ZUSCHRIFTEN

DNA-Kohlenhydrat-Erkennung: Design und
Synthese eines an eine DNA-Sequenz aus acht
Basen selektiv bindenden Oligosaccharids**

Kyriacos Costa Nicolaou*, Keiichi Ajito,
Hironori Komatsu, Brian M. Smith, Tianhu Li,
Miles G. Egan und Luigi Gomez-Paloma

DNA-bindende Molekiile, insbesondere sequenzspezifische,
sind in der Chemie, Biologie und Medizin von groBem Interes-
sel!=71 Diese Verbindungen kénnten weitere Einblicke in die
Chemie und die Struktur der DNA liefern und auch wichtig fiir
die Entwicklung molekular- und zellbiologischer Methoden so-
wie von Antisense- und Gentherapien sein'*~7. Mit Cali-
cheamicin 7' ! als Leitstruktur haben wir kiirzlich eine Reihe
von Oligosacchariden synthetisiert und deren Bindungsverhal-
ten gegeniiber doppelstringiger DNA untersucht® ~ 'l Dabei
erwies sich das Oligosaccharid 1 (Schema 1) als wirksamstes
und selektivstes Molekiil!® %, das an TCCT-Sequenzen dop-
pelstrangiger DNA mit einer Affinitdtskonstante von
K, = 10° M~ bindet. Das erstmals 1990 von uns synthetisierte
Oligosaccharid 11'21 inhibiert spezifisch Transkriptionskomple-
xe, wie kiirzlich Crabtree etal. zeigen konnten!3!. Entspre-
chend entworfene Oligomere von 1 sollten stirker und selektiver
an doppelstringige DNA binden kénnen. Wir berichten nun
liber das Design und die chemische Synthese eines Kopf-Kopf-
Dimers 2 (Schema 1) des Oligosaccharids 1, das entworfen wur-
de, um selektivan TCCTXX AGG A-Sequenzen doppelstrangiger
DNA zu binden!!#.,
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Schema 1. Struktur der Calicheamicin-y}-Oligosaccharide 1 (an eine TCCT-Sequenz bindendes Monomer) und 2
(Kopf-Kopf-Dimer, das entworfen wurde, um an eine TCCTXXAGG A-Sequenz zu binden. Der Pfeil zeigt auf die

Briicke).
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Abb. 1. Rechnererzeugtes Modell des entlang der TCCTATAGG A-Sequenz in die
kleine Furche von doppelstringiger [GCATCCTATAGGATGC]-DNA gebunde-
nen Dimers 2.

Unter Beriicksichtigung der -detaillierten Wechselwirkungen
des Oligosaccharids 1 mit der TCCT-Sequenz eines doppel-
stringigen DNA-Decamers, die durch NMR-Spektrosko-
piel*1- 131 Footprinting-Experimente™ 1% ¢ und Modellrech-
nungen aufgeklirt wurden, wurde das Kopf-Kopf-Dimer 2 so
entworfen, daB es problemlos in die kleine Furche doppelstran-
giger DNA passen und entlang einer
TCCTXXAGGA-Sequenz binden kon-
nen sollte. Modellrechnungen zufolge
ermdglicht die Briicke aus fiinf Atomen
-CH,CH,0OCH,CH,- ecin optimales
Passen der beiden Oligosaccharid-Ein-
heiten an ihre jeweiligen Bindungsstel-
len. Abbildung 1 gibt ein rechnererzeug-
tes Modell des an den gewiinschten
TCCTXXAGGA-Strang  gebundenen
Dimers 2 wieder.

