Einleitung

Die Entwicklung der Biochemie, die aus den drei groBen naturwissenschaftlichen
Disziplinen Biologie, Physik und Chemie hervorgegangen ist, erlebte in den letzten
Jahrzehnten eine geradezu stirmische Entwicklung, die ihren Hohepunkt in der
Aufklarung des menschlichen Genoms fand.™ Dabei liegt die Faszination dieses
Faches nicht nur in der Beschreibung von Biomolekiilen und ihren Interaktionen,
sondern sehr wesentlich in der Beantwortung der Frage nach der Funktion der
einzelnen Biomolekdile zur Aufrechterhaltung des Lebens.™

Neben den Nukleinsduren nehmen die Proteine (griech. protos = erstes oder an
erster Stelle) einen besonderen Stellenwert ein, wenn es um die zentralen
Bausteine des Lebens auf der Erde geht. Dabei flihrten die revolutionaren
Erkenntnisse Gber den Aufbau der DNA (engl. Deoxyribonucleic acid) zum zentralen
Dogma in der Biochemie, die den Weg der Informationsiibertragung lber die

31 Dije Proteine und

Replikation, Transkription und Translation beschreibt.
insbesondere die Gruppe der Enzyme, die die Endprodukte des beschriebenen
Informationsweges darstellen, sind flr eine Vielzahl von biologischen Funktionen
in  Organismen verantwortlich. Somit sind die Proteine die molekularen
Werkzeuge, mit denen die genetische Information exprimiert wird.™ 1hr Aufbau

wird durch relativ einfache monomere Untereinheiten, den 20 beziehungsweise 22

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persdnlichen Gebrauch.
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proteinogenen Aminosauren beschrieben. Aus dieser Primarstruktur leiten sich die
Sekundarstrukturelemente wie a-Helix und B-Faltblatt ab, die wiederum zur
Ausbildung der Tertiarstruktur fihren und fir die Spezifitdit und Funktion des
Proteins verantwortlich sind. Die Unterscheidung zwischen Protein und Enzym
resultiert in erster Linie aus der Funktion des Polypeptids, ob es sich dabei um eine
strukturbildende (Protein) oder eine katalytisch aktive Einheit (Enzym) handelt.

Neben den Proteinen ist auch die DNA, die als Trager der Erbinformation eine
zentrale Rolle in der Reihe der Biomolekile einnimmt, an vielen regulatorischen
Prozessen beteiligt. Der Grund hierfiir liegt in der Fahigkeit der DNA zahlreiche
Sekundarstrukturen auszubilden, wobei die DNA-Sequenz von ausschlaggebender
Bedeutung fir die Interaktionen mit weiteren Biomolekilen ist. Dabei ist fiir ein
DNA-Oligomer mit einer beliebigen Basenabfolge die B-Konformation unter
physiologischen Bedingungen die stabilste Form.™ Allerdings koénnen partiell
entwundene Einzelstrang-Sequenzen, die repetitive DNA-Abschnitte aufweisen,

Bl Diese

unter bestimmten Bedingungen besondere Strukturen einnehmen.
Sequenzen haben das Potential non-B-DNA-Strukuren, wie beispielsweise Haar-
nadel-Strukturen, Triplex-Strukturen, A-Motive, G-Quadruplex-Strukturen oder die
linksgangige Z-DNA, deren Funktionen in Organismen bislang nur zum Teil geklart
sind, auszubilden.'®®! Die repetitiven Sequenzen, die zur Ausbildung von non-B-
DNA-Strukturen neigen, kdnnen zu einer genetischen Instabilitdt fiihren und bilden
somit eine mogliche Grundlage von Krankheiten.”% Die luckenlose Aufklarung der
Funktionen der unterschiedlichen Strukturen und Motive im Organismus ist daher

Gegenstand der aktuellen Forschung.

In dieser Arbeit werden in erster Linie Projekte, die sich mit der Synthese von
modifizierten Nukleosiden und Nukleotiden zum Einbau in Oligonukleotide oder
zur gezielten Untersuchung mit Enzymen befassen, vorgestellt. Bei dem Einbau der
modifizierten Derivate in eine Oligonukleotid-Sequenz steht die Kontrolle und
Untersuchung von DNA-Sekundarstrukturen im Vordergrund.

