durch die Freisetzung eines la-
tenten Elektrophils erreicht wird. Diese Strategie sollte auch
in anderen Situationen, in denen hoch reaktive alkylierende
Zwischenprodukte fiir die oOrtlich definierte kovalente Mo-
difizierung in wissrigem Medium verwendet werden, nutzbar
sein.

Experimenteller Teil

DPAGE-Analyse: Frische DNA-Losungen mit 1.2 pm 7und 1 pm 8, 9,
10 oder 11 (bezogen von Sigma Aldrich) in 20 mm Phosphatpuffer
(pH 7.4) mit 270 mM NaCl und 5.4 mm KCl (Gesamtvolumen 20 pL)
wurden hergestellt. Fiir die Hybridisierung der DNA-Stringe wurden
die Proben 1 min auf 80°C erhitzt und langsam (2 h) auf Raumtem-
peratur abgekiihlt. Die Proben wurden anschlieBend mit 365-nm-
Licht (3500 mW cm™?) mithilfe eines LED-Pen-Lasers (Abecon AG)
3 min bei Raumtemperatur bestrahlt und 17 h bei 37°C inkubiert.
5 pL jeder Probe wurden mit 10 pL. Auftragungspuffer (50 % Form-
amid, 9 mMm Tris-Base/Borsdure, 0.2 mm EDTA, 6 M Harnstoff, Spuren
von Bromphenolblau) verdiinnt, und zusétzlich wurden 5 mg Harn-
stoff dazugegeben. Die Proben wurden 2 min auf 80 °C erhitzt und auf
ein 15-proz. Polyacrylamidgel (19:1-Verhiltnis von Acylamid zu
Bisacrylamid mit 8M Harnstoff und 14 mm Tris-Base/Borsiure,
0.3 mm EDTA) aufgetragen und 80 min bei 100 V aufgetrennt. Die
Gele wurden mithilfe eines Flachbettscanners, der mit einer Cy3-
Detektion ausgestattet ist, abgebildet (Typhoon 9400, GE Healthcare
Bioscience-AB).

Préparative Synthese von Crosslink-DNA: Oligonucleotid 7
(6.5 um) wurde mit Oligonucleotid 8 oder 9 (4 um) in 20 mm Phos-
phatpuffer (pH 7.4) mit 420 mm NaCl, 5.4 mm KCl und 8 mm Nal
(Gesamtvolumen: 1 mL) gemischt. Die Proben wurden wie oben
beschrieben hybridisiert und photoentschiitzt. Die Produkte wurden
unter Verwendung eines Varian-Pro-Star-HPLC-Systems und einer
C-18-Reverse-Phase-Siule (YMCbasic, B-22-10P 150 x 10 mm) auf-
getrennt, mit einem linearen Gradienten von 3-40% CH;CN in 0.1m
Triethylammoniumacetat-Puffer (pH 7) iiber 26 min. Die zu den
Crosslink-DNAs 12 und 13 gehorenden Fraktionen wurden gesam-
melt und lyophilisiert. MALDI-TOF-MS: 15245.2 (12; ber.: 15245.2);
15263.0 (13; ber.: 15259.0).
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