Wie in Schema 2 zusammengefaBt,
ging die Synthese des gewiinschten deca-
cyclischen Oligosaccharids 2 von dem
bekannten!”!  Schliisselintermediat 3
aus''®. Die Kupplung des Trichlor-
acetimidats 3 mit einem UberschuB an
Diethylenglycol in Dichlormethan bei
—78 - —40°C in Gegenwart von BF; -
Et,O lieferte die Verbindung 4 in 69%
Ausbeute zusammen mit ihrem a-Ano-
mer (4, 11 % Ausbeute). Chromatogra-
phisch abgetrenntes 4!'°! wurde an-
schlieBend nochmals mit 3 unter
dhnlichen Bedingungen gekuppelt, wo-
bei die dimere Verbindung 5/°! in 59 %
Ausbeute (neben 18% isolierter Ausgangsverbindung 4) ent-
stand. Die Desilylierung von 5 mit HF - Pyridin und das
Abspalten der 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(FMOC)-Gruppe
fiihrte, iiber Verbindung 6, zur Polyhydroxy-Zwischenstufe 7 in
76% Gesamtausbeute. SchlieBlich konnte nach BF, - Et,O-
katalysierter Reduktion von 7 mit NaCNBH, die Zielverbin-
dung 21%1in 46 % Ausbeute isoliert werden. Die Struktur von 2
wurde durch spektroskopische Methoden abgesichert, wobei
die Stereochemie an den neu erzeugten anomeren und N-tragen-
den Zentren 'H-NMR-spektroskopisch bestimmt wurde.
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Erste NMR-Untersuchungen (unterschiedliche Temperatu-
ren, NOESY, TOCSY) an einem 1:1-Komplex des Dimers 2 mit
ds[GCATCCTATAGGATGC]-DNA belegen, daB die Bindung
in der kleinen Furche entlang der TCCTAT AGG A-Sequenz er-
folgt. Diese Daten stehen mit einem Modell in Einklang, nach
dem bei tiefer Temperatur eine fest gebundene Pentasaccharid-
und eine weitere locker gebundene Einheit, also zwei Komplexe,
vorhanden sind, die bei hdheren Temperaturen miteinander ver-
kniipft werden2%1,

Footprinting-Experimente mit 2 waren vermutlich aufgrund
der Beeinflussung des Molekiils durch die verwendete Endonu-
clease (Desoxyribonuclease I) und des offensichtlichen, facet-
tenreichen Bindevermdgens des Zuckers an doppelstringige
DNA erschwert. In Konkurrenzexperimenten mit Calicheamicin
y} war allerdings, wie erwartet, eine ausgeprigte, konzentra-
tionsabhdngige Inhibierung der DNA-Spaltung durch das Di-
mer 2 erkennbar (Abb.2). Im Vergleich zum Monomer 1
(Spur 8—10, Abb. 2) zeigt das Dimer 2 (Spur 57, Abb. 2) eine
beachtlich héhere Bindungsaffinitit gegeniiber DNA.

Abb. 2. Autoradiogramm eines denaturierenden Polyacrylamidgels mit den Produkten der Calicheami-
cin-induzierten DNA-Spaltung eines [5'-*2P]-markierten, TCCTAT AGG 4-enthaltenden DNA-Doppel-
strangs in Gegenwart der Oligosaccharide 1 und 2. Spur 1: Marker-Spur mit den Produkten des DNA-
Verdaus durch das Restriktionsenzym Mbo 1. Spur 2: Aus DNA-Partialverdau durch Nuclease P1
erhaltene 28mer-Leiter. Spur 4: [5'-32P]-markiertes 28mer. Spur 3, 5-10: Produkte der DNA-Spaltung
durch Calicheamicin (250 nM) in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen des Monomers 1 oder
Dimers 2 (Spur 3: kein Oligosaccharid, Spur 5: 50 nm 2, Spur6: 5 pm 2, Spur 7: 50 pM 2, Spur 8: 50 nm 1,
Spur 9: 5 uM 1, Spur 10: 50 uM 1). Vorgehen bei der DNA-Spaltung durch Calicheamicin: Das [5'-3?P]-
markierte, TCCTAT AGG A-enthaltende DNA-Oligomer wurde 3 min bei 95 °C inkubiert und dann lang-
sam (1 h) auf 25 °C abgekiihlt. Ein Aliquot des Oligomers wurde zu einer Reaktionsmischung gegeben, die
NaCl (20 mm), Tris/HCI-Pufferlésung (pH = 7.5, 30 mM) und DMSO (10 Vol.- %) enthielt, und in Gegen-
wart unterschiedlicher Konzentrationen des Oligosaccharids 1 oder 2 20 min bei 37 °C inkubiert (Gesamt-
volumen 40 pL). Die Calicheamicin-abhéngige DNA-Spaltung wurde durch Zugabe von 2 pL 2-Mercap-
toethanol ausgeldst (50 mm). Aus der Reaktionsmischung wurde ein Aliquote von 3 pL in ein trockenes,
eisgekiihites Eppendorf-GefaB iiberfithrt und mit dem gleichen Volumen eines Ladepuffers (96 % Form-
amid, 7.5 mM Na,EDTA, 0.05% (w/v) Bromphenolblau und 0.05% (w/v) Xylolcyanol) versetzt. Die
Probe wurde bis zum Auftragen bei — 70 °C gelagert. Tris = Tris(hydroxymethyl)aminoethan. DMSO =
Dimethylsulfoxid. EDTA = Ethylendiamintetraessigsiure.
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Schema 2. Synthese des Kopf-Kopf-
Dimers 2. a) Diethylenglycol (4.0
Aquiv.), BF, -Et,0 (0.5 Aquiv.),
CH,Cl,, —78 > —40°C, 4h, 69%
Ausbeute sowie 11 % a-Anomer; b) 3
(2.0 Aquiv.), BF, - Et,0 (0.3 Aquiv.),
CH,Cl,, —78°C, 5h, 59% Ausbeute
(neben 18% zuriickgewonnenem d4);
c)HF - Py, CH,Cl,, Pyridin, —40 —
0°C, 20h; d)EtNH/THF (1/1),
25°C, 3h, 76% Gesamtausbeute
ausgehend von 5; e)NaCNBH,
(60 Aquiv.), BF,-Et,0 (26 Aquiv.),
CH,Cl,, —60 - —40°C, 2.5h, 46%
Ausbeute sowie etliche, nicht charak-
terisierte Isomere. TES = Triethyl-
silyl. FMOC = 9-Fluorenylmethoxy-
carbonyl.

