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Die C-H-Bindungen der Zuckerbausteine von DNA als Angriffspunkte
fiir chemische Nucleasen und Wirkstoffe**

Geneviéve Pratviel, Jean Bernadou* und Bernard Meunier*

Diese Ubersicht befaBt sich mit den mo-
lekularen Aspekten der DNA-Spaltung
durch synthetische chemische Nucleasen
(Ubergangsmetallkomplexe mit Redox-
eigenschaften und Affinitdt zu DNA)
und natiirliche Wirkstoffe (cytotoxische
Agentien wie Bleomycine und Endiine).
Anders als die Desoxyribo-Nucleasen,
die den nucleophilen Angriff von Wasser
auf das Phosphoratom einer bestimmten
Phosphodiester-Einheit katalysieren, oxi-
dieren diese nicht hydrolytisch wirken-
den Reagentien zur DNA-Spaltung die
Zuckereinheiten, und zwar im allgemei-
nen durch H-Abstraktion. Je nach der
Art und der Struktur des Spaltungsre-
agens sowie der Art seiner Aktivierung

und seiner Intercalation in DNA wird
eine andere der fiinf aktivierbaren C-H-
Bindungen der Desoxyribose angegrif-
fen. In Folgereaktionen an der ur-
spriinglichen Schadigungsstelle werden
Nucleobasen freigesetzt, Zuckerreste
oxidiert, Basen-substituierte oxidierte
Zucker oder an die endstindige Phos-
phatgruppe gebundene oxidierte Zucker
gebildet. In den meisten Fillen verur-
sacht vor allem der Verlust eines Nucleo-
sids oder zumindest eines Teils davon
mit dem damit einhergehenden Verlust
einer Baseninformation den DNA-
Strangbruch. Fir beide Arten von
DNA-Spaltungsreagentien wird hier der
derzeitige Wissensstand hinsichtlich der

Art der Aktivierung und der DNA-Bin-
dung sowie des Mechanismus des oxida-
tiven Desoxyribose-Abbaus vorgestellt.
Dank eines genaueren Verstindnisses
der unterschiedlichen DNA-Spaltungs-
mechanismen und wegen der Nachfrage
nach hocheffizienten und hochspezifi-
schen Reagentien scheint die Entwick-
lung neuer kiinstlicher und selektiver
DNA-Spaltungsreagentien ein heraus-
forderndes Arbeitsgebiet auf dem Weg
zu einem rationalen Design neuartiger
Antitumor- und antiviraler Agentien so-
wie in der Molekularbiologie zu sein.

Stichworte: Bleomycin - DN A-Spaltung
- Endiine - Ubergangsmetallkomplexe
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1. Einleitung

Waiihrend der letzten drei Jahrzehnte wurden viele Belege da-
fiir gesammelt, daB der oxidative Abbau von biologischen Ma-
kromolekiilen eine bedeutende Rolle spielt bei Alterungsphéno-
menen, chronischen Entzlindungen, Ischimie, Krebs, Autoim-
munkrankheiten, der Aktivierung der Transkription und — wie
man neuerdings weifl — der Auslésung der HIV-Expression!!: 21,
Lebende Organismen nutzen sowohl nichtenzymatische Systeme
wie Vitamine [a-Tocopherol (Vitamin E}, Ascorbinsdure (Vit-
amin C) oder f-Carotin (Vitamin A)] als auch enzymatische Sy-
steme wie Superoxid-Dismutasen, Glutathion-Peroxidase und
Katalase!?!, um sich gegen oxidierende Einwirkungen (,,oxida-
tiven StreB°) zu schiitzen.

In den vergangenen zwanzig Jahren sind zahlreiche Verdffent-
lichungen erschienen, die die chemischen und biochemischen
Aspekte der durch oxidativen StreB hervorgerufenen Schidi-
gung von Zellbestandteilen (DNA, Proteinen, Lipiden und
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Kohlenhydraten beschreiben. Das aerobe Leben kann als ein
hochorganisiertes System betrachtet werden, das einer oxidati-
ven Schadigung durch Eliminierung der Oxidantien und/oder
Reparatur der geschidigten Makromolekiile entgegenwirkt.
Die Reparatur von DNA durch Reparaturenzyme kann auf
mehrere Arten erfolgen: durch Nucleotid- oder Basenexcision,
Behebung von Fehlpaarungen oder SOS-Antwort!!. Eine oxi-
dative Schidigung der DNA 1483t sich auf folgende Arten auslo-
sen: durch ionisierende Strahlung™, durch Photooxidation (mit
UV- oder sichtbarem Licht, mit oder ohne Photosensibilisa-
tor)**, durch Hydroperoxide, die durch Spuren von Ubergangs-
metallsalzen aktiviert sind!®!, durch Hydroxyl-Radikale!”! oder
durch eine Vielzahl anderer Oxidantien (eine neuere Ubersicht
iiber den oxidativen DNA-Abbau ist in Zitat [8] genannt). Un-
ter die zuletzt genannte Kategorie fallen Wirkstoffe wie Bleomy-
cin, cytotoxische Substanzen mit einer Endiin-Gruppierung und
chemische Nucleasen, die iiberwiegend auf redoxaktive Uber-
gangsmetallkomplexe zuriickzufiihren sind (neuere Ubersichts-
artikel zu diesem Thema sind in Zitat [9] aufgelistet). Eine Scha-
digung der DNA kann entweder an den Nucleobasen oder an
den Zuckerbausteinen erfolgen. Es konnten mehr als zwanzig
als Folge einer oxidativen Schiddigung modifizierte Purin- und
Pyrimidinbasen identifiziert werden!! %!, Derartige Basenmodifi-
kationen bedrohen die Unversehrtheit des Genoms und sind der
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Ursprung lethaler Effekte oder von DNA-Mutationen. Eine
Schidigung der Desoxyribose ruft dagegen den Verlust einer
Baseninformation und/oder den Bruch eines DNA-Strangs her-
vor. Dies kann ebenfalls lethale Folgen haben, und zwar beson-
ders in den Fillen, in denen die Oxidation zu einem Doppel-
strangbruch (DSB), d. h. zu benachbarten Einzelstrangbriichen
(SSBs) fiihrt.

Wir zeigen hier, daB viele stark cytotoxische Verbindungen
und chemische Nucleasen in der Lage sind, durch die Oxidation
von Zuckerbausteinen in beiden Stringen von B-DNA (ein
Lehrbuch iiber DNA-Strukturen findet sich unter Zitat [11])
Doppelstrangbriiche auszuldsen. All diese Zuckerabbau-Pro-
zesse werden durch H-Abstraktionen ausgeldst, denn wegen des
aliphatischen Charakters von Desoxyribose ist eine Oxidation
durch Elektronenabstraktion nicht giinstig. Die raumliche An-
ordnung der C-H-Bindungen in Desoxyribosen ist genau defi-
niert, und ihre Ausrichtung relativ zu Wirkstoffen oder chemi-
schen Nucleasen wird zusdtzlich von der DNA selbst — iiber
DNA-Wirkstoff-Wechselwirkungen — gesteuert. Dariiber hin-
aus ist die Homolyse einer C-H-Bindung auch von den {ibrigen
Substituenten am Kohlenstoffatom abhéngig: Fiir die Abspal-
tung eines H-Atoms von einem tertidren C-Atom ist der Ener-
gieaufwand geringer als fiir die von einem sekundéren C-Atom.
Von weitaus groBerer Bedeutung ist jedoch die Orientierung von
Wirkstoff und Zucker-C-H-Bindungen zueinander. Fiir Wirk-
stoffe, die in der kleinen Furche der B-DNA wechselwirken, sind
zwel tertidre C-H-Bindungen leicht zugénglich: C4-H und Ct'-
H. Die dritte tertidre C-H-Bindung (C3'-H) ist nur von der
groBlen Furche aus zugénglich. C2’ und C5' sind sekundire C-
Atome, und bei beiden ist jeweils eine C-H-Bindung von der

kleinen Furche (das (pro-R)-H-Atom an C2' und das (pro-S)-
H-Atom an C5'; fir die Benennung der prochiralen H-Atome
an C5 und C2 sieche Lit.!'?}] und die andere von der
groBen Furche aus zuginglich. In Schema 1 ist die Anord-
nung der C-H-Bindungen von Desoxyribose relativ zur klei-
nen Furche dargestellt. Fiir ein rationales Design neuer
Antitumormittel, antiviraler Wirkstoffe und anderer Arznei-
mittel, die auf DNA-Spaltungsreagentien basieren, ist es
unerldBlich, den Mechanismus dieser Aktivierung von Zucker-
C-H-Bindungen in DNA auf molekularer Ebene zu ver-
stehen.

Bevor wir uns den molekularen Aspekten der Aktivierung
von Desoxyribose-C-H-Bindungen néher zuwenden (Ab-
schnitt 3), wollen wir zunichst die unterschiedlichen Arten der

grofle Furche

kleine Furche

Schema 1. Von den sieben C-H-Bindungen der Desoxyribose, die mégliche Ziel-
gruppen fir einen oxidativen Angriff sind, weisen vier in die kleine Furche (keilfor-
mige Bindungen) und drei in die groBe Furche (die Indices R und S kennzeichnen
die absoluten Konfigurationen pro-R bzw. pro-S der Wasserstoffatome an €2
und C5).
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Aktivierung chemischer Nucleasen und Wirkstoffe, die an die-
sem oxidativen Desoxyribose-Abbau beteiligt sind, sowie ihrer
Bindung an DNA beschreiben (Abschnitt 2).

2. Chemische Nucleasen und Wirkstoffe mit der
Fihigkeit, DNA durch Oxidation eines Zucker-
bausteins zu spalten

In diesem Abschnitt wollen wir einen Uberblick iiber die
nichthydrolytisch wirkenden chemischen Nucleasen und Wirk-
stoffe geben, die einen Bruch des DNA-Phosphodiester-Riick-
grats durch Zuckeroxidation herbeifithren und damit vollig an-
ders wirken als die Desoxyribo-Nucleasen, die DNA spalten,
indem sie den nucleophilen Angriff von Wasser auf das Phos-
phoratom einer bestimmten Phosphodiester-Bindung katalysie-
ren'*3). In den vergangenen 15 Jahren wurden mehrere redoxak-
tive Koordinationskomplexe synthetisiert und natiirlich vor-
kommende nucleolytische Substanzen entdeckt, die das Phos-
phodiester-Riickgrat von Nucleinsduren unter physiologischen
Bedingungen durch oxidativen Angriff auf die Desoxyribose-
Bausteine spalten kénnen. Die synthetischen nucleolytischen
Substanzen sind Komplexe wie Cu(oP),, Fe-EDTA! oder Me-
talloporphyrine, die den DNA-Strang spalten, nachdem sie ent-
weder durch Reduktionsmittel in Gegenwart von molekularem
Sauerstoff oder Wasserstoftfperoxid oder durch Sauerstoffdono-
ren wie fodosylbenzol, Magnesiummonoperphthalat oder Ka-
linmmonopersulfat aktiviert worden sind. In einigen Fallen wer-
den derartige DNA-Spaltungen auch durch photoaktivierbare
Komplexe ausgelost (Bipyridyl- oder Phenanthrolinkomplexe
von Rhodium, Ruthenium oder Cobalt). Die ausgefeiltesten
nucleolytisch wirkenden Substanzen sind jedoch Naturstoffe,
die aus Stimmen von Streptomyces (Bleomycin, Neocarzinosta-
tin), Micromonospora echinospora (Calicheamicin) oder 4ctino-
madura verrucospora (Esperamicin) isoliert werden konnten. Alle
diese chemischen Nucleasen und Wirkstoffe konnen von ande-
ren in der Nucleinsdure-Chemie verwendeten, DN A-modifizie-
renden Verbindungen!*#! durch ihre bevorzugt auf Desoxyribo-
se gerichtete Reaktivitdt unterschieden werden. Als Illustration
eines oxidativen Angriffs auf die C2'- und C3'-Positionen von
Desoxyribose sind in dieser Ubersicht auch einige neuere Infor-
mationen iiber die Resultate einer Bestrahlung von 5-Halogen-
uracil enthaltenden DNAs und die photolytische Spaltung von
DNA durch Rhodiumkomplexe aufgenommen worden. Wir ge-
ben eine fast vollstindige Beschreibung der Reaktionswege,
itber die fiinf der insgesamt siecben Desoxyribose-C-H-Bindun-
gen [C1'-H, eine der C2’-H-Bindungen ((pro-R)-H), C3’-H, C4'-
H und eine der C5'-H-Bindungen (( pro-S)-H); siehe Schema 1]
aktiviert werden konnen. Die Schemata 14— 18 sind jeweils einer
dieser fiinf Moglichkeiten gewidmet und schildern Einzelheiten
der anschlieBend beschreitbaren Reaktionswege. Sie zeigen auch
die Reaktionsprodukte, die isoliert oder chemisch charakterisiert
worden sind und die auf molekularer Ebene zur Identifizierung
der von den DN A-Spaltungsreagentien angegriffenen Desoxyri-
bose-Zentren beigetragen haben (eine ausgezeichnete Ubersicht
iiber die verschiedenen Wege der DNA-Spaltung gibt Lit.®).

[*] In diesem Beitrag wird auf eine IUPAC-konforme Komplexschreibweise ver-
zichtet.
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2.1. Bis(1,10-phenanthrolin)kupfer Cu(oP),
2.1.1. Aktivierungsmechanismus

Cu(oP), 1 (Schema 2) war die erste chemische Nuclease mit
einer effizienten nucleolytischen Aktivitit an doppelstringiger
DNAU!2- 18] Die Wirksamkeit wird durch das Zusammenspiel
von zwei Reaktanten, dem Komplex 1 und Wasserstoffperoxid,
erzielt!* %17 Obwohl 1 hiufig als Spaltungsreagens eingesetzt
wird, ist die exakte Form der die
DNA-Spaltung bewirkenden Spezies O
bisher noch nicht bekannt. Eine weit N
verbreitete Ansicht ist, da3 der hydro-
phobe, kationische Komplex 1 an NO
DNA bindet und ein Zwischenpro-
dukt bildet, daB mit H,O, unter Bil-
dung eines Hydroxyl-Radikals (HO")
reagiert. Berichten Gber den detaillier-
ten chemischen Ablauf der Spaltungsreaktion zufolge wird der
DNA-Strang jedoch nicht durch frei bewegliche Hydroxyl-
Radikale durchtrennt!!”-*®). Williams et al.l'®) kamen zu dem
Ergebnis, daB die DNA-spaltende Spezies etwas von der Bin-
dungsstelle des Komplexes 1 wegdiffundieren kann, was es un-
wahrscheinlich erscheinen 148t, daB3 es sich bei ihr um einen
Oxo-Kupfer-Komplex handelt. Ob die reaktive Spezies ein an
ein Kupfer-Ion koordiniertes Hydroxyl-Radikal, crypto-OH
genannt*® ist oder nicht, ist noch eine offene Frage. Die Art
der Schiadigung von DNA-Basen durch aktiviertes 1 ist typisch
fiir Prozesse, die durch Hydroxyl-Radikale ausgelost werden 2%,
was zu der Vermutung AnlaB gibt, daB zumindest an einem
Nebenreaktionsweg freie Hydroxyl-Radikale beteiligt sind.

Die Einelektronen-Reduktion des Ausgangskomplexes
Cu'(oP), kann durch zugesetzte Reduktionsmittel (z.B. Ascor-
binsdure!?!!, Thiole wie Mercaptopropionsiure!!’-21 =231 ynd
2-Mercaptoethanol 2! sowie NADH [24]) oder durch Superoxid
erzeugende Systeme (z.B. Xanthin/Xanthin-Oxidase''”, %°Co-
y-Strahlung) erzielt werden. Durch Einelektronen-Reduktions-
mittel wie das Superoxid-Ion und Thiole wird Cu"(oP), direkt
reduziert, wahrend mit Zweielektronen-Reduktionsmittel wie
NADH vielstufige Reaktionen ablaufen, in denen Superoxid eine
zentrale Rolle spielt*4. H,O, kann entweder zugesetzt oder in
situ durch spontane Disproportionierung des Superoxid-lons
erzeugt werden, das durch Oxidation des Kupfer(1)-Komplexes
mit molekularem Sauerstoff, durch ®°Co-y-Bestrahlung von
Wasser oder itber Xanthin/Xanthin-Oxidase entsteht!! 7, In Ge-
genwart von Wasserstoffperoxid lauft die DNA-Spaltung unter
anaeroben Bedingungen mit derselben Geschwindigkeit ab wie
unter aeroben Bedingungen™7). In Abwesenheit von Wasser-
stoffperoxid wird Sauerstoff ben&tigt, der jedoch ausschlieflich
als Vorstufe fitr Wasserstoffperoxid in der durch Cu'(oP), kata-
lysierten Oxidation von Thiol dient™ 7.

Wie Kinetikmessungen gezeigt haben, liegt der Nuclease-Ak-
tivitdt von Cu(oP), ein strukturierter Mechanismus zugrunde:
Frei bewegliches Cu'(oP), wird zundchst zum Cu'-Komplex re-
duziert [G1. (1) oder (2)], der reversibel an DNA bindet [G1. (3)]

Schema 2. Struktur von
Bis(1,10-phenanthrolin)-
kupfer 1.

2Cu?(0P), + 2RS~ — 2Cu'(oP), + RSSR (6]
1
Cu'(oP), + O3~ —> Cul(oP), + O, 2
1
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und dort durch Wasserstoffperoxid unter Bildung der die DNA-
Spaltung bewirkenden Spezies oxidiert wird!?>! [GI. (4)].