Die in Kapitel 1 beschriebenen Synthesen von 2'-Desoxyguanosin- und Guanosin-
Derivaten sollen zu kovalent fixierten Spironukleosiden in syn-Konformation
fihren. Die syn-Konformation von Purin-Basen, insbesondere von 2'-Desoxy-
guanosin, stellt dabei ein wichtiges Kriterium fir die effektive Induktion der Z-DNA-
Konformation dar. Daher sollte durch den Einsatz der Spironukleoside die Z-DNA-
Konformation bevorzugt ausgebildet werden.
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Im zweiten Kapitel steht der Einbau von 8-Vinylguanin in DNA- und RNA-
Oligonukleotid-Sequenzen im Vordergrund. Neben der Synthese der Phosphor-
amidit-Bausteine fiir die automatisierte DNA- und RNA-Festphasensynthese wird
der Einbau des zugehorigen Triphosphats mittels enzymatischer Reaktionen
beschrieben. Der Baustein 8-Vinylguanin zeichnet sich durch seine exzellenten
Fluoreszenzeigenschaften und der geringen Modifikation gegeniber der
natlrlichen Nukleobase Guanin aus. Daher kénnte 8-Vinylguanin als potentielle
Fluoreszenzsonde zur Untersuchung beispielsweise von DNA-Konformationen oder
DNA-Hybridisation dienen. Bislang findet auf diesem Gebiet nur die Verbindung 2-
Aminopurin Verwendung. Allerdings erfordert diese Verbindung aufgrund der
niedrigen Quantenausbeute hohe Konzentrationen an Oligonukleotid und stellt in
erster Linie ein Adenin-Analogon dar. Die Verbindung 8-Vinylguanin kdnnte sich
daher auf dem Gebiet der fluoreszierenden Nukleinsdauren als wertvolle
Alternative zum 2-Aminopurin erweisen.

Das dritte Kapitel befasst sich mit der Anderung der Nukleotid-Spezifitat der RNA-
Helikase Hera, einer thermophilen DEAD-Box Helikase aus Thermus thermophilus.
Die Anderung der Nukleotid-Spezifitit des Enzyms und die anschlieBenden Unter-
suchungen setzen die Synthese eines modifizierten Triphosphats auf Adenosin-
Basis voraus. Die Synthese und Aufreinigung der Verbindung 8-Oxo-adenosin-5'-
triphosphat und die abschlieRenden Untersuchungen mit dem Enzym Hera und
einer Q28E-Mutante werden detailliert in diesem Kapitel beschrieben.

Ahnlich dem vorangegangenen Kapitel setzen die Untersuchungen mit dem Enzym
Orotidin-5'-monophosphat Decarboxylase (OMPD), welche in Kapitel 4
beschrieben werden, die Synthese von modifizierten Nukleotid-Derivaten voraus.
Das Enzym OMPD zeichnet sich unter anderem durch seine enorme katalytische
Aktivitat aus und stellt den letzten Schritt in der de novo Biosynthese von
Pyrimidin-Nukleotiden dar. Der Mechanismus der Decarboxylierung von Orotidin-
5'-monophosphat (OMP) zu Uridin-5'-monophosphat (UMP) wird seit vielen Jahren
untersucht und kontrovers diskutiert. Die Synthese von modifizierten Uridin-5'-
monophosphat-Derivaten an Position C6 der Nukleobase, die in dieser Arbeit
beschrieben werden, sollen dabei Hinweise auf einen moglichen Mechanismus
liefern.

Im letzten Kapitel steht wieder die Kontrolle von DNA-Sekundarstrukturen durch
Nukleoside mit einem Azobenzol-Photoschalter im Vordergrund. Der Einsatz von
reversiblen Photoschaltern auf dem Gebiet der Nukleinsaurechemie fand in den
letzten Jahren eine vermehrte Anwendung und flhrte bereits in biologischen
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Systemen zur gezielten Kontrolle von Prozessen durch eine externe Lichtquelle.
Der Ansatz in dieser Arbeit ist die Synthese von natirlichen Nukleosiden auf
Adenosin-Basis, die an der Zucker-Einheit mit einem Azobenzol-Photoschalter
modifiziert sind. Allerdings ist fiir die Einpassung des Photoschalters in den DNA-
Doppelstrang nicht die in RNA naturliche ribo- sondern die sogenannte arabino-
Konfiguration vorgesehen. Abschlieend sollen die zugehdérigen Phosphoramidit-
Bausteine der Verbindungen synthetisiert und der Einfluss der cis-trans-lsomeri-
sierung auf das System untersucht werden. Dabei soll die Photoisomerisierung der
Azobenzol-Einheit zu einer Bevorzugung bestimmter DNA-Sekundarstrukturen
oder zumindest zur Stabilisierung oder Destabilisierung des DNA-Doppelstranges
flhren.
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Kapitel 1