Vorldufige In-vitro-Experimente!?!1 deuten ebenfalls auf die
starke Inhibierung der Bindung bestimmter Transkriptionsfak-
toren an DNA und auf die Beeinflussung der In-vivo-Genex-
pression hin und lassen somit Anwendungen solcher Molekiile
wie 2 in der Genregulation und -therapie!* 3 méglich erscheinen.

Weitere Untersuchungen sind nétig, um noch genauer die
Wechselwirkung des Dimers 2 mit DNA aufzukldren und des-
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sen Potential fiir die DNA-Erkennung und zur Genregulation
auszuloten. Design, Synthese und Untersuchungen héherer Oli-
gomere von 1 sowie der entsprechenden Endiin-Derivate sind im
Gange.

Eingegangen am 2. November 1994 [Z 7449])

Stichworte: DNA-Binder - DNA-Spaltung - Molekulare Erken-
nung - Oligosaccharide
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& = 5.62 (br. s, 2H, D-1), 5.43 (br. s, 2H, E-1), 5.09 (br. d, J =10.0 Hz, 2 H,
B-1),4.49 (br.s,2H, D-2),4.38 (d, / = 8.0 Hz, 2H, A-1),4.25(br. 5,2 H, B-3),
4.18 (dq, J = 9.5, 6.0 Hz, 2H, D-5), 4.06 (dg, J =10.5, 6.5 Hz, 2H, B-5),
4.01-3.92 (m, 4H, E-5, CHHCH,OCH,CHH), 3.96 (dd, J = 9.5, 9.5 Hz, 2H,
A-3),3.92 (s, 6H, CH,0), 3.87 (s, 6H, CH,0), 3.84~3.71 (m, 12H, B-4, D-3,
E-5, CHHCH,0CH,CHH), 3.69 (dq, /= 9.5, 6.5 Hz, 2H, A-5), 3.61 (dd,
J=9.5,9.5Hz 2H, D-4), 3.57(s, 6H, CH;0), 3.42 (s, 6H, CH,0), 3.37 (dd,
J=295,80Hz 2H, A-2), 2.89 (m, 2H, E-4), 2.80 (m, 4H, 2 x CH,CH,N),
2.47 (m, 2H, E-2;),2.38 (s, 6H, ArCH;), 2.28 (dd, J = 9.5,9.5 Hz, 2 H, A-4),
2.00 (m, 2H, B-2,), 1.79 (m, 2H, B-2,), 1.50 (m, 2H, E-2,), 1.41 (d,
J =6.5Hz, 6H, B-6),1.39 (d, J = 6.5 Hz, 6H, A-6),1.28 (d, J = 6.0 Hz, 6H,
D-6), 1.22 (br. t, J = 6.8Hz, 6H, 2 x CH,CH,N); '*C-NMR (125 MHz,
CD;0D): 6 =194.1, 153.2, 152.0, 1446, 134.5, 132.5, 99.8, 94.2, 81.7, 80.6,
771, 72.6, 72.3, 72.1, 71.6, 71.3, 70.5, 69.4, 69.3, 69.3, 68.2, 62.3, 61.5, 59.9,
57.5,56.2,42.7,41.6, 39.0, 35.2, 25.7, 19.4, 18.8, 14.7, 10.0; MS (Positivionen-
ESI): m/z 1996; [(M + H) "1, ber. fiir C,3H,,,I,N,0,.8,: 1996. — 4: farbloser
Feststoff; R; = 0.15 (Kieselgel, 2% MeOH in CH,CL,); [o]3® = — 21 (¢ = 1.7,
CHCl,); IR (in Substanz): ¥ = 2953, 2926, 2876, 1694, 1682, 1454, 1260, 1084,
1017 ecm™'; *H-NMR (500 MHz, [DJDMSO, 80°C): 6 =7.84 (d, J =7.5 Hz,