Cu'(oP), + DNA — Cu'(oP),-DNA 3)

Cul(0P),-DNA + H,0, — - [(0P),Cu"™-OH]DNA + OH~ @)

1 selbst kann ebenfalls an DNA binden, doch die direkte
Reduktion des Cu'(oP),-DNA-Komplexes durch O3 ist sehr
langsam und daher zu vernachlissigen(?61.

2.1.2. Wechselwirkung mit Nucleinsiuren

Die in Gegenwart von 1 erhaltenen DNA-Spaltprodukte sind
in Einklang mit einer Bindung der reaktiven Spezies in der klei-
nen Spalte einer rechtshindigen Doppelhelix. Die Reaktivitit
von Cu'(oP), in der kieinen Spalte der DNA®" konnte auch
durch Footprinting-Untersuchungen an Netropsin- und EcoRI-
Dodecamer-Komplexen bestiitigt werden. Diese Komplexe wer-
den durch Cu'(oP), oxidativ abgebaut (Netropsin bindet in der
kleinen, EcoRI in der groBen Furche!!*® 28), Die Bindung des
Spaltungsreagens in der kleinen Furche wird auch durch den
Reaktionsmechanismus gestiitzt, demzufolge die Wasserstoff-
atome an C1" und C4' der Desoxyribosen, die in der kleinen
Furche angesiedelt sind, als Hauptangriffspunkte anzusehen
sind!'**\. Aufgrund der Beobachtung, daBl die DNA-Spaltung
durch intercalierende Agentien gehemmt wird, hat man zu-
ndchst vermutet, dal die Spaltung iliber einen Intercalations-
komplex ablaufen kénnte!' 1. Die nucleolytische Aktivitit von
1 ist sequenzabhingig, aber nicht Nucleotid-spezifisch!!* 291,
Die unsubstituierten aromatischen Phenanthrolinliganden von
1 schlieBlen Wasserstoffbriickenbindungen zu den Basen als ent-
scheidende Faktoren fir die Spezifitit aus!!*°!. Die einzige be-
obachtete Spezifitit ist eine bevorzugte Bindung an 5'-TAT-Tri-
pletts in der kleinen Furche, die insbesondere am Desoxyadeno-
sin-Zucker gespalten wurden. Verwandte Sequenzen wie TGT,
TAAT, TAGPpyr und CAGT waren méaBig bevorzugt, wih-
rend CAT- und TAC- sowie Polypurin- und Polypyrimidin-
Sequenzen weniger hidufig gespalten wurden!3? 311, Die Bevor-
zugung von TAT-Tripletts durch 1 kdnnte teilweise mit sequenz-
abhingigen Anderungen der B-Konformation von DNA zu-
sammenhingen!®!l. Stapelwechselwirkungen finden bevorzugt
mit einem Propeller-artig gedrehten Basenpaar statt. Verinderte
Dreh- und Knickwinkel bewirken eine Offnung der kleinen
Furche der DNA an TA-Positionen und erleichtern das Ein-
dringen eines oP-Rings in die Helix, was entweder durch
particlle Intercalation oder durch Bindung in der Furche
geschehen kann. Wegen der tetraedrischen Struktur von 1 ist
eine vollstindige Intercalation unméglich, aber ein Modell, in
dem ein Phenanthrolinligand teilweise bei TA eingeschoben ist,
scheint plausibel’®2, Da der Angriff von 1 auf die DNA von
einer Bindungsstelle innerhalb der kleinen Furche erfolgt, muBl
die Spaltungsspezifitidt des Komplexes durch die Geometrie die-
ses Strukturbereichs bestimmt sein. Verinderungen durch Mu-
tationen erzeugen moglicherweise zusitzliche Bindungsstellen,
die mit Hilfe von 1 nachgewiesen werden kénnen, wihrend bei-
spielsweise DNase I wesentliche Veriinderungen, die mit einem
derartigen Basenaustausch einhergehen, nicht anzeigt[!s® 33),

822

Einstringige DNA ist ein schlechtes Substrat fiir 1117-22 2321,
Die Spaltung doppelstriangiger DNA durch 1 wird durch zwei
aufeinanderfolgende Einzelstrangbriiche erzielt. Doppelstrang-
briiche konnten mit einer halbsynthetischen Nuclease, die durch
chemische Verkniipfung von 1 mit dem E.-coli-trp-Repressor
hergestellt wurde, ausgeldst werden®l.

RNA kann ebenfalls als Substrat fiir die Nuclease durch 1
dienen. Der Kupferkomplex greift eher Einzelstrangschleifen als
die in RNA-Strukturen vorhandenen doppelstringigen A-
Strukturen an. Der genaue Mechanismus der RNA-Spaltung ist
jedoch noch nicht aufgeklart?s1,

Das 1/H,0,-System spaltet die A-, B- und Z-Formen von
DNA mit unterschiedlicher Geschwindigkeit: Am einfachsten
ist die Spaltung der B-Form; die A-Form, die aus RNA-DNA-
Hybriden besteht, wird unter vergleichbaren Bedingungen an
beiden Stridngen etwa dreimal langsamer als B-DNA gespalten,
wihrend die linkshdndige Z-Struktur, die eine tiefe und enge
kleine Furche aufweist, vollig resistent gegeniiber dem Abbau
durch 1 ist{!55-22],

Die Nuclease-Aktivitdt von 1 kann auf spezifische DNA-Se-
quenzen gerichtet werden, indem man einen der oP-Liganden
mit dem 5-Ende des komplementiren Oligodesoxynucleotids
(ODN) verkntipft. Obwohl das oP-ODN nicht so gezielt eine
einzige Stelle der DNA angreifen kann wie die Restriktionsenzy-
me, liefert die durch Hybridisierung gelenkte Nuclease-Aktivi-
tdt eine Methode zur Analyse von einstringiger DNA123.36.37)
und RNA 38, Es wurden auch oP-ODNs entworfen, die durch
Bildung einer Dreifachhelix spezifische Sequenzen auf doppel-
stringiger DNA selektiv erkennen und spalten konnent7391,
Die Sequenz-gerichtete Spaltung von Nucleinsduren durch
Konjugate aus Phenanthrolinkomplexen und Oligo-a-desoxy-
nucleotiden, die gegen Nucleasen resistent sind, konnte
dazu verwendet werden, die Genexpression in vivo zu regul-
ieren*01,

Die Nucleolyse-Aktivitdt von 1 ist auch mit DNA-bindenden
Proteinen als Tragersubstanzen auf spezifische Angriffspunkte
gelenkt worden, mit dem Ziel, ortsspezifische Nucleasen zu ent-
wickeln, die fiir die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen
DNA-bindenden Proteinen und Restriktionsfragmenten und
fiir die Isolierung von langen DNA-Fragmenten zur Sequenzie-
rung, Clonierung oder Chromosomen-Kartierung verwendet
werden koénnen!# 4!, Diese Strategie wurde auf das Design che-
mischer Nucleasen angewendet, die auf tar basieren und fiir die
ortsspezifische Spaltung von HIV-TAR-RNA genutzt werden
konnten!*2). 1993 wurde die sequenzspezifische Spaltung von
DNA durch an RNA gebundenes 1 beschrieben!*3!. Konjugate
aus 1,10-Phenanthrolin und einem in der kleinen Furche binden-
den Farbstoff wie Hoechst 33258 wurden dazu verwendet,
die Reaktivitit zu erhdhen oder die Selektivitit zu modifizie-
ren44,

Eine effiziente Spaltung von DNA konnte mit einem zu 1
verwandten, chiralen System erzielt werden. In diesem System
ist Kupfer(11) an eine Chelatbindungssteile eines multifunktio-
nellen Liganden (4,7 -Phenanthrolino[5',6: 5,6)pyrazin) gebun-
den, wihrend die zweite Bindungsstelle durch Ru'(bpy), besetzt
ist. Die Spaltungsaktivitit ist fast ausschlieBlich auf das A-Iso-
mer dieses chiralen Dimetallkomplexes beschrinkt!>!,

Die Reaktionsmechanismen der DNA-Spaltung mit 1 werden
ausfithrlich in den Abschnitten 3.1.1 und 3.4.1 erdrtert.

Angew. Chem. 1995, 107, 819845
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2.2. Endiin-Cytostatica/Antibiotica
2.2.1. Aktivierungsmechanismus

Natiirlich vorkommende Endiin-Cytostatica/Antibiotica sind
Prodrugs, die zu aktiven Diradikalen metabolisiert werden, wel-
che in Gegenwart von Thiolen Wasserstoffatome von DNA-Zuk-
kerbausteinen abstrahieren kénnen!®®. Das zu diesen Endiin-
Antibiotica zihlende Neocarzinostatin (NCS) ist von Goldberg
et al. gritndlich studiert worden, und der am besten dokumen-
tierte Reaktionsmechanismus einer DNA-Spaltung ist der die-
ses Antibioticums!®¥. Neocarzinostatin bewirkt die DNA-Spal-
tung durch ein Nichtprotein-Chromophor, das NCS-chrom 2
(Schema 3). Die nucleophile Addition eines Thiols (oder Hy-
drids) an die C12-Position von 2 (— 3) 15st eine Umlagerung

0”7 "0

Schema 3. Die Bildung des Diradikals 4 aus 2 in Gegenwart eines Thiols und seine
Weiterreaktion durch Abstraktion von zwei Wasserstoffatomen aus DNA-Desoxy-
ribosen.

(Cycloaromatisierung) zum Indacen-Diradikal 4 mit C2 und C6
als Radikalzentren aus. Dieses Diradikal kann ein oder zwei
Wasserstoffatome vom DNA-Riickgrat abstrahieren, was einen
SSB bzw. einen DSB zur Folge hat. Das fiir die Aktivierung von
2 notwendige Thiol mufl stark reduzierend wirken sowie eine
gute Affinitdt zu DNA und/oder eine hohe Nucleophilie aufwei-
sen, damit eine optimale Aktivierung gewihrleistet ist[#,

Die anderen in den Schemata 4 und S abgebildeten Naturstoffe
~ Calicheamicin y% 5 (CAL; fiir diesen Naturstoff wurde kiirz-
lich eine Totalsynthese beschrieben'*™), die Esperamicine 7—10
(ESP A, C, D, E) und Dynemicin 12 (DYN) enthalten eine Endi-
in-Einheit als Teil ihrer Gesamtstruktur, die auBerdem ein an

S~ (_)-Zucker
S -Me
5 R=H CAL

7 R =Fucosylanthranilat ~ ESPA
8,9, 10 R=OH ESPC,D.E

Schema 4. Die Strukturen von CAL, ESPA, C, D, E und ihren diradikalischen
Cyclisierungsprodukten (beziiglich der Numerierungen siehe Lit. [9f, 57]).

11 ESP-Diradikal

6 CAL-Diradikal
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S 6-Zucker

DNA bindendes Strukturelement (einen glycosylierten Amino-
zucker und/oder ein intercalierendes Strukturelement) und
eine Startfunktion (eine Methyltrisulfid-Einheit bei CAL und
ESP, eine Chinon-Einheit bei DYN) aufweist. Die Reduk-
tion dieser Naturstoffe mit Thiolen 15st eine Aromatisierung
(Cycloaromatisierung des Bergmann-Typs'*®; siehe Schema-
ta 3—5) der Endiin-Einheit zu einem Diradikal aus, das die
Ursache fiir die DNA-schidigenden Eigenschaften!®® 491 und
die Cytotoxizitdt dieser Wirkstoffe ist. Mit aktiviertem CAL
oder ESP bildet das reduzierende Thiol kein kovalentes Ad-
dukt, es entstehen vielmehr die 1,4-Phenylen-Diradikale 6 bzw.
11.

Durch Endiine ausgeldste DNA-Spaltungen bendtigen Sauer-
stoff, aber es sind weder reduzierte Formen von O, (wie das
Superoxid-lon, Wasserstoffperoxid oder ein freies Hydroxyl-
Radikal) noch Ubergangsmetalle an der DNA-Schidigung be-
teiligt (21%91, 5551)) In Gegenwart von DNA, Sulfhydrylen und
O, durchlaufen die Endiine nur einen Oxidations-Reduktions-
Cyclus, der zur DNA-Spaltung fiihrt und den Wirkstoff in inak-
tiver Form ohne weiteres Redoxvermogen zuriicklidBt. Fiir den
ersten Reaktionsschritt, die Erzeugung des Diradikals, das H-Ra-
dikale von der DNA abstrahiert, wird kein Sauerstoff benétigt.
Der nédchste Schritt, die DNA-Spaltung, ist —im Falle von 2 — mit
der Aufnahme eines Aquivalents Sauerstoff pro Mol Wirkstoff
(das DNA-Radikal reagiert mit O,) verkniipft. Danach wird
mindestens ein Aquivalent an Reduktionsmitte] aufgenommen.
Unter anaeroben Bedingungen kann Misonidazol molekularen
Sauerstoff im Spaltungsschritt ersetzen (das DNA-Radikal wird
durch Misonidazol abgefangen), und pro Mol 2 wird ein Aqui-
valent Thiol verbraucht!®?, Bei anderen Endiinen ist der Bedarf
an O, und Reduktionsmitteln nicht quantifiziert worden.

Bei 2 konnte gezeigt werden, dafl das C6-Radikalzentrum der
aktivierten Form 4 (siche Schema 3) die dominierende H-Ab-
straktion (C5'-Chemie) durchfiihrt!>3). Das verbleibende C2-
Radikalzentrum des Wirkstoffs reagiert entweder bei geeigneten
DNA-Sequenzen auf der anderen Seite der kleinen Furche mit
dem zweiten DNA-Strang (C1’-, C4'- oder C5-Chemie) oder
wird durch andere Komponenten abgefangen, so daf} die DNA
auf der Stufe des Einzelstrangbruchs verbleibt. Selektives Ab-
fangen des C2-Radikalzentrums durch Aufnahme von H-Radi-
kalen aus dem Losungsmittel oder der gebundenen Thioleinheit
verwandelt 4 in eine monofunktionelle Spezies!>*). Dies konnte
das fiir 2 beobachtete Vorherrschen von SSBs (80 %) erkldren.

Im Fall von CAL 5 (siche Schema 4) bestehen 95 % der DNA-
Schiidigung aus Doppelstrangbriichen!*>!. Die in die C3- und
C6-Positionen des CAL-Diradikals 6 eingebauten Wasserstoff-
atome stammen ausschlieBlich aus DNA!!2* 561, Bei den Esper-
amicinen 7-10 (sieche Schema 4) sind die Radikalzentren der
reaktiven Spezies 11 die Positionen C7 und C1019%>71,

Dynemicin A 12 (Schema 5) kann beispielsweise durch die
Reduktion der Chinon-Einheit zu Verbindung 13 aktiviert wer-
den; die Offnung des Epoxidrings ergibt 14, und der nach-
folgende Angriff eines Nucleophils fithrt zu 1S. Dieses wegen
der Offnung des Epoxidrings sterisch nicht mehr belastete
aktivierte Zwischenprodukt reagiert leicht in einer Cyclo-
aromatisierung zum Diradikal 16, das die klassische DNA-H-
Abstraktion bewirkt!®® 58] Bisher wurden keine detaillierten
Untersuchungen zur DN A-H-Abstraktion durch DYN 12 ver-
offentlicht.
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3
COOH

cH,
O

H ™
OH OH B O

pYN A 12 13 14

Schema 5. Ein Vorschlag fiir die Bildung des Diradikals 16 aus DYN A 12 durch
Bioreduktion (Nu = Nucleophil).

Daneben ist auch eine photochemische (2 und ESP 7-101°%),
DYN 121890 radiolytische (2!°'7) oder thermische Aktivierung
(ESP®2) moglich, die ebenfalls zur DNA-Spaltung fiihrt.

2.2.2. Wechselwirkung mit Nucleinsduren
2.2.2.1. NCS-chrom 2

Die starke Wechselwirkung von 2 mit DNA (Affinitdtskon-
stante ca. 5x 10°M™?!) und die genaue Positionierung seiner
aktivierten Form sind der Schlissel fiir seine Spaltungseffizienz.
2 bindet an DNA durch Intercalation seiner Naphthoat-Einheit
und externe Wechselwirkung seines protonierten Aminozucker-
rests mit Phosphatgruppen. Die Diradikal-Einheit der aktivierten
Form befindet sich in der kieinen Furche der DN A3 und der
intercalierte Teil des Wirkstoffs erhoht den Abstand zwischen
zwel Basenpaaren im Wechselwirkungsbereich. Dieses Faktum
ist wichtig, wenn man fiir mehrere Endiin-Wirkstoffe die Ver-
schiebung der Bruchstellen bei Doppelstrangbriichen vergleicht.
Mit 2 finden Doppelstrangbriiche im Abstand von zwei Basen-
paaren (bps) zur kleinen Furche statt, wihrend der Abstand bel
anderen Endiin-Wirkstoffen drei bps betrdgt. Einzelstrangbrii-
che erfolgen hauptsichlich an T-Resten (T » A » C > G), und
die Basenspezifitit ist ausgeprigter als die Sequenzspezifitdt®¢,
Doppelstrangbriiche sind dagegen sequenzspezifisch, wobei 5'-
AGC und 5-AGT die Hauptbruchstellen sind. Bei Doppel-
strangbriichen werden die einzelnen Strdnge nach unterschiedli-
chen Mechanismen angegriffen: An einem Strang wird HY
durch das C6-Radikalzentrum abstrahiert, und bei einigen spe-
ziellen Sequenzen ist das C2-Radikalzentrum passend lokali-
siert, um das zweite Wasserstoffatom vom anderen Strang zu
abstrahieren, wobei es bevorzugt eine C1'- oder C4'-Chemie
auslost. Alle Einzelstrangbriiche erfolgen durch C5-Chemie,
und bei allen bisher untersuchten Doppelstrangbriichen wird
zumindest ein Strang als Folge einer H5'-Abstraktion gespalten.