Synthese eines Spironukleosids
zur Induktion von Z-DNA

1.1 Die Z-DNA™

1.1.1 Struktur und Eigenschaften

Die Speicherung der genetischen Information und die Weitergabe an die jeweils
nachste Generation ist eine fundamentale Voraussetzung fiir das Leben. Diese
wichtige Aufgabe wird von der DNA (engl. Deoxyribonucleic acid) iibernommen.™
Die Aufklarung der Sekundarstruktur der DNA durch Watson und Crick im Jahre
1953 legte den Grundstein fiir das heutige Verstindnis der DNA.Z Nach
bisherigem Kenntnisstand kann die DNA etwa 20 Konformationen einnehmen, die
unter den Oberbegriffen A-, B-, C-, D- und Z-DNA zusammengefasst werden.™>**!

Mononukleotide bilden die einzelnen Bausteine der DNA-Oligomere. Diese
Nukleotide bestehen aus einem Phosphatrest, einer Desoxyribose und einer
Nukleobase. Zu den vier kanonischen Nukleobasen zahlen Guanin und Adenin als

' Die einzelnen

Purinbasen und Thymin und Cytosin als Pyrimidinbasen.
Nukleobasen kdnnen spezifische Wasserstoffbriicken untereinander ausbilden, die

als Watson-Crick-Basenpaarung bezeichnet wird. Im reguldren Fall paart Adenin
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Synthese eines Spironukleosids zur Induktion von Z-DNA

unter der Ausbildung von zwei Wasserstoffbriicken mit Thymin sowie Guanin unter
der Ausbildung von drei Wasserstoffbriicken mit Cytosin.[2'3] Fiir ein DNA-Oligomer
mit einer beliebigen Basensequenz ist die B-DNA unter physiologischen
Bedingungen die stabilste Struktur (Abbildung 1, Iinks).[4] Dabei handelt es sich um
eine rechtsgangige und antiparallele Doppelhelix mit einer Wiederholungseinheit
von einem Nukleotid. Die gepaarten Nukleobasen liegen dabei im Zentrum der
Helix, wobei das Helixrickgrat durch die Zucker- und Phosphatreste ausgebildet
wird. Aufgrund der genannten Eigenschaften kommt es zur Ausbildung von zwei
Furchen, die in groBe und kleine Furche unterschieden werden.™™ In diesen
Furchen findet die sequenzspezifische DNA-Erkennung durch andere Biomolekile

statt. Dabei spielt in der Regel die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zu den
[14]

Nukleobasen eine entscheidende Rolle.

Abbildung 1: Vergleich von zwei unterschiedlichen DNA-Konformationen. links: B-DNA, rechts: Z-
DNA.™

Die DNA ist in der Lage zahlreiche Sekundarstrukturen auszubilden und ist
aufgrund dieser Fahigkeit an vielen regulatorischen Prozessen beteiligt.“sl Flr
diese Prozesse ist die DNA-Sequenz von ausschlaggebender Bedeutung. Viele
Interaktionen von Proteinen und kleinen Molekiilen mit der DNA finden dabei tber
lokale Anderungen der Konformation, wie Abknicken oder Biegen statt. Allerdings
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Synthese eines Spironukleosids zur Induktion von Z-DNA

kann auch eine Anderung der Helizitit, von rechts- auf linksgingig, Ausgangspunkt
fur Interaktionen sein.™>'" Dieser Ubergang der Helizitit ruft einige gravierende
strukturelle Verdnderungen hervor. Eine dieser Anderungen ist die Anordnung der
Phosphatester-Gruppen auf der AuRenseite der Helix, wodurch ein Zick-Zack-
formiges Erscheinungsbild entsteht, das dieser DNA-Konformation den Namen Z-
DNA einbrachte (Abbildung 1, rechts).