2H, FMOCQ), 7.63 (d, J =7.5Hz, 2H, FMOC), 7.39 (dd, J=7.5, 7.5 Hz,
2H, FMOC), 731 (dd, J=75, 7.5Hz, 2H, FMOC), 542-537
(m, 2H, B-1, D-1), 5.08 (br. s, 1H, E-1),4.75(q, J = 6.5 Hz, 1 H, A-5), 4.47—
4:38 (m, 5H, A-1, B-3, D-2, CH,-FMOC), 4.28 (t, J = 6.0 Hz, 1H, benzyl.
FMOC), 4.22 (br. s, 1 H, A-3), 4.05 (dq, J = 9.0, 6.5 Hz, 1 H, D-5), 4.00 (dq,
J=100, 6.5Hz, 1H, B-5), 3.84-3.72 (m, 5H, A-2, E-3, E-5, E-5,
CHHCH,0CH,CH,0H), 3.82 (s, 3H, CH,0), 3.78 (s, 3H, CH,0), 3.70 (dd,
J=9.0,90Hz 1H, D-4),3.68 (dd, J =10.0, 2.5 Hz, 1 H, B-4), 3.66-3.42 (m,
8H, D-3, CHHCH,0CH,CH,0H), 3.40 (s, 3H, CH,0), 3.31 (m, 1H, E-4),
3.17 (s, 3H, CH;0), 2.31 (s, 3H, ArCH,), 2.24 (m, 1H, E-2,,), 1.98 (m, 2H,
B-2;, .), 144 (d, J = 6.5Hz, 3H, A-6),1.29 (d, J = 6.5 Hz, 3H, B-6) 1.17 (d,
J = 6.5 Hz, 3H, D-6), 0.99-0.91 (m, 36 H, 4 x Si(CH,CH,),), 0.67-0.58 (m,
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27H, 4xSiCH,CH,),, CH,CH,N); MS (Positivionen-ESI): m/z 1750;
[(M + Na)*], ber. fir C4,H,4,IN;,0,,SSi,: 1750. — 5: farbloser Feststoff;
R, = 0.46 (Kieselgel, Ether/Petrolether 1/1); [a}f® = — 14 (¢ = 0.99, CHCL,);
IR (in Substanz): ¥ = 2954, 2936, 2876, 1700, 1456, 1417, 1239, 1140, 1085,
1016, 1004 cm™!, *H-NMR (500 MHz, [DJDMSO, 80°C): § =7.83 (d,
J =7.5Hz, 4H, FMOC), 7.62 (d, J =7.0 Hz, 4H, FMOC), 7.38 (dd, J =7.5,
7.5 Hz, 4H, FMOC), 7.30 (dd, J =7.5, 7.0 Hz, 4H, FMOC), 5.42-5.37 (m,
4H, B-1, D-1), 5.08 (br. s, 2H, E-1), 4.73 (q, J =7.0 Hz, 2H, A-5), 4.45-4.37
(m, 10H, A-1, B-3, D-2, CH,-FMOC), 4.26 (1, J = 6.0 Hz, 2H, benzyl.
FMOC), 4.22 (br. s, 2H, A-3), 4.05 (dq, J = 9.0, 6.5 Hz, 2H, D-5), 3.99 (dq,
J =105, 6.5Hz, 2H, B-5), 3.83-3.73 (m, 10H, A-2, E-3, E-5, E-5,
CHHCH,0CH,CHH), 3.81 (s, 6H, CH,0), 3.77 (s, 6H, CH,0), 3.70 (dd,
J=19.0,9.0Hz, 2H, D-4),3.67 (dd, J =10.5, 2.5 Hz, 2H, B-4), 3.63-3.52 (m,
8H, D-3, CHHCH,0CH,CHH), 3.39 (s, 6H, CH;0), 3.32 (m, 2H, E-4), 3.16
(s, 6H, CH;0), 2.31 (s, 6H, ArCH;), 2.23 (m, 2H, E-2,,), 1.95 (m, 4H,
B-240.u)» 1.43(d, J =7.0 Hz, 6H, A-6), 1.28 (d, J = 6.5 Hz, 6 H, B-6), 1.16 (d,
J = 6.5 Hz, 6H, D-6), 0.98-0.90 (m, 72H, 8 x Si(CH,CH),); MS (Positivio-
nen-ESI): m/z 3394; (M o.ye—2H™* + 2 Na™*], ber. fiir C;56H,5,1,N,03,8,Si,:
3394