Die Menge und Art der Spaltprodukte dndert sich in Abhin-
gigkeit davon, welches Thiol bei der DNA-Spaltung mit 2 ver-
wendet wird™*® 4. Das Thiol nimmt iiber eine kovalente Bin-
dung an der nucleophilen Aktivierung von 2 teil und kann daher
die Wechselwirkung des Wirkstoffs mit der kleinen Furche beein-
flussen und so das Verhiltnis von C4'- zu C5'-Chemie ebenso wie
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den absoluten Anteil an C4'-Chemie an einigen Resten verén-
dern'®#. Die Art des Thiols ist auBerdem wichtig fiir das Ver-
hiltnis von DSBs und SSBs!*¢). Ein bemerkenswertes Beispiel
ist das Ausldsen von direkten Doppelstrangbriichen durch Glu-
tathion. Es konnte gezeigt werden, daB Glutathion (GSH) ein
tieferes Eindringen des Wirkstoffs in die kleine Furche der DNA
an 5-AGC/3-TCG-Sequenzen bewirkt und damit eine verstirkte
Reaktivitdt am Cl1'-Atom des Zuckers ermdglicht*® 651,

Die Ausrichtung von 2 in der kleinen Furche der DNA ist
auch von der lokalen Mikrostruktur des Wechselwirkungsbe-
reichs abhingig. Fehlpaarungen an den Doppelstrang-Bruchstel-
len oder der Ersatz von Guanin durch Inosin (das keine NH,-
Gruppe aufweist, die in die kleine Furche gerichtet ist) verdndern
die Zuginglichkeit der C1'-, C4'- oder C5'-Zucker-Kohlenstoff-
atome der DNA fiir die Diradikal-Form des Wirkstoffst®¢).

Die Reaktionsmechanismen fiir die Spaltung mit 2 werden in
den Abschnitten 3.1.2, 3.4.2.1 und 3.5.1.1 (C1'-, C4'- bzw. c5'-
Chemie) erdrtert.

2.2.2.2. Weitere Endiine

Die anderen Endiine 1osen Einzelstrangbriiche sowie eine be-
trichtliche Zahl von Doppelstrangbriichen aus, die sich aus der
einzigartigen PalBform dieser Wirkstoffe ergeben. Die Erzeugung
eines Phenylen-Diradikals verursacht gestaffelte Doppelstrang-
Bruchstellen, die auf synchrone homolytische H-Abstraktionen
aus Desoxyribosen eines Strangpaares zuriickzufiihren sind.
Auch bei dieser Verbindungsklasse wird die DNA in der kleinen
Furche angegriffen.

Calicheamicin y,: CAL 5 verursacht in einem Plasmid oder in
einer Modellverbindung®*! DNA-Doppelstrangbriiche (zu mehr
als 95%), wobei jeder Strang nach einem anderen Mechanismus
gespalten wird. Bevorzugte Angriffspunkte sind das in Richtung
des 5’-Endes vorletzte Pyrimidin C einer 5'-TCCT-Sequenz und
das Nucleotid N, das drei Nucleotide weiter zum 3'-Ende liegt
als das gepaarte G in der komplementdren Sequenz 3'-
NNAGGABY,

1992 wurden weitere Sequenzen vorgestellt, an denen eine
Spaltung der DNA durch Calicheamicin erfolgen kann: 5-
CTCT, 5-ACCT, 5-TTTT!®72]. CAL benétigt doppelstringige,
helicale DNA am 5'-Ende einer 5-TCCT-Sequenz, um sich wir-
kungsvoll an der DNA verankern zu kénnen. Es bindet an die
kleine Furche von B-DNA, indem es seine Oligosaccharid-Sei-
tenkette in Richtung des 3'~Endes einer 5-TCCT-Sequenz aus-
richtet. Unter Zitat [91] ist ein Ubersichtsartikel angegeben, der
die Wechselwirkungen zwischen CAL und DNA beschreibt. Die
Wechselwirkung des Wirkstoffs mit seiner Erkennungssequenz
reagiert sehr empfindlich auf Anderungen, so daf vereinfachte
oder modifizierte Wirkstoffe sofort ein anderes Spaltvermdgen
und/oder andere Erkennungsmerkmale aufweisen'®”). Verinde-
rungen der DNA-Sequenz innerhalb des bevorzugten Bindungs-
bereichs konnen die Spaltung ebenfalls beeinflussen'®’™™. Es
scheint einen echten Synergismus der beiden Teile des intakten
Wirkstoffs (Kohlenhydrat-Bereich und Aglycon) hinsichtlich
seines sequenzselektiven Spaltungsvermdgens bei doppelstriin-
giger DNA zu geben. CAL 16st am TCCT-Strang C5'-Chemie
aus (Abschnitt 3.5.1.2) und am komplementiren Strang C4-
Chemie (Abschnitt 3.4.2.2). Moglicherweise ist auch etwas C1'-
Chemie an den Doppelstrangbriichen beteiligt™®*, da jedoch
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keine genaueren Befunde vorliegen, wollen wir darauf nicht wei-
ter eingehen.

Esperamicine: Die Esperamicine 7—10 (Schema 4) spalten
DNA basenselektiv (T > C > A > G), zeigen jedoch trotz
struktureller Ahnlichkeiten mit Calicheamicin 5 eine geringere
Sequenzselektivitit. ESP A 7 ist der einzige Vertreter der ESP-
Familie, der Einzelstrangbriiche auslést. Den Esperamicinen
8—10 fehlt das Fucosylanthranilat-Strukturelement, und diese
Wirkstoffe fithren zu Doppelstrangbriicheni®®. Das Vorhan-
densein von zwet Seitenketten konnte somit die Erzeugung von
Einzelstrangbriichen durch ESP A erkldren, wohingegen offen-
bar eine geeignete einzelne Seitenkette zu Doppelstrangbriichen
fithrt (8—10). In der ESP-Reihe scheint der Trisaccharidrest fiir
die Spaltungseffizienz sehr wichtig zu sein, denn ESP D 9 und
ESP E 10, denen eine bzw. zwei Zuckereinheiten fehlen, erwie-
sen sich als weitaus weniger effiziente DNA-Spaltungsreagen-
tien, obwohl sie dieselbe Sequenzselektivitit zeigten!®7- 682 69),

Die Bindung von ESP an DNA ist nicht so genau festgelegt
wie bei CAL 5 oder NCS-chrom 2. ESP kann in zwei entgegen-
gesetzten Orientierungen in der kleinen Furche gebunden wer-
den71, Sowohl fiir die durch ESP C 8 ausgeldsten Doppel-
strangbriiche als auch fiir die durch ESPA 7 an denselben
Sequenzen ausgeldsten Einzelstrangbriiche wurde ein 3'-gestaf-
feltes, asymmetrisches Spaltungsmuster beobachtet!®”-°82)
ESP A 16st Einzelstrangbriiche ausschlieBlich durch Angriff auf
die C5'-Atome eines der beiden DNA-Stringe aus, wihrend die
Doppelstrangbriiche durch ESP C, D oder E nach unterschied-
lichen Mechanismen an beiden Stringen verlaufen (zwei unter-
schiedliche Orientierungsmoglichkeiten des Wirkstoffs an der
Angriffsstelle). Die Autoren schlagen vor, dal3 die H-Abstrak-
tion von Desoxyribose fiir jedes der beiden Radikalzentren (C7
und C10) des aktivierten Wirkstoffs 11 nach einem eigenen Me-
chanismus ablduft: C7 wiirde ein H4’-Atom abstrahieren, C10
dagegen ein H5'-Atom. Da der aktivierte Wirkstoff 11 auf zwei
Arten an DNA binden kann, kann ein Radikalzentrum entwe-
der den einen oder den anderen der beiden Strdnge angreifen
und so die eine oder die andere Chemie in Gang setzen. Man
vermutet, daB sich die durch ESP A ausgelosten Einzelstrang-
briiche damit erkldren lassen, dal} die Reaktivitdt des C7-Radi-
kalzentrums wegen der sterischen Hinderung durch die benach-
barte Fucosylanthranilat-Gruppe verloren geht, wihrend die
des C10-Radikalzentrums erhalten bleibt. Die Mechanismen
der DNA-Spaltung durch ESP beinhalten sowohl C4'- als auch
C5-Chemie (siehe Abschnitt 3.4.2.3 bzw. 3.5.1.3).

Dynemicine: Man nimmt an, dal} die Wechselwirkung dieser
Wirkstoffe mit DNA sowohl durch Intercalation als auch durch
Bindung in der kleinen Furche erfolgt™®®, DYN A 12 verur-
sacht Einzel- und Doppelstrangbriiche, ist aber nicht basenspe-
zifisch. Die Dynemicine greifen bevorzugt Basen an, die auf der
3'-Seite von Purinbasen liegen, z.B. 5-GC, 5'-GT, 5-AT und
5-AG. Sie 16sen in den beiden DNA-Stringen im Abstand von
drei Basenpaaren (in 3'-Richtung) Strangbriiche aus!7°.

Allgemeine Bemerkungen zu Endiin-Wirkstoffen: Der bifunk-
tionelle Charakter der Endiin-Diradikale macht sie zu leistungs-
fihigen Reagentien fiir Doppelstrangbriiche. Die Umwandlung
des Diradikals in ein Monoradikal kann auf eine verdnderte
Positionierung des aktivierten Wirkstoffs oder auf eine sterische
Hinderung oder Ausldschung eines der Radikalzentren entwe-
der durch die Fucosylanthranilat-Seitenkette (ESP-Familie)
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oder durch die Thioleinheit (2) zuriickgefiihrt werden. Die Effi-
zienz der Endiin-Wirkstoffe ist wegen der umgebenden Seiten-
ketten somit nicht immer optimal!®>-37), Das Radikalzentrum,
das nicht dem EinfluB} einer solchen Seitenkette unterliegt, 16st
fiir gewohnlich eine C5'-Chemie aus, wihrend das andere Reak-
tionszentrum mit der C4'-1°9-35:371 oder eventuell auch mit der
C1'-166: 711 oder C5'-Position!®*! der Desoxyribose reagiert.

2.3. Bleomycine

Die Bleomycine 17 (Schema 6) sind eine von Glycopeptiden
abgeleitete Antibiotica-Klasse, die 1966 von Umezawa et al.
entdeckt worden ist'’?!, Sie wurden klinisch gegen Nicht-Hod-
gin-Lymphome, squamdse Zellkarzinome und Hodentumore

O
H, CONH2
f o CH3 H
H N\ ________ N /
N _
Hszg/K-‘ Rl HEH J8:)
& N o HO CH
=10 0. 0OH
~
H,N CH, 0] o B, :R =\§/\/\/NTNH2
OH OH NH
0 ApR=_ ~~L.cH
OH N 7
OH Q CH,
Fe-17 CONH,

Schema 6. Struktur der Bleomycine A, und B, und ein Vorschlag fiir die Chelatisie-
rung von Eisen durch sie.

eingesetzt!”®). Man nimmt an, daB ihre cytotoxische Wirkung
auf Sdugetierzellen im Zusammenhang steht mit ihrer Fihig-
keit, DNA zu binden und zu spalten‘’*l. In neuerer Zeit ist RNA
als mogliches Angriffsziel fiir die durch Bleomycin (BLM)
ausgeloste Spaltung in den Vordergrund getreten (fiir weitere
Einzelheiten siehe Abschnitt 3.4.3). Bleomycine weisen drei
wesentliche Strukturbereiche aufl®»*: die Bithiazol-Einheit
und die positiv geladene terminale Kette tragen zur spezifischen
Bindung an DNA bei; die Pyrimidin-, f-Aminoalanin- und
Imidazol-Einheiten sind iiber die Chelatisierung von Eisen an
der Sauerstoff-Aktivierung beteiligt; die Gulose- und carba-
moylierten Mannosereste verursachen moglicherweise die se-
lektive Anreicherung von BLM in bestimmten Krebszellen und
tragen vermutlich auch zur Koordination von Eisen und zur
Sauerstoff-Aktivierung beil”5). Um nihere Einblicke in die che-
mischen und biochemischen Aspekte der Wirksamkeit von
BLM zu gewinnen, wurde eine groBe Vielzahl von BLM-Analo-
ga synthetisiert. Auf diese Weise ist es beispielsweise gelungen,
die Umgebung des Metallzentrums in Metallobleomycinen mit
groBerer GewiBheit zu bestimmen!’%), die Fihigkeit zur Aktivie-
rung von Sauerstoffl””! oder die Wirksamkeit der DNA-Spal-
tung!’8! zu verbessern, asymmetrische Epoxidierungen durch-
zufiihren!’?), die Sequenzspezifitit zu verdndern'®®, die fiir die
Sequenzspezifitit entscheidenden Strukturelemente besser zu
definieren®®!) und chirale Bleomycin-Modellverbindungen zu
entwickeln, die bei der DNA-Spaltung nach dem Chiralitédtssinn
unterscheiden kdnnen™®,
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2.3.1. Aktivierungsmechanismus

BLM-induzierte DNA-Briiche kénnen durch mehrere redox-
aktive Metalle (Eisen, Cobalt, Kupfer) ausgeldst werden, die mit
den Stickstoffatomen des Peptidteils von BLM ein festes Chelat
bilden und mit molekularem Sauerstoff reagieren(®* 831 Fiir
die Aktivierung von Sauerstoff durch Fe'-BLM wird ein zusétz-
liches Elektron benétigt, das durch Disproportionierung von
zwei Molekiilen Fe'-BLM, aus Reduktionsmitteln wie Ascorb-
insdure!®* oder Alkylthiole®®** < oder durch elektrochemische
Reduktion®) erhalten werden kann. Ein Schliisselschritt der
DNA-Schidigung ist die Homolyse der C-4-H-Bindung von
Desoxyribosen'®® durch ,,aktiviertes” Bleomycint®** ", Uber
die genaue Struktur dieses aktivierten BLM wird noch debat-
tiert. Alle Hypothesen Giber den H-4'-Abstraktionsschritt lassen
sich zwei Kategorien zuordnen (Schema 7): einem Fenton-Weg
(OH" als reaktive Spezies, Wege ® und ©8*]) oder einem
P-450-artigen Weg (BLM-Fe¥=0 als hydroxylierendes Agens,
Wege ®, © und ®; dieser Weg wurde als erstes von Burger
et al.l*7® yorgeschlagen). Anhaltspunkte, um sich fiir einen die-
ser Reaktionswege zu entscheiden, kénnen aus den verschiede-
nen Maéglichkeiten, aktiviertes BLM zu erhalten, aus spektro-
skopischen Merkmalen der Zwischenprodukte und aus der
beobachteten chemischen Reaktivitidt abgeleitet werden.

BLM-Fe'V-OH + HO'

®,

jid

Fe-BLM

BLM-Fe"=0

© m

> Fel'BLM —~Z»BLM-Fe
22

-OH + HO

T Disproportionierung

0;” + Fe"-BLM

Fe"BLM-——» BLM-Fe' 0,

£ BLM PhlO oder KHSO¢

Schema 7. Mehrere denkbare Mechanismen zur Aktivierung von Fe-BLM-Kom-
plexen in Gegenwart von O,, H,0, oder Sauerstotfdonoren (PhIO, KHSO,).

Aktiviertes Bleomycin kann mit drei Arten von Sauerstoff-
quellen erzeugt werden: mit molekularem Sauerstoff und Elek-
tronen, mit Wasserstoffperoxid oder Alkylhydroperoxiden und
mit Sauverstoffdonoren. Die iiblicherweise fiir die Aktivierung
von Fe-BLM verwendeten Methoden — entweder Fe-BLM/
0,/2¢” oder Fe-BLM/H,0, - fiihren zu aktiven Spezies, die
sich gegeniiber DNA gleichartig verhalten®®), Beide Methoden
sind jedoch fir die Kldrung der mechanistischen Frage, ob der
Fenton-Weg oder der P-450-Weg beschritten wird, nicht beweis-
kriftig, da sie jeweils fiir beide geeignet sind (Wege © und ©
bzw. ® und ®). Die Bildung von Oxo-Eisen-Spezies ist fiir
P-450 selbst durch die Verwendung von Sauerstoffdonoren wie
NalOQ,, H,0,, ROOH oder Todosylbenzol®®! und fiir syntheti-
sche Metalloporphyrine durch die von Persduren, Iodosylben-
zol und NaOCIP®% nachgewiesen worden. Die Reaktion von
Iodosylbenzol mit Fe™-BLM stiitzt die Bildung von BLM-
Fe¥=0P! (Weg ® in Schema 7), obwohl fiir diesen Fall auch
eine Lewis-Sdure-Katalyse, die nicht notwendigerweise ein
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Fe¥=0-Zwischenprodukt erfordert, diskutiert worden istt2.
Uberdies ist Iodosylbenzol kein harmloser Sauerstoffersatz bei
Umsetzungen mit BLM, besonders wegen der gewdhnlich lan-
gen Inkubationszeiten. Die Ergebnisse sollten daher mit Vor-
sicht bewertet werden(®31. Mit Kaliummonopersulfat (KHSO,),
einem wasserloslichen Donor von Sauerstoffatomen bei physio-
logischem pH-Wert, konnte gezeigt werden, daf} aktiviertes Fe-
BLM Einzel- und Doppelstrangbriiche auslésen®*! und Sauer-
stoff auf Olefine itbertragen kann'*®). Wird Fe"-BLM durch
Alkylhydroperoxide aktiviert, die nachweislich einer homolyti-
schen O-O-Bindungsspaltung unterliegen (Weg ® in Sche-
ma 7)!%¢2 5o spaltet die aktivierte Spezies DNA nicht!®®., Die-
se Ergebnisse stiitzen die Vorstellung, daf} aktiviertes BLM ein
Bleomycin-Oxo-Eisen-Komplex mit Eisen in einer hohen Oxi-
dationsstufe ist (die Bildung solcher Oxo-Eisen-Verbindungen
durch Umsetzung mit Alkylhydroperoxiden erfordert eine het-
erolytische Spaltung der peroxidischen O-O-Bindung). Die Un-
wirksamkeit von Radikalfingern!®”! bei diesen Reaktionen 138t
vermuten, daB3 der tatsdchliche Spaltungsmechanismus haupt-
sdchlich iiber einen Oxo-Eisen-Komplex verlduft.