Des Weiteren nehmen auch die monomeren Einheiten eine andere Konformation
als in der rechtsgangigen B-DNA ein. Dabei liegen die Nukleobasen in Z-
Konformation abwechselnd in anti beziehungsweise syn, bezogen auf den
Zuckerring, vor. Die Purinbasen nehmen die energetisch unglinstige syn-
Konformation ein, wobei die Pyrimidinbasen in der energetisch glinstigeren anti-
Konformation bleiben (Abbildung 2). Diese Alternanz von syn und anti ist dabei fiir

die Ausbildung der Z-DNA-Konformation notwendig.!**®

syn-Desoxyguanosin anti-Desoxyguanosin
C3-endo C2-endo

Abbildung 2: Syn- beziehungsweise anti-Konformation des 2'-Desoxyguanosins. Zusatzlich sind die

unterschiedlichen Zuckerkonformationen dargestellt.”s]

Ein zusatzlicher Unterschied liegt in der Konformation der Purin-Desoxyribose. In
der Z-Konformation wechselt die Desoxyribose ihre libliche Konformation von C2'-
endo nach C3'-endo (Abbildung 2). Durch diesen Konformationswechsel kommt es
zu einer repulsiven Wechselwirkung zwischen dem Substituenten an Position C5'
und der Nukleobase.'>'®' Die alternierende Nukleotid-Konformation und der
Verlauf des Rickgrats haben zur Folge, dass im Fall der Z-DNA die
Wiederholungseinheit ein Dinukleotid ist. Zusatzlich wird die groBe Furche durch
eine vorgewolbte Flache ersetzt. Diese wird aus den Hoogsteen-Flanken der
Nukleobasen gebildet. Die kleine Furche ist im Vergleich zur B-DNA schmaler und
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Synthese eines Spironukleosids zur Induktion von Z-DNA

tiefer. In der nachfolgenden Tabelle 1 sind die wichtigsten Unterschiede zwischen
B-DNA und Z-DNA dargestellt.

Eigenschaften B-DNA Z-DNA
Helikaler Drehsinn rechtsgangig linksgangig
Durchmesser 20 A 18 A
Ganghohe 34 A 45 A
Basenpaare pro Windung 10 12
Steigh6he pro Basenpaar 3.4A 3.7A
Drehwinkel pro Dinukleotid 72° 60°
Monomere Einheit Mononukleotid Dinukleotid
Zuckerkonformation C2'-endo C2'-endo/C3'-endo
Nukleosidkonformation anti anti/syn

Tabelle 1: Darstellung der unterschiedlichen Eigenschaften von B-DNA und Z-DNA.

Durch die strukturellen Eigenschaften der Z-Konformation kénnen nur bestimmte
Sequenzen diese spezielle Helixform annehmen. Dabei ist das wichtigste Kriterium
die strenge Alternanz von Purin- und Pyrimidinbasen.llg] Eine Abweichung von
dieser Regel kann durch die Arbeit mit Z-DNA bindenden Proteinen oder chemisch

[20

modifizierten Nukleotiden erreicht werden."” Experimente haben gezeigt, dass

d(GC),-Sequenzen oder d(CG),-Sequenzen sehr viel einfacher die Z-Konformation

einnehmen, als Sequenzen die A-T-Basenpaare enthalten.*®!

Die Z-Konformation kann in vitro durch verschiedene Maoglichkeiten induziert
werden, ohne dabei modifizierte Nukleotide zu verwenden. Die haufigste und
einfachste Methode ist das Arbeiten bei hohen Salzkonzentrationen. Bei diesen
Experimenten werden 4.5M Natriumchlorid- oder 0.7M Magnesiumchlorid-
Losungen verwendet."®*  Die Auswirkung hoher Salzkonzentrationen kann

theoretisch einfach erklirt werden.

Nin Losungsmitteln mit niedriger lonenstarke,
wie Wasser oder verdiinnten Loésungen monovalenter Kationen, ist im Fall der B-

DNA der elektrostatische Anteil der Freien Energie niedriger.m] Das hangt damit
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zusammen, dass die Phosphatgruppen der B-DNA weiter in das Losungsmittel
eintauchen koénnen.®Y zusitzlich tritt eine Verminderung der elektrostatischen
AbstoRung zwischen den Phosphatgruppen des Riickgrats durch die Kationen auf.
Dieser Effekt sollte aufgrund des geringeren Phosphat-Phosphat-Abstands in der Z-
Form ausgepragter sein als in der B-Form.

Eine weitere Moglichkeit die Z-Konformation zu induzieren, ist die Verwendung
von Additiven, wie hochvalenten Ubergangsmetallkationen (Cobalt (llI), Zink (I1),
Kupfer (1), Mangan (II) und Mangan (lll)) oder Polyaminen. Diese Additive fiihren
schon in niedrigen Konzentrationen zur Ausbildung der Z-Form.™®??l Auch dieser
Befund kann erklart werden. Die verwendeten Additive bilden im Gegensatz zu
den Alkali- und Erdalkalimetallen in wassrigen Losungsmitteln koordinative
Bindungen zum N’-Atom der Guaninbasen aus. Dieses Stickstoffatom hat eine
deutlich einfachere Zuganglichkeit im Fall der Z-DNA als im Fall der B-DNA.
Dadurch sind die Z-DNA-Komplexe mit den beschriebenen Ubergangsmetallen

stabiler als die B-DNA-Komplexe."