[20] Details dieser NMR-Untersuchungen werden an anderer Stelle veroffentlicht.

[21] Wir danken Dr. Peter Vogt und Dr. Chen Liu fiir ihre Ergebnisse. Uber diese
und dhnliche Untersuchungen werden wir spiter berichten.

Struktur einer selbstorganisierten, gelbildenden
Faser im Kristall **

Fredric M. Menger*, Yasuhiro Yamasaki,
Kelly K. Catlin und Taisei Nishimi

Vor fast siebzig Jahren sagte die Chemikerin Dorothy Jordan,
dal3 ,.gels are easier to recognize than to define“!!!. Dennoch
wollen wir eine Definition vorschlagen: Gele sind halbstarre,
kolloidale Systeme mit einem hohen Fliissigkeitsgehalt. Das
Protoplasma gilt als das am weitesten verbreitete Beispiel fiir
diesen besonderen Aggregatszustand. Ein Gel wird von einem
molekularen, oft faserdhnlichen Netzwerk gebildet, dessen Ka-
pillarrdume das Dispersionsmittel enthalten. Die meisten Gel-
bildner sind Polymere, z.B. Gelatine!”!, Polyacrylsiure®),
Hyaluronsiure!!, aber auch relativ kleine Molekiile wie Butan-
sdure-4-(2-anthryloxy)cholesterylester!®),  5-Hexadecyl-2,4,6-
triaminopyrimidin'®!, N-Octylgluconamid!” und Arborole!®
konnen die Gelbildung induzieren.

Wir interessieren uns seit ldngerer Zeit fiir den wenig bekann-
ten, aber bemerkenswerten Gelbildner Dibenzoyl-L-cystin
(DBC)). Obwohl in den meisten Gelen 1-10% Gelbildner

o /COOH
R@—C—HN $~CH,~CH
CH—CH,—S NH—E‘OR
HOOC 0
DBC: R=H
DTC: R=Me

vorhanden sein miissen, bewirkt DBC in Wasser bis zu Konzen-
trationen von 2 mM (0.1 %) eine Verfestigung. Bei Untersuchun-
gen zur Selbstorganisation solch geringer Mengen an DBC zu
einem makroskopischen Netzwerk erhielten wir eine Rontgen-
strukturanalyse einer Gel,,faser. Strukturdaten auf atomarer

[*] Prof. F. M. Menger, Y. Yamasaki, K. K. Catlin, T. Nishimi
Department of Chemistry, Emory University
Atlanta, GA 30322 (USA)
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