Einen weiteren Hinweis auf die Existenz einer BLM-Fe¥=0-
Spezies liefert die Umsetzung von aktiviertem Fe-BLM mit klei-
nen Molekiilen®*®. Auch die unterschiedlichen DNA-Spal-
tungsmuster mit Fe-BLM (siehe Abschnitte 3.4.2 und 3.4.4) und
Fe-MPE, einer Verbindung, die als Lieferant von OH-Radika-
len bekannt ist, sprechen dafiir, dall die DNA-Spaltung mit
Fe-BLM nicht iiber denselben Oxidationsweg verlduft wie die
mit Fe-MPE. Freie Hydroxyl-Radikale konnen daher als
Hauptreaktanten der Fe-BLM-induzierten Spaltung ausge-
schlossen werden!®®2},

Die nicht frei bewegliche, aktivierte BLM-Spezies, die sich
von nichtaktiviertem Fe™-BLM um zwei Redoxiquivalente un-
terscheidet, wird als BLM-FeY=0 formuliert und ist in der La-
ge, Wasserstoffatome von Desoxyribose zu abstrahieren, so dafl
ein Kohlenstoff-Radikal entsteht. Der dabei gebildete BLM-
Komplex BLM-Fe'Y-OH ist noch immer ein starkes Oxida-
tionsmittel (eine Redoxstufe iiber Fe™-BLM) und kann mit dem
Kohlenstoff-Radikal iiber einen typischen P-450-artigen Weg
(Sauerstoff-R iickbindungsmechanismus®°*) zu einem hydroxy-
lierten Derivat (Schema 8, Weg a) reagieren. Das eingebaute
Sauerstoffatom stammt jedoch — wie man vor einigen Jahren an
DNA nachweisen konnte!®®! — aus dem Losungsmittel. Dieses
Ergebnis spricht fiir einen alternativen Reaktionsverlauf: Akti-
viertes BLM kann sich im zweiten Reaktionsschritt wie eine
Peroxidase (Schema 8, Weg c) verhalten und anstelle eines OH-

a) Sauerstoff-Trans, fer
H- Ab \trakt[on ROH

S
b) e~Abstraktion
e

A{H*
I 11

Schema 8. Drei magliche oxidative Reaktionswege fiir BLM- und Porph-Komple-
xe (M = Fe, Mn): a) P-450-Weg, b) verinderler P-450-Weg, c) kiassischer Peroxida-
se-Weg. L ist Verbindung I, Il ist Verbindung II.

"Q" Donor \
[0}
c)

AH2 AH+H' o
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Transfers die Abstraktion eines Elektrons bewirken (veridnder-
ter P-450-Weg, Schema 8, Weg b). AnschlieBend kann ein Was-
sermolekiil mit dem so erzeugten Carbokation unter Bildung
des hydroxylierten Derivats reagieren.

Bei der Inkubation von DNA mit Fe-BLM unter Spaltungs-
bedingungen wird auch eine geringfiigige Basenschidigung be-
obachtet!?°°). 1993 wurde berichtet, daB DNA mit Ni""-BLM in
Gegenwart von Kaliummonopersulfat als Oxidationsmittel
ebenfalls gespalten werden kann!*0l,

2.3.2. Wechselwirkung mit Nucleinsiuren

Die Assoziationskonstante fiir die Wechselwirkung von Fe-
BLM mit doppelstringiger DNA liegt in der Gré8enordnung
von 10° M~ 11921 Die DNA-Spaltung mit BLM zeigt eine cha-
rakteristische Sequenzselektivitit: Die meisten Strangbriiche
finden an 5'-G-pyr-Sequenzen statt. Eine geringe Verdnderung
der terminalen Aminokette in BLM und das Fehlen des Gulose-
Mannose-Zuckerbausteins beeinflussen die Sequenzspezifitit
der DNA-Spaltung nur geringfiigig. Die Bindung des Wirk-
stoffs erfolgt zum Teil uber elektrostatische Wechselwirkun-
gen und vermutlich zusétzlich durch Intercalation oder teilweise
Intercalation der Bithiazol-Einheit. Metallo-BLM binden
wahrscheinlich in der kleinen Furche der B-DNA-Doppelhelix
und iiberdecken dabei zwei oder drei Basenpaare der DNA.
Die 2*-Aminogruppe der Guaninbase, die sich in 5'-Richtung
neben der gespaltenen Pyrimidinbase befindet, ist ein Schiiis-
selelement flr die spezifische 5'-GC- oder 5-GT-Erkennung
durch die Metallobleomycine. Die Bithiazol-Einheit scheint
eine wichtige Rolle bei der Anbindung des Wirkstoffs an
B-DNA zu spielen!*?3 Strukturell verinderte DNA — wie
methylierte DNAI'4! oder platinierte DNA-Oligomere!!°3! —
bewirkt vermutlich eine veridnderte Spezifitit oder Reaktivi-
tét.

Es konnte gezeigt werden, dafl BLM weit hiufiger DNA-
Doppelstrangbriiche ausldst, als bei einem zufdlligen Zusam-
mentreffen von Einzelstrangbriichen zu erwarten wire. Auf ei-
nem Strang ist die Bruchstelle ein Pyrimidin in einer 5-G-pyr-
Sequenz, wihrend auf dem komplementéren Strang die Spal-
tung an einer fiir Einzelstrangbriiche ungewohnlichen Stelle
stattfindet!* %%, Beide Briiche sind das Ergebnis eines spezifi-
schen Angriffs an C4'[1°7],

Man hat versucht, durch Kopplung von BLM an Nucleotide
dessen Spezifitit zu verdndern. Diese Konjugate spalten DNA
wirkungsvoll an der GT-Sequenz in der Nihe der Oligonucleo-
tid-Bindungsstelle! 8,

Einige Untersuchungen fithrten zu dem Ergebnis, daf3 es sehr
unwahrscheinlich ist, daB3 die Spaltung von RNA fiir die thera-
peutische Wirkung von Fe-BLM von Bedeutung ist!!?91 doch
andere Studien lassen das Gegenteil vermuten!®* 1'% Entgegen
neueren Berichten, dal RNA durch BLM nicht gespalten
wird*1*1 konnte schon nachgewiesen werden, daB die drei
Hauptarten von RNA durch Fe-BLM abgebaut wer-
den*1% 1121 Die RNA-Spaltung scheint viel selektiver zu ver-
laufen als die DNA-Spaltung. RNA wird zwar auch iiberwie-
gend an 5-G-pyr-3-Sequenzen gespalten, doch findet die
Spaltung hauptsichlich in einstridngigen Abschnitten oder am
Ubergang von einstringigen zu doppelstringigen Bereichen
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statt, was vermuten JaBt, daB die RNA-Tertiarstruktur
und nicht spezifische Sequenzen als Erkennungsmerkmal
dienen.

Mit BLM ist bisher ausschlieBlich C4'-Oxidation von Des-
oxyribose beobachtet worden (fiir Einzelheiten siehe Ab-
schnitt 3.4.3).

2.4. Fe-EDTA und Fe-MPE

Methidiumpropyl-EDTA 18 (MPE, Schema 9) ist ein frithes
Beispiel fiir DNA-bindende Molekiile mit der Fahigkeit, die
Redoxaktivitit eines Metall-
Tons auf ein bestimmtes Ziel zu
lenken und auf diese Weise eine
DNA-Spaltung herbeizufiihren.
18 besteht aus der Methidium-
Einheit als DNA-Intercalator,
die iiber eine kurze Kohlenwas-
serstoffkette mit dem Metall-
Tonen chelatisierenden EDTA
verkniipft ist[t13 1141,

Schema 9. Struktur des Eisen(ir)-
Komplexes von Methidiumpro-
pyl-EDTA 18.

2.4.1. Aktivierungsmechanismus

Sowohl MPE als auch EDTA
sind in Gegenwart von Eisen(1r)
und molekularem Sauerstoff in der Lage, das DNA-Riickgrat
vermutlich durch H-Abstraktion von Desoxyribose zu spal-
ten!!13.115. 1161 Fe MPE spaltet Plasmid-DNA bei Konzentra-
tionen, die zwei GréBenordnungen (10~ ° M) niedriger sind als
die fiir die Spaltung mit Fe-EDTA bendtigten (10~# mM). Durch
Zusatz von Reduktionsmitteln wie Dithiothreit, Natriumascor-
bat oder NADH, die Fe" aus Fe'" regenerieren, verbessert sich
die Effizienz der DNA-Spaltung bis zu Konzentrationen, die
denen von Bleomycin (108 M) entsprechen!!*3],

Die Reaktion verlduft vermutlich so, daB zunichst Fe mit
Sauerstoff unter Bildung von Fe™ und O3 reagiert [Gl. (5)].
In protischen Medien disproportioniert das Superoxid-lon
schnell unter Bildung von H,O, [Gl. (6)]. AnschlieBend rea-
gieren Fe' und H,0, iiber die bekannte Fenton-Chemie
unter Bildung von Hydroxyl-Radikalen [Gl. (7)]'* 3. Wird Na-
triumascorbat in Gegenwart von Sauerstoff als Reduktions-
mittel eingesetzt, so resultiert ein Katalysecyclus, in dem
geringere Konzentrationen an Eisen zur DNA-Spaltung genii-
gen [Gl. (5)—(8)]113 117,

Fe'-MPE + O, —— Fe"-MPE + O3~ 5
205 +2H — H,0, + O, (6)
Fe!'“MPE + H,0, — Fe"-MPE + OH" + OH"™ (7)
Fe'""MPE + Reduktionsmittel —— Fe'-MPE (8)

Die durch Fe-MPE ausgeloste DNA-Spaltung wird durch Su-
peroxid-Dismutase, ein Enzym, das dem System freies Super-
oxid entzieht, und Katalase, ein Enzym, das Wasserstoffperoxid
zu Wasser und Sauerstoff disproportioniert, gehemmt. Diese Tat-
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sache unterstreicht die Bedeutung von freiem Wasserstoffper-
oxid als Schliissel-Intermediat fiir den Strangbruch. Auflerdem
wurde in Abwesenheit von Sauerstoff keine DNA-Spaltung
beobachtet!®® 1131151 Dje Konzentration an Hydroxyl-Radi-
kalen nimmt mit wachsender Entfernung zu ihrem Entstehungs-
zentrum ab. Somit ist die Abnahme der DNA-Spaltung mit
zunehmendem Abstand von der EDTA-Gruppe gut mit einem
Mechanismus in Einklang, an dem OH-Radikale beteiligt
sind!!!¥],

Fe'™-MPE wurde ebenfalls auf DNA-Spaltungsaktivitit un-
tersucht. Seine direkte Oxidation mit Todosylbenzol verbessert
die Spaltung von Plasmid-DNA. Ob an dieser Spaltung eine
MPE-Fe¥=0-Spezies oder ein Hydroxokomplex beteiligt ist,
wird noch diskutiert{®®-#8- 1131,

2.4.2, Wechselwirkung mit Nucleinsiduren

Fe-EDTA ist ein negativ geladener Komplex, der nicht elek-
trostatisch an DNA bindet. Die DN A-Spaltung iiber Hydroxyl-
Radikale ist daher kaum sequenzabhingig 9% 11%- 1201 Dieses
System ist ein nittzliches Reagens, um ,,Footprints von Protei-
nenl!17-120.121 pder kleinen Molekiilen (Distamycin und Acti-
nomycin'*??) und um Informationen iiber DNA-Strukturen zu
erhalten (ungewohnliche Konformationen in den Adeninberei-
chen von DNAM23 vierarmige Holliday-Strukturen(*?#! und
gekriimmte DNAL ey,

Fe-MPE spaltet DN A mit relativ geringer Sequenzspezifitét.
Dies entspricht den Erwartungen, denn die Methidium-Einheit
ist ein Intercalator mit einer geringen Basenspezifitdt. Die einzi-
ge bekannte Spezifitit dieses Systems ist eine schwache Vorliebe
fiir GC-reiche DNA-Abschnitte. Die Sequenzspezifitit von Fe-
MPE ist deutlich geringer als die von DNase I, und die Vielsei-
tigkeit dieses Reagens hat sich fiir viele Anwendungen als sehr
niitzlich erwiesen, z.B. bei der Bestimmung von Position, Grofie
und relativer Bedeutung der Bindungsstellen fiir kleine Molekii-
le auf nativer DNA20-1251 oder fiir Proteine auf Restriktions-
fragmenten!'?!- 1281 und bei der Untersuchung von RNA-[127
und Chromatin-Strukturen!! 281, Die relativen Vorziige von Fe-
EDTA und Fe-MPE in Footprinting-Experimenten werden in
Lit. [129] erortert. Die DNA-Affinititen von Ni'- und Mg"-
MPE éhneln denen des Ethidiumbromids (10° M~ 1), die von
Fe'- und Fe™-MPE kénnen wegen deren DNA-Spaltungseffi-
zienz nicht ermittelt werden. Die Bindungsstelle besteht vermut-
lich aus zwei Basenpaaren!®®,

Verkniipft man Fe-EDTA mit Molekiilen, die sequenzspezi-
fisch an DNA binden, wie Antibiotica, Polypeptide, Oligonucleo-
tide oder Proteine, so erhilt man neue Klassen von DNA-Spal-
tungsreagentien (,,DNA affinity cleaving molecules*). Solche
Verbindungen sind Grundlage fiir das Design und den Aufbau
kiinstlicher Restriktions-Endonucleasen mit definierten Zielse-
quenzen und definierter GroBe der Bindungsstellen(®8: 1301, Ana-
log wurden Hybridmolekiile durch die Verkniipfung von EDTA
mit Distamycin!®"?8- 1311 einem chiralen Derivat des Netrop-
sins!130- 1321 QOligopeptiden!!1® 1331 oder Oligonucleotiden
hergestellt, um einzelstringige DNA (oder RNA) unter milden
Bedingungen!'*8 1341 oder doppelstringige DNA (iiber die Bil-
dung einer Tripelhelix)! 33! zu spalten.

Auf die Umsetzungen von Fe-EDTA-Komplexen mit DNA
wird in Abschnitt 3.4.4 genauer eingegangen.
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2.5. Kationische Metalloporphyrine
2.5.1. Aktivierungsmechanismus

Synthetische Metalloporphyrine kdnnen Oxygenierungs- und
Oxidationsreaktionen, die von Him-Enzymen katalysiert wer-
den, nachahmen %, Neben dieser Art von Reaktivitat zeigen
Eisen- und Manganporphyrine mit positiven Ladungen in der
Peripherie, z.B. die Fe- und Mn-meso-Tetra(N-methylpyridinio-
4-yDporphyrine 19 (Fe- bzw. Mn-TMPyP, Schema 10; fiir kri-

I HC B
Aco~ N H:O N CHy
‘ “OAc
AcO™
AcO™
+N _
H,C H,0 N* OAc

 E— : e

19 ¢5AcO™
Schema 10. Struktur von M-TMPyP-pentaacetat, M = Fe. Mn [136].