1.1.2 Die Z-DNA und ihre biologische Relevanz

Wahrend der Replikation und Transkription liegt die DNA-Doppelhelix als partiell
entwundene Einzelstrang-Sequenz vor. Einige dieser entwundenen Einzelstrang-
Sequenzen weisen repetitive DNA-Sequenzen auf. Unter bestimmten Umstdanden
nehmen diese repetitiven DNA-Sequenzen besondere Strukturen ein. Die
Sequenzen haben das Potential non-B-DNA-Strukturen einzunehmen, wie zum
Beispiel die linksgangige Z-Form der DNA.P! Dieser Zusammenhang zwischen der
Ausbildung der linksgangigen Z-Form und der transkriptorischen Aktivitat wurde
schon frih angenommen, allerdings ist es schwer diese Hypothese
abzusichern.”?! Fiir diese Theorie spricht die Lage der zur Ausbildung der Z-Form
befahigten Sequenzabschnitte. Diese sind zu 80% nahe dem Transkriptions-
startpunkt in der Promoterregion lokalisiert.””®! Des Weiteren wurde beobachtet,
dass DNA-Sequenzen, die einem helikalem Stress unterliegen, leichter in die Z-
Form U(bergehen. Dieser Prozess des negativen supercoiling geht mit der
Verringerung der Windungszahl einher. Durch diese Konformationsanderung wird
eine Torsionsspannung in der DNA verursacht, welche den Ubergang in die Z-Form
verringert. Gleichzeitig wird Energie, die zur Stabilisierung der Z-DNA dient,
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freigesetzt.[26’27] Ein weiterer Punkt erschwert die Aufklarung der biologischen
Relevanz der Z-DNA. Bis heute sind nur wenige Molekiile oder Proteine bekannt,
die selektiv an Z-DNA binden.*!

Rich et al. lieferten durch die Kristallisation einer B-Z-junction mit Hilfe eines Z-DNA
induzierenden Proteins den Grundstein flir ein detailliertes Modellsystem
(Abbildung 3).1% Dieses Modellsystem zeigt, dass durchgangig n-n-Stapelwechsel-
wirkungen zwischen den Nukelobasen, auch an den Ubergingen, vorhanden sind.
Zu Beginn wird von einem Bruch der Basenpaarung ausgegangen, gefolgt von
einem Herausdrehen der entsprechenden Basen aus der Helix. In Folge des
Herausdrehens kommt es zu einem Umklappen der Basen, indem die Purinbasen
um die glykosidische Bindung in die syn-Konformation rotieren. Die Pyrimidinbasen
hingegen drehen sich mit der entsprechenden 2'-Desoxyriboseeinheit, so dass die
anti-Konformation erhalten bleibt. Durch diesen Vorgang wird eine konformelle
Spannung aufgebaut. Die benachbarte Basenpaarung wird gebrochen und die
Nukleobasen drehen sich heraus. Dieser Vorgang setzt sich nach dem
ReiBverschlussprinzip so lange in beide Richtungen fort, bis Sequenzen auftreten,
die nicht in der Lage sind, die Z-Konformation auszubilden. An dieser Stelle bleiben
die Nukleobasen aus dem Doppelstrang herausgedreht und es bildet sich eine B-Z-

junction aus.?®

Abbildung 3: Kristallstruktur einer B-Z-junction. links: B-Z-Ubergang ohne Enzym. In rot und gelb
sind die herausgedrehten Nukleobasen Adenin und Thymin dargestellt. rechts: B-Z-Ubergang mit
dem Enzym ADAR1 (PDB: 2ACJ).®
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Das Enzym dsRNA-Adenosindeaminase (ADAR1) ist der &dlteste und am besten
untersuchte Vertreter der Familie der Z-DNA bindenden Proteine und wurde
erstmals aus Hiihnerblut isoliert.”” ADAR1 deaminiert in doppelstrangiger RNA
Adenosin zu Inosin, welches dann als Guanosin transkribiert wird. Durch diesen
Austausch nimmt ein Guanin die Stelle eines Thymins im komplementaren Strang
ein und hat somit einen Einfluss auf die transkribierte Aminosauresequenz und
auch auf die Struktur und Funktion des Proteins. Das Enzym besteht aus den zwei
homologen Untereinheiten Za und ZB, die zusammen als Zab bezeichnet werden.
Von den beiden Untereinheiten ist Za die Bindungsdomane fir Z-DNA/Z-RNA. Sie
befindet sich am N-Terminus des Proteins und weist eine kompakte a/B-
Architektur auf. Diese besteht aus drei a-Helices und drei flankierenden
antiparallelen B-Faltblattern (Abbildung 4).5°