stallographische Daten zu Mn-TMPyP siehe Lit. [136]), eine
starke Wechselwirkung mit DNA, wodurch ein starkes Oxida-
tionsmittel in die Nédhe der Zielgruppe gebracht wird. An der
DNA-Spaltung ist vermutlich dieselbe aktive oxidierende Spe-
zies beteiligt wie an den sonstigen durch Metalloporphyrine ka-
talysierten Oxygenierungs- und Oxidationsreaktionen, namlich
ein Oxo(porphyrinato)-Komplex mit dem Metallzentrum in ei-
ner hohen Oxidationsstufe, der in der Lage ist, C-H-Bindungen
zu hydroxylieren oder Olefine zu epoxidieren!®¥, Diese aktive
Spezies entsteht in Gegenwart von Sauerstoffdonoren wie Todo-
sylbenzol*37) Wasserstoffperoxid[13%%), Kaliummonopersul-
fat[138a.2d] oder Magnesiummonoperphthalat!!38<, Eine weite-
re Moglichkeit, Oxo-Metalloporphyrine herzustellen, ist - wie
beim Cytochrom P-4501892-137.1391 _ die Verwendung von mo-
lekularem Sauerstoff in Verbindung mit einer Elektronenquelle.
Die im Hinblick auf die DNA-Spaltung effizienteste dieser Me-
thoden ist die Oxidation kationischer Mn-Porphyrine mit
KHSO, 1381401 Die Ergebnisse der mit diesem System erziel-
ten DNA-Spaltungen lassen vermuten, dal3 an dieser Reaktion
keine frei beweglichen Radikale beteiligt sind, denn die Bruch-
stellen sind genau definiert, und H, 0, ist bei der Erzeugung der
aktivierten Spezies um mindestens drei GréBenordnungen weni-
ger wirksam!'3%) TMPyP-MnY=0 ist ein monoreaktives
DNA-Spaltungsreagens (im Gegensatz zu den direaktiven Dira-
dikalen der Endiin-Wirkstoffe)!! 8¢l Eine katalytische Aktivi-
tidt wird nur dann beobachtet, wenn der Komplex durch starke
Wechselwirkungen mit dem Zielmolekiil vor Selbstoxidation
(die ein Ausbleichen des Chromophors bewirkt) geschiitzt ist,
Bei einem hohen DNA/Mn-Porphyrin-Verhiltnis (75 uMm bp/
5 nM Mn-Porphyrin) wurden bis zu fiinf Einzelstrangbriiche pro
Mn-TMPyP-Molekiil beobachtet!3®%), In Schema 8 ist ein
denkbarer Aktivierungs/Reaktionsablauf dargestellt. Die fiir
die DNA-Spaltung ursédchliche TMPyP-MnY=0-Spezies ist zu
reaktiv, um charakterisiert zu werden. Wie in Abschnitt 2.3.1
fiir BLM-FeV=0 erértert worden ist, konnte fiir diese Verbin-
dung weder eine Reaktivitdt nach dem P-450-Weg (Weg a in
Schema 8) noch eine nach dem verinderten P-450-Weg (Weg b)
bewiesen werden. Ob das aktivierte Zwischenprodukt TMPyP-
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M'-OH das DNA-Substrat durch Riickbindung des gebunde-
nen OH-Aquivalents direkt oxygeniert (Wega) oder ob ein
Elektronentransfer erfolgt (Weg b), ist noch nicht geklart. Un-
tersuchungen zur Herkunft des in die DNA-Zucker eingebauten
Sauerstoffs kénnten zur Beantwortung dieser Frage beitragen
(siche Abschnitt 2.3.1)1°91,

Elektrochemisch aktiviertes Mn'"- und Fe™-TMPyP ist in Ge-
genwart von O, zur DNA-Spaltung verwendet worden!!4, Der
dabei beobachtete Aktivierungs- und Spaltungsmechanismus ist
moglicherweise auch relevant fir das, was iiber die chemische
Aktivierung berichtet worden ist. Photochemisch aktivierte
Porphyrine sind — vermutlich iiber die Erzeugung von Singulett-
Sauerstoff — ebenfalls in der Lage, DNA zu spalten'42),

2.5.2. Wechselwirkung mit Nucleinsiiuren

Mn-TMPyP gehort zu einer Klasse kationischer Metallopor-
phyrine, die nicht zwischen DNA-Basenpaare intercalieren,
sondern statt dessen in der kleinen Furche an AT-reiche DNA-
Regionen binden!#9-141-1431 Dag Mn-Porphyrin-Geriist ent-
hilt keine Donor- oder Acceptorstellen fiir Wasserstoffbriicken-
bindungen, und die Intercalation wird durch die Gegenwart
eines axialen Liganden am Manganzentrum verhindert!!3¢], Die
Fahigkeit von Mn-TMPyP, selektiv AT-reiche DNA-Regionen
anzugreifen, muB somit auf elektrostatischen oder sterischen
Effekten beruhen. Beispielsweise wurde vorgeschlagen, daB das
kationische Metalloporphyrin durch das stark negative Poten-
tial an der Oberfliche der kleinen Furche AT-reicher Sequenzen
angezogen wird'4*!, Untersuchungen, bei denen die Gesamtla-
dung oder die Ladungsverteilung in der Peripherie des Makro-
cyclus verindert wurden, haben gezeigt!!432~ ¢ 1451 daf} ein en-
ger Kontakt mit der kleinen Furche notwendig ist, um die
Bindungswechselwirkung und die Spaltungseffizienz zu verbes-
sern. Bei hoher Ionenstirke kann das Reagens nicht an DNA
binden, und es erfolgt keine Spaltungt!38s 1461

In Anbetracht seiner GroBe konnte Mn-TMPyP fiinf bis sechs
Basenpaare in der kleinen Furche von B-DNA iiberspannen, die
bevorzugte Spaltungsstelle besteht jedoch aus drei aufeinander-
folgenden AT-Basenpaaren, die eine passende ,,Box* fiir eine
hochselektive DNA-Spaltung bilden37-138d. e 1432 143d] Tp dje.
ser Position bewirkt Mn-TMPyP eindeutig eine C5'-Oxidation
der Nucleoside an beiden 3'-Seiten der AT-Box!**": Ein Einzel-
strangbruch auf jedem der beiden Strdnge fiihrt insgesamt zu
einem Doppelstrangbruch mit einer Verschiebung um vier Ba-
senpaare in 3'-Richtung auf dem komplementiren DNA-Strang
(Schema 11). Bislang gibt es keinen eindeutigen Beweis dafiir,
dalB dieses Spaltungsmuster durch zwei Einzelstrangbriiche ent-
steht, die von ein und demselben Metalloporphyrin in der klei-
nen Furche durch zweifache Aktivierung ausgeldst werden, oder
daB zwei verschiedene aktivierte Metalloporphyrine an der
Spaltung beteiligt sind. Bei grolen DNA-Substraten iiberwie-
gen FEinzelstrangbriiche!!3%4], wihrend bei Oligonucleotiden
(mit einer oder zwei AT-Boxen) sehr leicht Doppelstrangbriiche
stattfinden!' 473,

Neben der Spaltung an (A - T);-Bruchstellen sind auch einige
sekundire Reaktionssequenzen beobachtet worden. Bei diesen
ist ein Basenpaar der (A - T),-Bindungsstelle durch ein G - C-
Basenpaar ersetzt, wobei die Position des G - C-Paars keine Rol-
le spielt*#34], Diese sekundire Reaktivitit ist unter drastischen
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+ d(S'-al;-G CG) > d(pC G)
V sCTTTCCGy —> L(C TTTp
VI 3-<fi'}AAA¢GC5v . {d(C GCAAAp
! ! + d(5"-atd-G)

+ Cua + FUR

Schema 11. Bei Verwendung des Mn-TMPyP/KHSO,-Systems zeigt die Bruchstel-
le auf der Doppelhelix V/VI eine Verschiebung um vier Basenpaare (gestrichelter
Doppelpfeil unten links) in Richtung auf die 3’-Enden, wie anhand der Analyse der
Spaltprodukte (unten rechts) nachgewiesen werden konnte [147)].

Spaltungsbedingungen besonders auffilligh'#™; sie ist um eine
GroBenordnung schwécher als die an (A - T),-Zentren.

Auch G - C-reiche Sequenzen kénnen mit Mn-TMPyP abge-
baut werden, allerdings ist die Reakvititdt um zwei GréBenord-
nungen schwicher als die fiir den Abbau von (A - T),-Zentren.
Der Mechanismus der DNA-Spaltung in diesen Bereichen ist
nicht vollstidndig verstanden ; ihm kénnte eine Zucker- (C5’ oder
C1’) und/oder eine Basenoxidation zugrunde liegen. Fiir Mn-
TMPyP an (A - T),-Bindungsstellen sind Aftinitdtskonstanten
bis zu 107 M~ ! veréffentlicht worden!* 381 fitr solche an A - T-
Sequenzen erhielt man 10° M~ und fiir solche an G - C-Sequen-
zen 103 M~ 111481,

Durch die Verkniipfung eines Metallotris(methylpyridinioyl)-
porphyrins mit Oligonucleotiden konnten Hybridomolekiile
hergestellt werden, die die Fahigkeit haben, eine einstringige
35mer-DNA, die dem Initiations-Codon-Bereich des rar-Gens
von HIV-1 entspricht, selektiv zu spalten!!4°!,

Die Reaktionsmechanismen der DNA-Spaltung mit Mn-
TMPyP durch C1’- und/oder C5’-Oxidation sind in den Ab-
schnitten 3.1.3 bzw. 3.5.2. beschrieben.

2.6. Photoaktivierbare DNA-Spaltungsreagentien
am Beispiel von Phenanthrenchinondiimin-Rhodium(rir)-
Komplexen

Eine Reihe von Untersuchungen befaflten sich mit der Ver-
wendung von Metallkomplexen oder Wirkstoffen zur Entwick-
lung spektroskopischer DNA-Sonden und/oder photoaktivier-
barer DNA-Spaltungsreagentient >°2~%, Nur bei einigen die-
ser Molekiile ist eine Beschleunigung des Strangbruchs durch
Photoaktivierung festgestellt worden!!3%l. Neben Metallopor-
phyrinen und Endiinen (Abschnitte 2.5.1 bzw. 2.2) kénnen auch
einige einfache, anorganische, oktaedrische Molekiile Ein-
zelstrangbriiche herbeifithren, und zwar nach Einstrahlung in
bestimmte Absorptionsbanden. Eine derartige Spaltung wird
durch Metallkomplexe induziert, von denen man weill, daB3
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sie hauptsdchlich iiber zwei nichtkovalente Bindungsarten an
DNA binden: 1) durch eine Art Furchenbindung, die durch
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Liganden und der
kleinen oder groBen Furche der DNA stabilisiert ist{?7%¢ 151],
und 2) durch Intercalation! 2! Bei einigen dieser photoakti-
vierbaren Komplexe ist die genaue Art der Bindung an DNA
noch nicht geklart!*3¥, Rhodium-'*#, Ruthenium-*%% und
Cobaltkomplexe!!*®! wurden als Spaltungsreagentien bei der
Untersuchung von Nucleinséure-Konformationen und zur Er-
kennung spezifischer Bindungsstellen auf einem DNA-Strang
verwendet.

Kirzlich ist fiir Phenanthrenchinondiimin-Rhodium(i)-
Komplexe ein genauer Mechanismus abgeleitet worden, der ei-
nen oxidativen Angriff auf die C3'-H-Bindung enthdlt und auf
den wir hier im Detail eingehen wollen.

2.6.1. Aktivierungsmechanismus

Das Auftreten scharfer und genau definierter Gelbanden
nach der Spaltung von Restriktionsfragmenten oder Oligonu-
cleotiden durch photoaktivierte Rhodiumkomplexe 148t vermu-
ten, dal3 diese DNA-Spaltung nicht durch ein frei bewegliches
Oxidationsmittel erfolgt. Vielmehr scheint es sich um eine Spe-
zies zu handeln, die genau an der Bindungsstelle erzeugt wird
und dort den Strangbruch induziert. Die Bestrahlung der Rho-
diumkomplexe bei der Wellenldnge der Ligand — Metall-Char-
ge-Transfer(LMCT)-Bande fithrt zu einem angeregten Zustand
mit einer Lebensdauer im ps-Bereich. Die aktive Radikalspezies,
die die DNA-Spaitung durch 20 und 21 (Schema 12) verursacht,
ist vermutlich das Radikalkation des phi-Liganden, das fest an
DNA gebunden ist und durch Einstrahlung in die LMCT-Ab-
sorptionsbande entsteht. Die Ausrichtung des phi-Radikalka-
tions in der Bindungsstelle ermoglicht eine schnelle H-Abstrak-
tion vom Desoxyribosering, die die Spaltung einleitet!*37},

Rh"'(phen),phi 20 Rh™(phi),bpy 21

Schema 12. Strukturen der beiden (9,10-Phenanthrenchinondiimin)rhodiam(im)-
Komplexe 20 und 21.

2.6.2. Wechselwirkung mit Nucleinsiuren

Bei Photoaktivierung spaltet 20 doppelstrangige DNA an 5'-
Pyrimidin-Purin-Ubergiingen und bevorzugt an der kanonischen
Sequenz 5'-Pyrimidin-Purin, wihrend der analoge Komplex 21
DNA - trotz zusitzlicher, fur Wasserstoff—Briickenbiridungen
potentiell geeigneter Iminogruppen — zwar effizient, aber im
allgemeinen sequenzneutral spaltet. Die Asymmetrie des Spal-
tungsmusters zum 5-Ende eines jeden Stranges 148t vermuten,
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daf3 der starre Komplex B-DNA aus der groBen Furche der
Helix angreift. Da der phi-Ligand leicht intercaliert, sollten bei
20 die Phenanthrolinliganden nichtintercalative Positionen ent-
lang der Furche einnehmen und bei 21 ein phi- und der pby-Li-
gand die Nebenbindungsstellen besetzen! 342, NMR-Untersu-
chungen haben inzwischen einen direkten Beleg fiir eine spezifi-
sche Intercalation des chiralen oktaedrischen Komplexes 4-20
geliefert und weisen auf eine bevorzugte partielle Intercalation
des phi-Liganden hin und darauf, da@ sich die Phenanthrolinli-
ganden an den Nebenbindungsstellen befinden!!*®!, Die Inter-
calation in die grofle Furche ist in Einklang mit den Ergebnissen
mechanistischer Untersuchungen zur DNA-Spaltung durch
Rhodiumkomplexe, denen zufolge der erste Reaktionsschritt
einer H3'-Abstraktion ist (siche Schema 16 und Abschnitt 3.3).
Photospaltungsexperimente haben gezeigt, daB 4-20 5-GC-
Ubergiinge enantioselektiv angreift.

3. Wasserstoff-Abstraktion von verschiedenen
Desoxyribose-C-H-Bindungen und dadurch bedingte
DNA-Spaltung

Jeder Desoxyribose-Baustein von DNA enthilt sieben C-H-
Bindungen als mogliche Zielgruppen fiir einen oxidativen An-
griff. Davon sind vier in der kleinen Furche und drei in der
groflen Furche lokalisiert (siche Schema 1). Bei allen in Ab-
schnitt 2 vorgestellten chemischen Nucleasen und Wirkstoffen
ist der erste Reaktionsschritt die Abstraktion eines Wasserstoff-
atoms, die zu einem Radikalzentrum am entsprechenden Koh-
lenstoffatom des Zuckers fithrt. Wir zeigen im folgenden, auf
welche Weise dieser erste Bindungsbruch in Abhadngigkeit von
den Reaktionsbedingungen und in Einklang mit den experimen-
tellen Belegen fiir die vorgeschlagenen Reaktionsmechanismen
zur DNA-Spaltung fiihrt!!391,

3.1. HI’-Abstraktion: Cu(¢P),, NCS-chrom, Mn-TMPyP
und Halogenuracil enthaltende Nucleotide

Der oxidative Angriff von Cu(oP), 1, NCS-chrom 2 und Mn-
TMPyP 19, M = Mn, auf DNA bewirkt eine H1'-Abstraktion,
die zum Radikal 28 fithrt (siche Schema 14). Bei der Photolyse
5-Halogenuracil enthaltender Oligonucleotide entstehen iiber
22 entweder an C1’ oder an C2’ lokalisierte Radikale (23 bzw.
24, Schema 13), oder es bildet sich iiber 25 und 26 das 1’-Kation

| | 23 24
903 0 A‘; 1) OPO3 o e o fde
O;_'zﬁ&h NH 1 O’J/P;
waun  POSLON Y PO- PO,
— A \/—; _—
- o 22

Ade

| 1 L
o) A <+ 0 d.+ O
PO, 0" P00 A; o POKOj N
—/ W/‘J\'(*NH
By ™ O Ura

o) A Q
F0O,1.0 PO, QN O POKOV
— A o 020 — 7 —
AU Q N _ 0 fo)

25 Br T 26 t27

Schema 13. Mégliche Reaktionsmechanismen fiir den oxidativen Angriff auf C1'-
und C2'-H-Bindungen im Fall Halogenuracil enthaltender Oligonucleotide [159].
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14
B
RO;PO <07<H vicinales®™U (B = Ade)

(o] .\ Br-
w. PRGN |
Abstraktion 29_‘3_7;,
PO, g, [B
€

@\ .o, 27( B . i 5-MF
+ 0-0™
Misonidazk‘ 0 B_ M4 E

Schema 14. Mégliche Reaktionsmechanismen, wenn der erste Angriff der oxidie-
renden Spezies (D: 1, @: 2, ®@: 19, @: vicinales 'U, ®: vicinales 3U) auf das
C1'-Atom der Desoxyribose erfolgt [159].

27 (Schema 13; siehe auch 29 in Schema 14). Die nachfolgenden
Schlisselschritte der DNA-Spaltung sind fiir gewohnlich 1) die
Freisetzung einer Base unter Bildung der oxidierten Verbindung
31, 2) die erste f-Eliminierung, die den Strangbruch einleitet, der
zu einem 5'-Phosphat-Ende und zu einem metastabilen «,f-un-
gesdttigten Lacton 32 am 3'-Ende fithrt und 3) die zweite und
schnelle fB-Eliminierung, durch die 3'-phosphorylierte DNA-
Fragmente und 5-Methylenfuranon 33 als Hauptzuckerrest ent-
stehen. Je nach verwendeten DNA-Spaltungsreagens sind einzel-
ne Aspekte dieses allgemeinen Reaktionsverlaufs unterschied-
lich stark ausgeprigt. Auch im Fall von Fe"-EDTA, Fe''-MPE
und verwandten. Verbindungen kann die C1’-Chemie als
Erklarung fiir einige experimentelle Befunde herangezogen wer-
den; auf diesen Punkt werden wir in Abschnitt 3.4.4 kurz
eingehen.