Abbildung 4: Komplex aus einem Z-DNA Doppelstrang [d(CGCGCG),] und zwei Za-Doménen
(ADAR1) (PDB: 1QBJ).*”

Dieses Motiv der Untereinheit Za zahlt somit zu der groflen Familie der HTH-
Proteine (helix turn helix). Jedes Mitglied dieser DNA bindenden Proteine weist
eine einzigartige Orientierung der DNA-Erkennungshelix auf. HTH-Proteine sind
damit in der Lage an rechtsgangige Konformationen sowie an geknickte DNA zu
binden. ADAR1 stellt daher eine Besonderheit in der Familie der HTH-Proteine dar,
da die Untereinheit Za eine Spezifitat fir Z-DNA hat.®¥ HTH-Proteine nutzen fir
die DNA Erkennung die Nukleobasen in der groflen Furche. Im Fall von ADAR1
findet die Erkennung allerdings ausschlieRlich mit der charakteristischen Riickgrat-
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konformation der Z-DNA statt. Zusatzlich wird eine Wasserstoffbriicke zu einem
C8-Atom eines Guanins in syn-Konformation ausgebildet. Durch die sehr hohe
Spezifitat ist die Untereinheit Za in der Lage auch bei einem sehr viel hdheren
Uberschuss an B-DNA selektiv an Z-DNA zu binden.?%%

Wie beschrieben findet die Z-DNA Erkennung bei ADAR1 hauptsachlich lber
ionische Wechselwirkungen mit dem Phosphatriickgrat statt. Durch diese Tatsache
bindet die Untereinheit Za auch an d(TA),-Oligomere und ist in der Lage die Z-
Konformation auch bei diesen Oligomeren zu induzieren. Die Induktion der Z-
Konformation tritt in Anwesenheit der Untereinheit Za schon bei niedrigen
Salzkonzentrationen ein. Dies ist ein sehr bemerkenswerter Befund, da die
Induktion der Z-Konformation der d(TA),-Oligomere in Abwesenheit der
Untereinheit Za auch bei sehr hohen Salzkonzentrationen nur teilweise gelingt.?*

Der genaue Zusammenhang zwischen der Funktion des Enzyms ADAR1 und seinen
Eigenschaften (Deaminierung von Adenosin und Bindung an Z-DNA-Sequenzen) ist
bis heute noch nicht geklart. Es wird jedoch vermutet, dass durch die Bindung der
zwei homologen Untereinheiten Za und ZB an die Z-DNA, die wahrend der
Transkription entsteht, ADAR1 in bestimmten Regionen eines Gens lokalisiert wird.
Dadurch ist ein direkter Einfluss auf die Transkription eines Gens oder sogar dessen

Blockade méglich.[34’35]

In den Folgejahren wurden weitere Proteine mit sehr dhnlichen Bindungsmodi und
Erkennungseinheiten aus sehr unterschiedlichen Organismen identifiziert. Die
Funktion der identifizierten Proteine ist dabei sehr unterschiedlich. Ein Vertreter
ist das humane Protein DLM-1 (auch als ZBP1 — Z-DNA binding protein 1 —
bezeichnet) (Abbildung 5). Diesem Protein werden Funktionen in der Interferon-

36371 Untersuchungen haben gezeigt, dass es an

antwort zugeschrieben.
cytosolische DNA bindet und fiir verschiedene Signalketten in der Immunantwort
verantwortlich ist. Andere Vertreter sind zum Beispiel das aus Zebrafischen
isolierte Protein PKZ, welches die Funktion der Proteinkinasen von Saugetieren
Ubernimmt, oder das Protein E3L, welches von Pockenviren gebildet wird und von

entscheidender Bedeutung fir die Virulenz der verschiedenen Virenstamme
. . [38,39]
Ist.

Die beschriebenen Proteine weisen alle eine Za-Einheit auf. Durch diese Einheit
sind die Proteine in der Lage an Oligomere mit unterschiedlicher Sequenz zu

binden, aber auch DNA-Oligomere mit ungeeigneter Sequenz in die Z-

40]

Konformation zu uberfiihren."*®! Ihre Funktion liegt daher nicht hauptsachlich in
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der Erkennung von Z-DNA, sondern eher in der konformationellen Kontrolle von

DNA-Sequenzen als Bestandteil von zelluldren Signalkaskaden.ml

Abbildung 5: Komplex aus einem Z-DNA Einzelstrang [5'-d(TCGCGCG)] und einer Za-Domane
(DLM-1) (PDB: 1J75).B"

1.1.3 Induktion der Z-Konformation durch modifizierte Nukleotide

Die Z-DNA weist einige spezifische Unterschiede, wie zum Beispiel die
Zuckerkonformation oder die Orientierung der Nukleobase im Doppelstrang, zu
der unter physiologischen Bedingungen stabilen B-DNA auf. Diese
charakteristischen Merkmale kénnen genutzt werden, um gezielte chemische
Modifikationen vorzunehmen. Schon friih wurden systematisch modifizierte
Nukleotide eingesetzt, um die DNA in die Z-Konformation zu Uberfiihren. Diese
Methode bietet im Vergleich mit der Verwendung von hohen Salzkonzentrationen
oder der Verwendung von Additiven die Mdglichkeit, bestimmte DNA-Sequenzen
unter physiologischen Bedingungen in Z-Konformation zu untersuchen.™ Das
bekannteste Beispiel ist die von Rich et al. vorgestellte Methode mehrfach
bromierter Oligomere, um selektiv mit Hilfe der Affinitatschromatographie Z-DNA
bindende Proteine aufzufinden.**? Dabei wurden die Oligomere in Gegenwart
von 4Mm Natriumchlorid-Lésung mit Brom versetzt. Durch die gezielte Umsetzung
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werden die Position C8 der Guaninbase und die Position C5 der Cytosinbase
bromiert.** Die Bromierung dieser Positionen stabilisiert sehr effektiv die Z-
Konformation, so dass Oligomere des Typs d(CG), selbst nach Entfernen des Salzes

B Auf Grundlage dieses

aus der Losung in der Z-Konformation bleiben.
Experiments wurden gezielt modifizierte Bausteine synthetisiert und in
Oligonukleotide eingebaut. In erster Linie fanden bromierte und methylierte
Guanin- und Cytosin-Derivate Verwendung (Abbildung 6). Diese wurden dann
zielgerichtet auf ihre stabilisierende Wirkung der Z-Konformation untersucht.!***¢
Zur Stabilisierung der Z-Konformation miissen nicht zwingend alle Nukleobasen
bromiert sein, jede dritte oder flinfte Nukleobase reicht aus um in Gegenwart von

150mm Natriumchlorid-Losung die Z-Konformation zu induzieren.

0 o NH; NH,
Br—<’N )\ Me%/N )\ Br\filo \(LA
HO o) HO o

Abbildung 6: Bromierte oder methylierte Guanin- und Cytosin-Nukleobasen, die die Z-
Konformation in einem Oligonukleotid induzieren kdnnen.

Der entscheidende Effekt zur Ausbildung der Z-Konformation kann bei den Cytosin-
modifizierten Derivaten mit Hilfe des Hydratationseffektes erklart werden. Dabei
sind hydrophobe Substituenten an Position C5 der Nukleobase in der B-DNA stark
exponiert, wohingegen in der Z-DNA Van-der-Waals Kontakte zu benachbarten
Purinbasen ausgebildet werden konnen. Durch diese Eigenschaft wird die
energetisch unglinstige Interaktion zwischen hydrophober Oberflaiche und
Wassermolekiilen aus der Umgebung minimiert und die Ausbildung der Z-
Konformation gleichzeitig begUnstigt.MG]

Im Gegensatz zu den modifizierten Cytosin-Derivaten spielen bei den bromierten
oder methylierten Guanin-Derivaten sterische Interaktionen innerhalb des
Nukleotids die entscheidende Rolle.***”! Durch die Modifikation an Position C8
tritt eine repulsive Wechselwirkung zwischen dem Substituenten an dieser Position
und dem Wasserstoffatom H2' auf. Das System weicht dieser Wechselwirkung
durch Umwandlung in die syn-Konformation aus. Zusatzlich zu den 2'-Desoxy-
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guanosin-Derivaten wurden auch die entsprechenden Riboguanosin-Derivate auf
ihre Eigenschaft, die Z-Konformation zu induzieren, untersucht. In diesem
Zusammenhang fallt auf, dass das 8-Methylguanosin (5) einen starkeren Einfluf3
auf die Induktion von Z-DNA hat als das entsprechende 2'-Desoxyguanosin-Derivat
8-Methyl-2'-desoxyguanosin (2) (Abbildung 7).[48] Dieser Befund kann, wie im Fall
der Cytosin-Derivate, mit einem Hydratationseffekt erklart werden, da 8-Methyl-
guanosin (5) eine zusatzliche Hydroxylgruppe an Position C2' aufweist.