3.1.1. Cu(oP), 1

Die Analyse der Reaktionsprodukte der DNA-Spaltung mit
1 und Wasserstoffperoxid ergab, daB sowohl am 5'- als auch am
3’-Ende Phosphomonoester entstanden waren (3’-Phosphomo-
noester-Enden sind starke Inhibitoren der E.-coli-DNA-Polyme-
rase, was der erste Nachweis fiir eine DNA-Spaltung warl!3* )
und daB auBerdem Basen freigesetzt wurden. Zundchst nahm
man an, daB} die oxidative Spaltung der Desoxyribose zu einem
resonanzstabilisierten Furanderivat fithrt[2921 Spiter gelang es
dann - indem kein Reduktionsmittel als Coreagens eingesetzt
wurde — 5-Methylen-2-furanon 33 zu identifizieren!'®®!. Ein
denkbarer Reaktionsweg, der die Bildung dieser Produkte aus
dem C1’-Radikal 28 erkldren kdnnte, ist in Schema 14 wiederge-
geben. Das angenommene Zwischenprodukt 32 am 3’-Ende
wurde bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) wéh-
rend der Spaltung eines synthetischen Dodecamers und eines
Restriktionsfragments, das den Lactose-Kontrollbereich ent-
hielt, beobachtet 28!, Es gibt keine weiteren Informationen iiber
Zwischenschritte, abgesehen davon, daB fiir die Spaltung kein
molekularer Sauerstoff bendtigt wird™ .

80-90% der durch 1 induzierten DNA-Spaltungsereignisse
konnen mit dem C1’-Oxidationsweg erklart werden (10—-20%
mit C4’-Oxidation, sieche Abschnitt 3.4.1)I!3%, Die relative Be-
deutung beider Reaktionswege, die auf unterschiedliche Reak-
tionsgeschwindigkeiten an den beiden Angriffsstellen hinweist,
ist abhingig von der DNA-Sequenz'?®), wie die Bestimmung des
Verhiltnisses von 3'-Phosphoglycolat (C4-Angriff) zu 3'-Phos-
phat (C1’-Angrift) verdeutlicht.
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3.1.2. NCS-chrom 2

C1’-Chemie tritt insbesondere an den C-Resten von Doppel-
strang-Schnittstellen, z.B. an 5-AGC/3-TCG-Sequenzen,
auft®® 711611 Dort ist der Angriff an C1’ der bevorzugte Reak-
tionsweg (72 %), obwohl auch ein geringer Anteil an C4'- und
C5'-Chemie beobachtet wurde®6® 7!, Mit der C1’-Chemie ist
immer ein Bruch des komplementiren 3'-TCG-Strangs verbun-
den, der tber einen Angriff auf C5' des T-Rests erfolgt. Bei
Doppelstrangbriichen treten somit Spaltprodukte mit einer Ver-
schiebung um zwei Nucleotide nach 3" auf, was der klassischen
3’-Verschiebung entspricht, die mit dem von 2 abgeleiteten
aktivierten Diradikal 4 beobachtet wird (sieche auch Ab-
schnitt 3.4.2). Ein wichtiges Kennzeichen dieser Spaltung ist die
starke Bevorzugung von Glutathion (gegenitber neutralen Thio-
len wie ME oder DTT) bei der durch 2 induzierten C1'-Chemie
(sieche Abschnitt 2.2.2.1).

Da die Nucleolyse-Aktivitét von 2 an das Vorhandensein von
molekularem Sauerstoff gebunden ist, konnte zunichst das Per-
oxy-Radikal 34 (Schema 14) entstehen, das anschlieBend unter
Freisetzung von Base zum oxidierten Zwischenprodukt 31 rea-
gierte. Derartige Oligonucleotide 31, denen eine Base fehlt (aba-
sische ODNGs), sind auf Polyacrylamid-Gelen beobachtet wor-
den!!®!, Sie wandern etwas schneller als die vollstindige DNA
und konnten durch alkalische Behandlung in die entsprechen-
den Fragmente mit Phosphat-Ende umgewandelt werden.
DNA-Fragmente 32 mit einem o,f-ungesittigten Lacton am
3’-Ende (die durch eine S-Eliminierung aus 31 entstehen) wur-
den ebenfalls auf Polyacrylamid-Gelen von 5'-[3?P]-markierten
Oligonucleotiden nachgewiesen'®®®7!1; sie wandern den ent-
sprechenden 3'-Phosphatfragmenten voraus. Durch enzymati-
schen Abbau des Zwischenprodukts 31 ist es gelungen, 2-Desoxy-
ribonolacton, das unter Freisetzung von Cytosin erzeugt wurde,
zu isolieren und zu charakterisieren!!62). 5-MF 33, das ange-
nommene Endprodukt dieser Reaktionsfolge, konnte dagegen
wegen der Gegenwart reduzierender Cofaktoren noch nie nach-
gewiesen werden. Mit NaBH, als Aktivator fiir 2 wurde die
alkalische Spaltung des C-Rests nicht verhindert, was darauf
hinweist, daB NaBH, nicht in der Lage ist, das oxidierte Zwi-
schenprodukt 31 zu reduzieren!'®!1. Die genaue Untersuchung
von 5'-[3?P]-markierten DNA-Fragmenten durch PAGE zeigte
neue Banden, die eine geringere Mobilitdt aufwiesen als die ent-
sprechenden Phosphatbanden. Diese Banden, die durch Umset-
zung mit Piperidin in die Banden der 3'-Phosphat-Enden iiber-
fithrt werden konnten, wurden den durch Michael-Addition
entstandenen Addukten aus Thiol und 3'-terminalem o,f-unge-
sittigtem Lacton 32 zugeordnet[®®® 1631 Die Mobilitdt dieses
Thioladdukts dndert sich mit der Struktur des Thiols'®¢*1, Der-
artige Banden wurden auch im Zusammenhang mit der C4'-
Chemie von 2 beobachtet (sieche Abschnitt 3.4.2).

Unter anaeroben Bedingungen kann Misonidazol anstelle
von molekularem Sauerstoff den Schnitt am C-Rest herbeifith-
ren!'®!). Der Mechanismus dieser Reaktion ist noch nicht voll-
stindig verstanden. So ist es noch eine offene Frage, ob an der
Produktbildung als Zwischenprodukt ein Oxy-Radikal 35 oder
ein Peroxy-Radikal 34 beteiligt ist (siche Abschnitt 3.4.2).

Einen direkten Beleg fiir die H1'-Abstraktion lieferten auch
Experimente, in denen H1” durch Deuterium ersetzt war. Aus
Untersuchungen der alkalischen Spaltung oxidierter Zwischen-
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produkte 31 konnten Werte fiir den Deuterium-Isotopeneffekt
von ky/kp ~ 4 ermittelt werden!”'l. '"H-NMR-Spektroskopie
des reagierten Chromophors ergab ebenfalls, dal das C2-Atom

von 2 am Angriff auf den C-Rest der 5-AGC-Sequenz beteiligt
istl34al,

3.1.3. Mn-TMPyP

Bei mehreren DNA- und Oligonucleotid-Spaltungen mit Mn-
TMPyP/KHSO; konnten folgende stabile Reaktionsprodukte
identifiziert werden: 5'- und 3'-phosphorylierte Endstiicke, freie
Basen und 5-Methylenfuranon 33!1%4], Der Mechanismus, der
als Erklarung fiir die Bildung von S-Methylenfuranon vorge-
schlagen wurde, geht von einer Hydroxylierung des C1'-Atoms
aus, wie sie in Schema 14 dargestellt ist. Die Spaltung erfordert
keinen molekularen Sauerstoff (M. Piti¢ et al., unveroffentlichte
Ergebnisse). Es gibt zwei Hypothesen, die die Entwicklung nach
dem ersten Bindungsbruch erkliren konnten: 1) Das C1’-Radikal
28 tbertrigt ein Elektron auf das Mn!Y(OH)-Porphyrin und geht
so ins Carbokation 29 iiber, das mit Wasser unter Bildung des
1'-hydroxylierten Derivats 30 reagiert (verdnderter P-450-Weg;
Schema 8, Weg b), oder 2) das Radikal wird direkt durch das
Mn"(OH)-Porphyrin hydroxyliert (Cytochrom-P-450-Chemie ;
Schema 8, Weg a; Abschnitt 2.5.1). Bisher konnten weder die oxi-
dierten Oligonucleotide 31 noch die das «,f-ungesittigte Lacton
tragenden Oligonucleotide 32 direkt nachgewiesen werden. Ei-
nen indirekten Hinweis auf sie liefert nur das Endprodukt 33.

Mit Mn-TMPyP/KHSO, als Spaltungsreagens erfolgt ein
oxidativer Angriff an C1’ hauptsichlich bei einstriangiger oder
GC-reicher doppelstriangiger DNA, wihrend DNA mit AT-rei-
chen Sequenzen weniger an C1’ angegriffen wird (hier ist C5' die
Hauptzielgruppe, siche Abschnitt 3.5.2)[164b],

3.1.4. Halogenuracil enthaltende Oligonucleotide

Eine reizvolle Hypothese besagt, daBl bei der UV-Photoreak-
tion kleiner Oligonucleotide, die die 5'-APrU-Sequenz enthalten,
das 1'-Kation 27 auftreten konnte (sieche Schema 13). Dabei
sollte das durch einen intramolekularen Elektronentransfer zwi-
schen einem Adenin auf der 5-Seite und dem benachbarten
Bromuracil gebildete B'U-Radikalanion 25 Br~ abspalten, so
daB ein Uracilyl-Radikal 26 entstiinde, was dann das benach-
barte C1'-Wasserstoffatom des Desoxyadenosin-Radikalka-
tions unter Bildung des 1’-Kations 27 abstrahieren kénnte. Die
Addition eines Wassermolekiils, die Abspaltung eines Protons
und die Freisetzung der Base (Schema 14) wiirden zum Desoxy-
ribonolacton 31 fithren, das hochdruckfliissigkeitschromato-
graphisch nachgewiesen und mit heier NaOH in die entspre-
chenden Fragmente mit Phosphat-Ende umgewandelt werden
konnte. Ohne alkalische Behandlung und nach enzymatischem
Abbau des Oligonucleotids 31 konnte das 2-Desoxyribonolac-
ton (bei gleichzeitiger Freisetzung von Ade) isoliert und spektro-
skopisch sowie chemisch charakterisiert werden!'®%1. Das aus 31
erwartete Endprodukt 5-MF 33 wurde — vermutlich wegen sei-
ner Instabilitdt unter den vorliegenden experimentellen Bedin-
gungen (heiBe NaOH) — nicht beobachtet.

Die Photoreaktion 5-Ioduracil enthaltender Oligonucleoti-
det®! |3uft nach einem véllig anderen Mechanismus ab und
fithrt zu einer Konkurrenz zwischen C1’- und C2'-Oxidation an
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dem Zuckerrest, der auf der 5'-Seite dem Ioduracil-Rest benach-
bart ist. Diese Reaktionsfolge ist in den Schemata 13 und 15
wiedergegeben. Die Photoreaktion von S-loduracil verlduft
tiber eine homolytische Spaltung der C5-1-Bindung im Uracil.
Das dabei gebildete Uracil-5-yl-Radikal 22 (sieche Schema 13)
abstrahiert entweder das C2'- (Bildung von 23) oder das C1'-H-
Atom (Bildung von 24) der Desoxyribose auf der 5'-Seite von
U. Es wurden sowohl C1’- als auch C2’-Oxidationsprodukte, 31
bzw. 42, nachgewiesen (Schema 14 bzw. 15).

3.2. H2'-Abstraktion: loduracil enthaltende Oligonucleotide

Wihrend DNA-Schidden, die durch H-Abstraktion von C1’,
C3’, C4' und C5' entstehen, gut dokumentiert sind, ist die DNA-
Schddigung durch H-Abstraktion von C2' kaum untersucht
worden. Durch H-Abstraktion von C2' entstandene, Erythrose
enthaltende Derivate wurden ausschlieBlich als einer der Haupt-
schidden charakterisiert, die bei der y-Bestrahlung von DNA
induziert werden!'®71. 1993 erst wurde ein weiteres Beispiel fiir
eine Desoxyribose-C2'-Oxidation in DNA beschrieben: Bei der
Photoreaktion mehrerer loduracil enthaltender Oligonucleotide
wurden C2'-Oxidationsprodukte beobachtet und erstmalig di-
rekt isoliert!*%%). Der vorgeschlagene Reaktionsmechanismus
(Schema 15) geht vom Peroxy-Radikal 36 aus, das iiber 37

NH

2
Ad x
ROPOT-0 WA
9 RO,POONF N Qs u
) N H,0 N
et~ e ¢ Q0 00 o
* /zvl JAbslraklion Spaltung /b \ + HCOOH
g(mlolyllschc e RO.P Ade RO i) CHO
Rolpo—w J bpahung 3 K \/ H
0-00 O-OR S H opo3
OJR (R = Hoder]) PO3
23 36 37 38 39
RO3PO—| OH™
43 CHO|
~ CHO
44 OPO;R

Schema 15. Mégliche Reaktionsmechanismen, wenn der erste Angriff der oxidie-
renden Spezies auf das C2"-Atom der Desoxyribose gerichtet ist [159].

durch homolytische Spaltung der O-O-Bindung (Weg a) in das
Oxy-Radikal 38 iibergehen kénnte. Dessen -Spaltung lieferte
das Zwischenprodukt 39. Bei DNA-Doppelstrang-Schiden, die
durch Endiine ausgelést werden, hat man die Bildung von Oxy-
Radikalen aus Peroxy-Radikalen durch die Fragmentierung ei-
ner O,-Briicke, die die kleine Furche {iberspannt, erklirt (Ab-
schnitte 3.4.2 und 3.5.1). Im vorliegenden Fall scheint dagegen
die Kombination von zwei A-C2'-Peroxy-Radikalen in 5-A'U/
3"-A'U sterisch nicht méglich zu sein. 39 reagiert mit molekula-
rem Sauerstoff unter Freisetzung von Adenin weiter zu 42. Als
Alternative ist eine heterolytische Spaltung der O-O-Bindung
denkbar, die iiber ein R'OOI-Intermediat 37 verlaufen kénnte
(Weg b) und tiber die Zwischenprodukte 40 und 41 ebenfalls zu
42 fithren wiirde. Unter alkalischen Bedingungen wird die insta-
bile Verbindung 42 iiber eine Retroaldol-Reaktion gespalten,
wobei sich die Fragmente 43 und 44 bilden, die Phosphoglycol-
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aldehyd-Endgruppen enthalten. Die Verbindungen 42-44
konnten charakterisiert werden, der genaue Reaktionsweg zu
ihnen ist jedoch noch nicht geklirt.

3.3. H3’-Abstraktion: die Rhodiumkomplexe 20 und 21

Die DNA-Spaltung mit photoaktivierbaren DNA-Spaltungs-
reagentien ist ein ausfiihrlich bearbeitetes Thema. In Hinblick auf
den molekularen Mechanismus der Spaltung haben die Phenan-
threnchinondiimin-Komplexe von Rhodium(m) 20 und 21 be-
sondere Aufmerksamkeit auf sich gezogen (Schema 1613421571,

47
ROPO o% O

RO, OK 7 RO}P&Q A ‘ = Y +
H 0 48

H3- Ab;lrdkllon @@(ﬁw PO R RO.PO
@® i O 53 CHO
RO;POq :o: B o S—*' ;_ ko B_’ g,o:f 54 B
5 ®0d Hog oD QuiH [00C7
POR’ o PO,R' ROPO;
45 49 50 51 52

Schema 16. Mdgliche Reaktionsmechanismen, wenn der erste Angriff der oxidie-
renden Spezies (D: 21, @: 20) auf das C3'-Atom der Desoxyribose gerichtet ist
{159].

Obwohl sich diese Komplexe in ihren photochemischen Eigen-
schaften, ihrem Bindungsverhalten und ihren Bindungsaffiniti-
ten dhnlich sind, verweisen ihre Spaltungsmuster auf unter-
schiedliche Erkennungsmerkmale (siehe Abschnitt 2.6.1.2), was
wohl auf die unterschiedlichen Molekiilformen dieser beiden
Komplexe zuriickzufiithren ist. Die Molekiilform beeinflufit
auch die Chemie der Strangtrennung. Bei beiden Komplexen
entstehen als Primirprodukte Oligomere mit 3~ und 5'-Phos-
phat-Enden und Nucleinsdurebasen. Diese Tatsache

1aBt vermuten, daB} die Zuckerbausteine die Reak- RO.PO
tionszentren sind{*342!, Bei Rh(phi),bpy 21 machen H
letztere Produkte etwa 70% der Reaktion aus, zu- Ha
sitzlich entstehen jedoch zu etwa 30 % Basen-substi- ok
tuierte Propensiuren 54 (,,Basenpropensduren‘‘) und
Oligomere 53, die eine Phosphoglycolaldehyd-End- 55
gruppe tragen!'37!. Die erhaltenen Produkte spre-

chen dafiir, daf3 die Photoreaktion an Rhodiumkom- }

plexen stattfindet, die in der groBen Furche der DNA
intercaliert sind. Von dort haben sie einen direkten
Zugang zu H3'. Als erster Reaktionsschritt wurde
deshalb eine H3'-Abstraktion angenommen. Diese
Annahme konnte durch die Verwendung spezifisch
tritilerter DNA bestitigt werden!'*"). In einem von

oB 56

O,R’ /:

RO;PO <07B ﬁ @/’qmrkes

POR

lierte 3'-Ende, freie Base und 2-Methylen-3-furanon 48 ent-
stechen. In einem von Sauerstoff abhédngigen Reaktionsweg
(Schema 16) bilden sich aus dem 3'-Radikal 45 nacheinander
das Peroxy-Radikal 49 und das Hydroperoxid 50. Aus diesem
entstehen {iber mehrere Reaktionsschritte zundchst 51 und 52
(Umlagerung vom Criegee-Typ 50 — 52), und anschlieBend
das phosphorylierte 5'-Ende, der Phosphoglycolaldehyd 53 und
die Basenpropensiure 54. Die Suche nach metastabilen Zwi-
schenprodukten, wie sie beim Angriff auf andere Kohlenstoff-
atome der Desoxyribose beobachtet worden sind, war bisher
erfolglos.

C3'-Chemie konnte auch als Erklarung fiir einige experimen-
telle Befunde im Zusammenhang mit der DNA-Spaltung durch
Fe'"EDTA und verwandte Verbindungen dienen; auf diesen
Punkt werden wir in Abschnitt 3.4.4 kurz eingehen.

3.4. H4'-Abstraktion: Cu(oP),, Endiine, BLM und
Fe-EDTA/MPE

Der oxidative Angriff der Spaltungsreagentien NCS-chrom 2,
CAL 5, BLM 17, Cu(oP), 1 und Fe-MPE Fe-18 auf die C4'-Po-
sition wird vermutlich durch die Abstraktion des H4'-Atoms
ausgeldst (Schema 17). Das dabei entstehende radikalische Zwi-
schenprodukt 55 kann entweder an C4' hydroxyliert werden
(57), was nach der Spaltung zu einem phosphorylierten 5-Ende
und zum 3'-Ende 59, das den Zuckerrest trdgt, fithrt oder ein
Sauerstoffmolekiil addieren, wodurch das Peroxy-Radikal 60
gebildet wird, aus dem auf mehreren Wegen das Basenpropenal
64, das 3'-Phosphoglycolat 65 und das phosphorylierte 5'-Ende
entstehen. Welcher dieser beiden Hauptreaktionswege vor allem
eingeschlagen wird, hingt von der Sauerstoffkonzentration
und/oder von der Art der zu spaltenden DNA-Molekiile sowie
von deren aktivierenden Cofaktoren ab.
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Sauerstoff unabhingigen Reaktionsweg (Schema 16)
wird das C3'-Radikal 45 in die 3-hydroxylierte Ver-

Schema 17. Mégliche Reaktionsmechanismen, wenn der erste Angriff der oxidierenden Spezies
(®: 1, @: Endiine, @®: M-17. @: Fe-18) auf das C4-Atom der Desoxyribose erfolgt. Das
Endprodukt 64 wurde bei Spaltungen mit 1 und Fe-18 nie beobachtet und konnte bei solchen mit
Endiinen nicht charakterisiert werden [159]. Das C4'-hydroxylierte 58 ist in seiner offenkettigen

bindung 46 umgewandelt. Diese Umsetzung verlduft
moglicherweise Uiber eine Einelektronen-Abstraktion
durch den Rhodiumkomplex (der angeregte Zustand
des Komplexes konnte ausreichend oxidierend wirken) und die
anschlieBende Addition von Wasser an das 3'-Kation. Durch
Eliminierung des phosphorylierten 5-Endes bildet sich die eine
Keton-Endgruppe enthaltende Verbindung 47, aus der durch
zwei aufeinanderfolgende f-Eliminierungen das phosphory-
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Form dargestellt.

3.4.1. Cu(oP), 1
Die elektrophoretische Analyse der Spaltung von 5'- und 3"~
[*2P)-markierten Oligomeren und langen DNA-Fragmenten ge-

wihrt wichtige Einblicke in die Chemie der DNA-Spaltung mit
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Cu(oP), 1. Die Haupt-Endgruppen, die durch diesen Komplex
erzeugt werden, sind — durch C1’-Oxidation (Abschnitt 3.1.1
und Schema 14) — 3'- und 5'-Phosphomonoester. Zusétzlich ent-
stehen 3'-Phosphoglycolate 65, die eine C4'-Oxidationschemie
anzeigen (Schema 17)115% 281 Wihrend bei der ®°Co-Bestrah-
lung (einem weiteren Weg fiir eine H1'- oder H4'-Abstraktion)
gleiche Mengen an 3'-Phosphomonoestern und 3'-Phosphomo-
noglycolaten erzeugt werden!2®: 18] ist der bei der durch 1 kata-
lysierten Spaltung produzierte Anteil an 3'-Phosphoglycolat we-
sentlich geringer als der an 3'-Phosphomonoester, was dafiir
spricht, dal3 die C4’-Oxidation hier nur einen untergeordneten
Reaktionsweg darstellt. Bisher konnte weder das Basenprope-
nal 64 noch andere Fragmente des Zuckers mit drei oder fiinf
Kohlenstoffatomen isoliert werden. Der exakte Reaktionsweg
vom C4’-Radikal 55 zum Phosphoglycolat 65 ist somit noch
nicht geklirt, und der Mechanismus mufll noch bewiesen werden
(siche auch Abschnitte 3.4.2 und 3.4.4).

3.4.2. Endiine
3.4.2.1. NCS-chrom 2

Eine H4'-Abstraktion von Desoxyribosen mit NCS-chrom 2
wurde vor allem an den T-Resten von 5-GT-Sequenzen in syn-
thetischen Oligonucleotiden beobachtet!®# 1691761 Weijtere Un-
tersuchungen ergaben, daB dieser untergeordnete Oxidations-
mechanismus hauptsichlich bei versetzten Doppelstrangbrii-
chen an den 7-Resten von 5-AG7/3-TCA-Sequenzen auf-
tritt (#6171 NCS-chrom 2 kann jedoch — in Abhéingigkeit vom
Thioli®+ 7% einer Deuterierung!®**7% oder der DNA-Se-
quenzl®®® —am selben T-Rest zwischen H4'- und H5'-Abstrak-
tion hin- und herpendeln. Auf dem komplementdren Strang
erfolgt der Angriff auf die T-Reste an 5-AGT/3'-TCA-Stelien
tiberwiegend durch HY-Abstraktion, eine Verschiebung zur
C4'-Chemie ist jedoch nicht ausgeschlossen!®®®!,

Die durch C4-Chemie von 2 erzeugten Produkte (Schema 17)
sind die 4-hydroxylierte, abasische Verbindung 58 (alkalisch
abbaubar) und das 3’-Phosphoglycolat 65 (direkter DNA-
Bruch); beide Produkte leiten sich vom 4'-Radikal 55 ab. An-
ders als bei BLM-Komplexen (siche Abschnitt 3.4.3)!%* sind
Basenpropenale 641°4 56%1 oder Malonaldehyd-dhnliche Verbin-
dungen, die C1' und C2’ der Desoxyribose enthalten™ 72!, zwar
erwihnt, aber bisher noch nicht eindeutig beschrieben worden.
Das Schicksal des Radikals 55 hangt nicht von der O,-Konzen-
tration ab (O, ist an beiden Arten der DNA-Schidigung betei-
ligt), ist jedoch abhéngig von der Art des 2 aktivierenden Thiols
und von der Art der Schiadigung (SSB oder DSB): An Doppel-
strang-Bruchstellen treten mehr Phosphoglycolate auft#¢-66®1;
saure oder negativ geladene Thiole (die eine geringe Affinitit zu
DNA haben wie GSH und MPA) ergeben ein Hochstmall an
Phosphoglycolat-Bildung, wohingegen Thiole mit hoher Re-
duktionskraft oder der Féhigkeit, H-Radikale zu spenden (diese
Féhigkeit hdngt von der Stabilitit des erzeugten Sulfanyl-
(Thiyl)-Radikals ab), die Produktion von 3'-Phosphoglycolaten
nicht auslésen. An der Entscheidung iiber den einzuschlagenden
Reaktionsweg ist somit ein reduktionsempfindliches DNA-Zwi-
schenprodukt beteiligt. Wird dieses Intermediat reduziert, so
entsteht die 4'-hydroxylierte Verbindung 58, anderenfalls ent-
steht das Phosphoglycolat 65. Dieses Zwischenprodukt kénnte
das Peroxy-Radikal 60 oder das Oxy-Radikal 68 sein.
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Handelt es sich bei dem reduktionsempfindlichen Zwischen-
produkt um das Peroxy-Radikal 60, so kénnte dieses auf einfa-
che Weise zum Hydroperoxid 61 reduziert werden (entweder
durch das Reduktionsmittel selbst oder durch intramolekulare
Ubertragung eines H-Radikals'®* J), welches fiir gewShnlich als
Phosphoglycolat-Vorstufe (Criegee-artige Umlagerung) ange-
nommen wird®” 1731, In Gegenwart eines stark reduzierenden
Thiols konnte das Peroxy-Radikal 60 allerdings auch bevorzugt
zur 4-hydroxylierten Vorstufe 57 des 4-hydroxylierten Derivats
58 reagieren.

Eine zweite Hypothese, die von Goldberg und Mitarbeitern
vertreten wird, besagt, daB es sich bei dem reduktionsempfindli-
chen Zwischenprodukt um das C4-Oxy-Radikal 68 handelt.
Wird dieses zur C4'-hydroxylierten Verbindung 57 reduziert, so
fithrt dies schlieBlich zum Produkt 58. Findet keine Reduktion
statt, so sollte das Oxy-Radikal 68 iiber den klassischen S-Spal-
tungsmechanismus von Sauerstoff-Radikalen (itber 69) zum
Phosphoglycolat™®®! umlagern!! ¥, Derselbe Mechanismus
wird auch in den Abschnitten 3.2 und 3.5.1.1. zur Erkldrung
experimenteller Befunde herangezogen. Drei Aspekte lassen das
Oxy-Radikal als die bessere Vorstufe fiir die Phosphoglycolat-
Bildung erscheinen: 1) Die bevorzugte Erzeugung von Phos-
phoglycolaten an DSB-Stellen koénnte durch die Bildung
und anschlieBende Russel-Fragmentierung einer denkbaren
O,-Briicke quer iiber die kleine Furche erkldrt werden
[GL. (9)]1#6:64:174. 1751, ) jm Fall der DNA-Spaltung mit NCS-

2RO0" — ROOOOR — 2RO" + O, 9)

chrom 2 erscheint eine Criegee-artige Umlagerung des Peroxids
nicht wahrscheinlich (kein Metall, keine sauren Bedingun-
gen)t®®1781: 3) wird das Kohlenstoff-Radikal 55 anstelle von
Sauerstoff von Misenidazol abgefangen, so bildet sich direkt
das Oxy-Radikal 68, und der Anteil an Phosphoglycolat 65
Stelgt an[46b. 64, 66].

Fir die C4-Oxidation bei der DNA-Spaltung mit 2 gibt es
folgende experimentellen Belege:

1) Den hochdruckfliissigkeitschromatographischen Nach-
weis des Oligonucleotids 58, das die volle Linge, aber eine ba-
senfreie, 4-hydroxylierte Stelle aufweist!'®°!: Die Struktur die-
ses alkalilabilen, geschédigten Oligonucleotids wurde durch die
Charakterisierung des Pyridazins, das sich durch Umsetzung
mit Hydrazin ergibt, und durch den Vergleich der Retentionszei-
ten derartiger Oligonucleotide nach ihrer Reduktion zu Diolen
(zwei Diastereomere) mit der eines synthetischen (R)-Isomer-
Standards ermittelt!®%),

2) Die Ergebnisse der PAGE-Analyse von 5'-[32P]-markierten
Oligonucleotiden mit 3'-Phosphat-Endgruppe, 3'-Phosphogly-
colaten 65 und dem Intermediat 597°): Letztere Verbindung
wird wegen ihrer Empfindlichkeit gegeniiber den Elektrophore-
se-Bedingungen fiir gewohnlich auf Polyacrylamid-Gelen nicht
direkt beobachtet!! %1, Ist der pH-Wert der aufladenden Puffer-
16sung grofBer als 8, so kann eine zweite f-Eliminierung stattfin-
den (insbesondere wiahrend der Hitze-Denaturierung vor dem
Laden der Probe), die die Bande von 59 in die entsprechende
3'-Phosphatbande umwandeit. Eine eindeutige Quantifizierung
der 4'-alkalilabilen Oligonucleotide 58 kann demnach ausschlie3-
lich nach Uberfithrung von 58 mit Hydrazin in ein stabiles 3-(3-
Pyridazinylmethyl)phosphat, das langsamer wandert als der ent-
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sprechende Maxam-Gilbert-Sequenzmarker, erfolgen 6% 641
(Einzelheiten zu dieser Methode finden sich in Lit.[t771). 3.
[*2P}-markierte Substrate fithrten typischerweise nur unter alka-
lischen Bedingungen zu Fragmenten mit 5'-Phosphat-Endgrup-
pen 462,

3) Die nach Deuterierung der 4'-Position von Desoxyribosen
erhaltenen Befunde'®* 17%: Fiir die Glycolatbildung wurde ein
kinetischer Isotopeneffekt k,/k;, von 4 und fiir die Bildung des
Pyridazins (Reaktionsweg iiber die 4-hydroxylierte, abasische
Stelle) einer von 3.7 ermittelt!®*!. Eine Analyse des kinetischen
Isotopeneffekts an den T-Resten verschiedener GT-Sequenzen
ergab fir ky/k, Werte zwischen 2.5 und 5.51179),

4) Eine schwache Bande, die auf Polyacrylamid-Gelen nur
langsam wandert: Sie wurde einem Addukt aus dem zur Akti-
vierung von 2 verwendeten Thiol und dem 3-terminalen

ungesdttigten Zuckerrest in 59 (Michael-Addition) zugeord-
net66b. 1631

34.2.2. CALS

Eine durch CAL 5 hervorgerufene H4'-Abstraktion von
DNA-Zuckern ist an Doppelstrangschéden an der hiufig vor-
kommenden, symmetrischen Spaltungsstelle 5'-GATCCT/3-
CTAGGA beteiligt. Die oxidierten Bindungen sind die C5'-H-
Bindung des C-Rests auf dem TCCT-Strang und die C4'-H-Bin-
dung des C-Rests auf dem anderen Strang!!?® 55: 6701 Als DNA-
Spaltprodukte des 5'-[3?P]-markierten AGGA-Strangs wurden
die ¥-Phosphoglycolate 65 und die 4'-hydroxylierten, abasi-
schen Derivate 58 identifiziert, die als Pyridazinderivate durch
PAGE-Analyse nachgewiesen werden konnten. Die Bildung ei-
nes Basenpropenals 64 konnte nicht nachgewiesen werden. In-
teressanterweise ist die Bildung von Phosphoglycolat auf dem
einen Strang immer an eine C5'-Chemie auf dem komplementa-
ren Strang gekoppelt. Diese Beobachtung stiitzt die Beteiligung
einer O,-Briicke an der Glycolatbildung (Russel-Fragmentie-
rung, siche Abschnitt 3.4.2.1)!#¢ 551 Deuterierungsversuche
mit anschlieBender *H-NMR-Spektroskopie!*?* zeigten, daf}
das Deuteriumatom an C4’ des letzteren C-Rests auf die C3-Po-
sition des reduzierten CAL-Diradikals 6 (siehe Schema 4) iiber-
tragen wird.

34.23. ESP7-10

Eine H4'-Abstraktion tritt hier nur bei Doppelstrang-Spal-
tungen auf. Das Phosphoglycolat 63, das 4-hydroxylierte Deri-
vat 59 und das 3’-Phosphat-Ende konnten durch Sequenzierung
5'-[3?P]-markierter DNA-Fragmente identifiziert werden®*"’. In
Anbetracht der strukturellen Ahnlichkeiten zwischen ESP C 8
und CAL 5 nimmt man an, dal} die H4’-Abstraktion durch das
C7-Radikalzentrum des aktivierten Wirkstoffs 11 (siche Sche-
ma 4) erfolgt. Wie bei der C5'-Chemie (Abschnitt 3.5.1.3) wurde
auch bei der C4'-Chemie kein Isotopeneffekt beobachtet!>”),

3.4.3. Bleomycin 17

Bei der DNA-Spaltung mit Metallobleomycinen sind zwei
Produktgruppen identifiziert worden, die beide auf einen oxida-
tiven Abbau von Zuckerbausteinen zuriickzufithren und mitt-
lerweile in allen Einzelheiten bekannt sind: Eine Produktgruppe
setzt sich aus den Basenpropenalen 64861781 den 3'-Phospho-
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glycolaten 65!'7%! und 5'-Phosphat-Enden zusammen, und die
zweite Gruppe besteht aus freien Basen!'#” und dem Folgepro-
dukt einer alkalilabilen Schidigung (4'-hydroxyliertes Derivat
58)117721 Der vorgeschlagene Reaktionsmechanismus ist in
Schema 17 als @ dargestelit.

Wie anhand von Tritium- und Deuterium-Isotopeneffekten
bei der H4'-Abstraktion gezeigt werden konnte!™™ 181 ist die
Bildung von freien Basen und Basenpropenalen vermutlich die
Folge einer geschwindigkeitsbestimmenden C4'-H-Bindungs-
spaltung als erstem Reaktionsschritt und der sauerstoffabhingi-
gen Weiterreaktion des Zwischenprodukts 55 im zweiten
Schritt. Fiir die Freisetzung von Basen ist kein Zusatz von
Sauerstoff erforderlich; es entsteht der oxidativ geschadigte
Zucker 58, der nur unter alkalischen Bedingungen (pH 12) zur
Strangspaltung fithrt, Die Bildung von Basenpropenalen 64 er-
fordert — zusétzlich zu dem zur Uberfithrung von BLM in seine
aktivierte Form benétigten Sauerstoff — noch weiteren Sauer-
stoff und ist mit einer spontanen DNA-Strangtrennung und der
Bildung von 3'-Phosphoglycolaten verbunden. Die Grofie des
4'-Isotopeneffekts wird nicht von der Verteilung der Reaktion
auf die beiden vorgeschlagenen Spaltungswege beeinflufit, rea-
giert jedoch empfindlich (ky/k;, = 2—7) auf strukturelle und
elektronische Verdnderungen am Metallobleomycin, was die
Bedeutung von die Ausrichtung des Ubergangszustands begiin-
stigenden Parametern unterstreicht(!#2!,

Die DNA-Spaltung von Substraten, die an anderen Positio-
nen des Desoxyriboserings deuteriert waren, ergab keinen Isoto-
peneffekt, was eine hohe Regiospezifitit der BLM-katalysierten
C-H-Bindungsspaltung vermuten LiBt[152,

Mechanistischer Vorschlag fiir die Bildung von Basenpropena-
len 64 und 3'- Phosphoglycolat-Enden 65: Unter aeroben Bedin-
gungen reagiert das 4-Radikal 55 schnell mit O, unter Bildung
des 4'-Peroxy-Radikals 60. Hierbei handelt es sich vermutlich
um einen diffusionskontrollierten ProzeB!832!, Das Schicksal
des Peroxy-Radikals ist eingehend untersucht worden!®® 1831,
Es hat eine Vielzahl von Reaktionsmoglichkeiten. Dazu zihlen
die Bildung von O,-Verbindungen [Gl. (9)], die H-Abstraktion
von Reduktionsmitteln wie Thiolen [Gl. (10)] oder ein Ketten-
abbruch als Folge einer Reduktion durch ein niedervalentes
Ubergangsmetall-Ion [Gl. (11)].