N N
NH NH
Mo G Mo (L
N™ “N™ “NH, N™ “N™ “NH,
HO HO  ©OH
2 5

Abbildung 7: Vergleich von 8-Methyl-2'-desoxyguanosin (2) und 8-Methylguanosin (5). Beide
Derivate konnen die Z-Konformation in einem Oligonukleotid induzieren. Bei Verbindung 5
handelt es sich um das zur Zeit effektivste Derivat zur Stabilisierung der Z-Konformation.

In kirzlich veroffentlichten Arbeiten wurde die Synthese von 8-Styryl-2'-desoxy-
guanosin (6) beschrieben (Abbildung 8).1*%? pabei unterliegt die Styryl-Gruppe an
Position C8 einer cis-trans-lsomerisierung bei Bestrahlung mit UV-Licht. Die
modifizierte Nukleobase konnte erfolgreich in Oligonukleotide eingebaut werden.
Erste Untersuchungen zeigten, dass das trans-lsomer in der Lage ist B-DNA zu
stabilisieren, wohingegen das cis-lsomer zu einer Destabilisierung des B-DNA
Doppelstranges fuhrt. Zusatzlich wurden die Konformationen der beiden Derivate
untersucht. Dabei fiel auf, dass das cis-lsomer hauptsachlich in syn-Konformation

491 5omit

vorliegt, wahrend das trans-lsomer die anti-Konformation bevorzugt.
konnte 8-Styryl-2'-desoxyguanosin (6) eine sehr interessante Verbindung sein, um
reguldare B-DNA mittels UV-Licht in Z-DNA zu Uberfiihren. Allerdings wurden erste

Experimente auf diesem Gebiet noch nicht unternommen.

Die bisher beschriebenen Derivate beinhalten ausschlieRlich Modifikationen der
Nukleobasen. Eine weitere Moglichkeit ist die chemische Veranderung der
Zuckereinheit. Durch Einfihrung einer Ethinyleinheit in arabino-Konfiguration an
Position C2' der 2'-Desoxyribose kann die fir die B-DNA typische C2'-endo-
Konformation unterdrickt werden (Abbildung 9). Dabei richtet sich der
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Ethinylsubstituent pseudodquatorial aus. Diese Ausrichtung fuhrt zur Ausbildung
einer C2'-exo-Konformation, die der in Z-DNA vorliegenden C3'-endo-Konformation

sehr dhnlich ist.>>>¥

o Ph o)

Ph N N
~
NN NH, 370 nm N" N NH,
HO\@ 256 nm Ho\@
HO HO
6 6

Abbildung 8: 8-Styryl-2'-desoxyguanosin (6). Ein potentielles Derivat um zwischen
unterschiedlichen DNA-Konformationen zu schalten.

Unter den Gesichtspunkten der Basen- und Zucker-Modifikation sollte eine
Kombination der beiden Modifikationen zu einer starkeren Induktion der Z-
Konformation fiihren. Nadler et al. konnten zeigen, dass die Kombination von 8-
Brom und C2'-Ethinyl am selben Nukleosid einen starkeren Einfluss auf die
Induktion der Z-Konformation hat, als die Verwendung von modifizierten
Derivaten, die nur Veranderungen der Nukleobase aufweisen (Abbildung 9).[55]
Dieses Ergebnis lasst sich durch zwei Effekte erklaren. Zum einen verstarkt der C8
Substituent die repulsive Wechselwirkung und zum anderen wird durch die C2'-
Ethinyleinheit der Zucker in einer festen Konformation fixiert. Beide Effekte

spiegeln sich in der starkeren Induktion der Z-DNA Konformation wider.®”

o) o)
NH
sr—C L L
N™ >N” “NH,
HO o
HO \
7 8

Abbildung 9: Zwei Moglichkeiten Z-DNA Uber Fixierung der Zucker-Konformation zu induzieren.
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