ROO* + RSH —- ROOH + RS’ (10)

ROO’ + M" — ROO™ + M™ an

Das Peroxy-Radikal reagiert also hauptsichlich zum 4'-Hy-
droperoxid 61 und gegebenenfalls zum 4'-Oxy-Radikal 68. Man
vermutet, daf} die weitere Umsetzung von 61 iiber eine sdureka-
talysierte, heterolytische Spaltung der Peroxid-O-O-Bindung in
einer Criegee-artigen Umlagerung verlduft. Anstelle von Proto-
nen als Katalysatoren kénnte das Fe™-BLM-Intermediat als
Lewis-Sdure katalytisch wirken. Ein Wassermolekiil oder ein an
Eisen gebundenes Hydroxid-lon konnten das Carbokation-
Zwischenprodukt 62 abfangen, wobei zunichst 66 und an-
schlieBend das Dicarbonylderivat 67 als Vorstufe fiir 64 und 65
entsteht.

Die stereospezifische Abspaltung des 2'-( pro-R)-Protons aus
Desoxyribose und die Tatsache, da8 diese Freisetzung kinetisch
giinstiger ist als die Freisetzung des Basenpropenals 64 aus
DNA!" 78 fithrten zu einem alternativen Vorschlag fiir den Re-
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aktionsmechanismus: Vom Carbokation 62 wird das 2'-( pro-R)-
Proton abgespalten und gleichzeitig findet eine anti-Eliminie-
rung an O4' statt, bei der das Zwischenprodukt 63 entsteht.
Durch weitere Reaktionen kénnen daraus 64, 65 und das 5'-
Phosphat-Ende entstehen. Dieser Mechanismus konnte durch
den Einbau von '#0 in die Carbonylgruppe der 3-Phosphogly-
colate 65 (bei Versuchen, die mit ®*0O, durchgefiihrt wurden)
und in die Aldehydfunktion von 64 (bei Versuchen, die mit
H,'80 durchgefithrt wurden) bestitigt werden!!73],

Mechanistischer Vorschlag fiir die Abspaltung von Nucleoba-
sen: Analog wie von Groves und McMurry#%4 fiir P-450-Syste-
me vorgeschlagen (siehe auch Schema 8, Weg a) kann das C4'-
Radikal 55 nach einem Radikal-Rickbindungsmechanismus
reagieren, bei dem das C4'-hydroxylierte Zwischenprodukt 57
entsteht. Alternativ kdnnte auch eine Oxidation des Radikals 55
durch BLM-Fe'V-OH (Elektronentransfer, sieche auch Sche-
ma 8, Weg b, und Abschnitt 2.3.1) zum C4’-Carbenium-Ion 56
erfolgen, aus dem durch Addition von Wasser das Zwischenpro-
dukt 57 entstehen konnte. Dieses Zwischenprodukt kann zu
freier Base und dem um eine Base drmeren, C4’-hydroxylierten
Derivat 58, zerfallen. Unter alkalischen Bedingungen kann 58
gespalten werden, wobei 5-Phosphat-Enden und 3'-Phosphat-
Enden 59, die einen ungesittigten, oxidierten Zuckerrest enthal-
ten, entstehen. Oligonucleotide mit einem derartigen Zuckerrest
sind vor wenigen Jahren bei der PAGE-Analyse der Produkte
aus der Spaltung eines 5'-[*2P]-markierten DNA-Fragments mit
BLM nachgewiesen worden! %) Das Zwischenprodukt 59
konnte auf mehrere Arten identifiziert werden: 1) Nach Stabili-
sierung durch Reduktion mit NaBH,, Reinigung und Hydro-
lyse mit P1-Nuclease und alkalischer Phosphatase entstand ein
Gemisch aus erythro- und threo-2-Desoxypentitolen[®® 184,
2) Bei der Umsetzung mit NaOH bildete sich ein 2,4-Dihy-
droxycyclopentenon!! 77* 1851 3) Dje Umsetzung mit wiBrigen
Alkylaminen (z.B. Piperidin) fithrte zu freien 3'-Phosphat-
Enden!' 7%, Die Reaktion von 58 mit Hydrazin, bei der
3'~(3-Pyridazinylmethyl)phosphat-Enden entstehen, ermoglicht
eine quantitative Bestimmung dieses C4’-hydroxylierten Deri-
vatstt 77,

Um die Herkunft des Sauerstoff (aus molekularem Sauerstoff
oder aus Wasser, je nachdem ob ein Riickbindungs- oder ein
Elektronentransfer-Mechanismus vorliegt) im oxidierten Koh-
lenhydratbaustein des Derivats 58 zu ermitteln, hat man Versu-
che mit '®*O-markiertem Sauerstoff und Wasser unternoms-
ment®™ %%l Bs zeigte sich, daB das an C4 eingefithrte
Sauerstoffatom fast ausschlieBlich aus Wasser stammte, was den
C4’-Carbeniumweg stiitzt.

DNA-Spaltungen mit photoaktiviertem Co™-BLM zeigen
Muster, die von der Bestrahlungsfrequenz abhingen, Sauer-
stoff-unabhingig sind und den mit Fe-BLM beobachteten
sehr dhneln. Dies ldBt vermuten, daB 3’-Phosphoglycolat-
modifizierte Enden!!®¢] freie Basen und alkalilabile Derivate,
die zu 3'-Phosphat-modifizierten Enden fithren!*®7], entstehen.
Alle Fakten weisen auf eine C4'-Oxidation des Desoxyribose-
Bausteins hin; der zu den beobachteten Produkten fithrende
Mechanismus muf jedoch noch eindeutig nachgewiesen wer-
den.

Was die Chemie der RNA-Spaltung betrifft!!1°~ 1121 5o hat
man vermutet, dall der Fe-BLM-gesteuerte RNA-Abbau oxida-
tiv erfolgt. Experimentelle Daten weisen darauf hin, daB3 wih-
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rend der RNA-Spaltung Basen freigesetzt werden. Die PAGE-
Analyse an den Enden markierter RNAs zeigt Spaltungsban-
den, von denen man annimmt, da8 sie 3'-Phosphoglycolat- und
5-Phosphat-Enden zugeordnet werden kénnen. Wegen der
Empfindlichkeit von RNA gegen alkalische Bedingungen (alka-
lilabile Schiden sind schwierig nachzuweisen) und der Verschie-
denartigkeit der Zuckerbausteine von RNA und DNA (falls
2-hydroxylierte Basenpropenale entstehen sollten, wiren diese
wahrscheinlich instabil und wiirden unter Freisetzung der Basen
schnell hydrolysieren) ist es bisher nicht gelungen, fiir die RNA-
Spaltung in gleicher Weise wie fiir die DNA-Spaltung einen
molekularen Mechanismus aufzustellen.

Es stellt sich die Frage, ob beim BLM-gesteuerten DNA-Ab-
bau zusitzlich noch eine ,,untergeordnete’* Chemie ablaufen
kann. Sowohl fiir DNA1®81 als auch fiir den DNA-Strang eines
RNA-DNA-Heterodoppelstranges!!8°1 ist zusitzlich eine H1'-
Abstraktion postuliert worden. Obwohl diese Annahme berech-
tigt ist (die Aufweitung der kleinen Furche in derartigen Hetero-
doppelstringen verbessert den Zugang von aktiviertem BLM zu
H1’ und zu H4'), konnte bisher kein Nachweis fiir einen DNA-
Abbau durch C1'-Angriff erbracht werden''*%, 1993 wurde be-
richtet, daB selbstkomplementire Octadesoxyribonucleotide,
die ein Ribo- oder ein Arabinonucleosid in einer Position ent-
halten, die dem Abbau durch Fe'-BLM leicht zuginglich ist,
aus einer C1’-Chemie hervorgehende Produkte ergabent!®!l,

Es konnte auch nachgewiesen werden, daB aktiviertes BLM
in einer Nebenreaktion Basen angreift. Die modifizierten Basen
(wie 8-Hydroxyguanin, das in einer Menge entsteht, die etwa
einem Hundertstel der Menge an Basenpropenal entspricht[®%)
sind identisch mit den Basen, die bei der Reaktion von Hydro-
xyl-Radikalen mit DNA entstehen. Dies 1aBt vermuten, daB
auch an der Reaktion von BLM Hydroxyl-Radikale beteiligt
sind, die wahrscheinlich durch eine teilweise Zersetzung des
Oxo-Eisen-Komplexes entstehen, der den Hauptreaktionsweg,
den oxidativen Abbau an C4' der DNA, bewirkt!1?°!,

3.4.4. Fe-EDTA, Fe-MPE und verwandte Verbindungen

Der Mechanismus der DNA-Spaltung mit Fe-EDTA und sei-
nen Derivaten in Gegenwart von molekularem Sauerstoff oder
Wasserstoffperoxid ist nur fiir Fe-MPE genau untersucht wor-
den. Was den Mechanismus der Spaltung mit Fe-EDTA selbst
betrifft, so gibt es in der Literatur kaum Informationen dar-
liber'®8l, Man nimmt allgemein an, daB sie dhnlich verliuft wie
mit Fe-MPE. Einige ausgewdhlte Aspekte der Spaltung wurden
mit Hybridmolekiilen, in denen Fe-EDTA an sequenzspezifisch
DNA-bindende Molekiile gekniipft ist, untersucht.

Der Mechanismus der DNA-Spaltung mit Fe-MPE ist noch
nicht in allen Einzelheiten verstanden, es sind jedoch einige Cha-
rakteristika aufgedeckt worden!®*. Die aus Kalbsthymus-
DNA freigesetzten Produkte entsprechen den vier Nucleotidba-
sen mit einem Ade + Thy/Gua + Cyt-Verhiltnis, das mit den
bekannten Werten fiir die Zusammensetzung der DNA iiberein-
stimmt. Diese Beobachtung bestétigt die geringe Spezifitiit der
Spaltung durch Fe-MPE. Basenfreisetzung und Strangtrennung
sind stochiometrisch. Als DNA-Endgruppen entstehen bei der
Spaltung 5'-Phosphate und etwa gleiche Anteile an 3'-Phosphaten
und 3’-Phosphoglycolaten. Es sind nur geringe Mengen an Basen-
propenalen gefunden worden; da f-Mercaptoethanol (und wahr-
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scheinlich auch DTT) mit Basenpropenalen reagiert!®®4, lieBen
sich diese Nucleosidreste — auch wenn sie gebildet wiirden —
unter den gegebenen Reaktionsbedingungen nicht nach-
weisen.

Alle Befunde weisen auf einen oxidativen Abbau der Desoxy-
riboseringe im DNA-Riickgrat hin. Dieser Abbau erfolgt héchst-
wahrscheinlich durch Hydroxyi-Radikale, die ein H-Atom ab-
strahieren und auf diese Weise die DNA-Spaltung einleiten
kénnen. Die Produktverteilung lieBe sich mit C4'-Chemie als
Hauptreaktionsweg und C1’-Chemie in der kleinen Furche oder
C3'-Chemie in der groBen Furche erkliren.

Im Falle von Fe-MPE konnte der Hauptangriffspunkt das 4'-
Wasserstoffatom der Desoxyribose sein, im Falle von Fe-EDTA
konnte dies dagegen nicht eindeutig nachgewiesen werden. Eine
H4'-Abstraktion als erster Reaktionsschritt konnte die Freiset-
zung von Nucleobasen sowie die Bildung von 5'-Phosphaten
und 3'-Phosphoglycolat-Enden 685 iiber einen Sauerstoff-abhin-
gigen Reaktionsmechanismus erkiiren (sieche Schema 17). Das
Fehlen von Basenpropenalen 64 (oder die erfolglosen Versuche,
sie zu charakterisieren) erinnert an die Ergebnisse mit Cu(oP),
1 und Endiinen. Fiir die untergeordnete C4'-Spaltung mit diesen
Reagentien muB die Art der bei der C3'-C4’-Bindungsspaltung
gebildeten monomeren Spezies noch gekldrt werden (siche Ab-
schnitte 3.4.1 und 3.4.2).

Das Vorhandensein signifikanter Mengen an 3’-Phosphat-
Enden 148t sich moglicherweise durch eine C1’-Chemie erkldren
(siehe Schema 14). Wegen der Gegenwart von Reduktionsmit-
teln konnte jedoch kein 5-Methylen-2-furanon 33 nachgewiesen
werden, so daB dieser Mechanismusvorschlag noch nicht besta-
tigt werden konnte!®™ ®%2], Beide oben beschriebenen Reaktio-
nen sollten sich in der kleinen Furche abspielen.

Es sind auch Reaktionen postuliert worden, die in der groflen
Furche ablaufen®®l. Durch H3'-Abstraktion (sieche Schema 1)
wird das Radikal 45 (Schema 16) erzeugt. Sauerstoff-unabhingi-
ge Folgereaktionen dieser Spezies sollten zu freien Basen, 2-Me-
thylen-3-furanon 48 sowie 3'-Phosphat- und 5'-Phosphat-Enden
fithren. In Gegenwart von Sauerstoff sollten 5'-Phosphat-Enden,
3'-Phosphoglycoaldehyd-Enden 53 (die zu Glycolsidure-Enden
oxidiert wiirden) und Basenpropensduren 54 (die nicht mit
Thiobarbitursidure, dem iiblicherweise zur Charakterisierung
von Basenpropenalen verwendeten Reagens, reagieren sollten)
entstehen. Diese Produkte wiirden einige von Hertzberg und
Dervan'®® berichtete Ergebnisse erklidren. Unwahrscheinlich
ist ein derartiger Reaktionverlauf hingegen fiir Fe-EDTA-Deri-
vate, die an Distamycin[®1- 1131312l "Qljoopeptide!! !9 1312, 1334l
oder einige Proteine!!®*! gebunden sind und deren oxidativer
Angriff — PAGE-Analysen zufolge — eindeutig in der kleinen
Furche stattfindet. Dagegen weist das Muster von Spaltungen
durch Fe-EDTA-Konjugate mit Oligonucleotiden' *%! oder an-
deren Proteinen!'*! auf einen oxidativen Angriff aus der
groBen Furche heraus hin, so daB in diesen Fillen ein Mecha-
nismus ilber eine H3'-Abstraktion denkbar ist. In dhnlicher
Weise muB HY (pro R) (HY ist auf den Eingang der groflen
Furche gerichtet) als mdgliche Zielgruppe einer oxidati-
ven H-Abstraktion in Betracht gezogen werden (siehe Sche-
ma 18).

Als Alternative zu direkten, durch Hydroxyl-Radikale ausge-
16sten Wasserstoff-Abstraktion von Desoxyribose konnte auch
zuniichst die Base angegriffen werden. Dabei konnte entweder
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eine radikalische Basenspezies erzeugt werden, die zur Abstrak-
tion eines H-Atoms von Desoxyribose in der Lage wire, oder es
konnte eine basenlose Position entstehen, durch die ein Strang-
bruch herbeigefiithrt wiirde. Dieser alternative Reaktionsverlauf
basiert auf der Vorstellung, daBl mit dem Strangbruch eine Ba-
senschidigung einhergeht!®®l,

3.5. H5-Abstraktion: Endiine und kationische
Manganporphyrine

Ein oxidativer Angriff auf die C5’-Position von Desoxyribose
ist bisher nur fiir Endiine und Mn-TMPyP nachgewiesen wor-
den. Die Oxidation der Desoxyribose wird von diesen Verbin-
dungen durch H5'-Abstraktion ausgel6st, wodurch das C5'-Ra-
dikal 70 entsteht (Schema 18).

B
RO,P 71
PO RopOo
L H0
Bo,r @H' o B .
H5'"-Abstraktion OH OHC B o
O e RO:PO{°0 72 74 &_?) OHC—Q
. M > - H | ~—i, 5
RO,PO. 0B ~tn o
> starkes R'OPO, Furfural
70 40 Reduktions-
903R®\f o /M 00K RO,PO-T HoY_0,B, . [ROPO/]
O / RO,PO 00 [
\ROJP 0 (__ 79| HCOOH *
+ Reduktions. \ 90
Misonidazol 76 mme] 77 3 ) O=\_/:O
\__rogoh 8‘303"0 :
< ______ 81 PO,R’

82 Reduktxf[ms \ 0 ]

N\__mitte| 72 . : . = Zuck:
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Schema 18. Mogliche Reaktionsmechanismen, wenn der erste Angriff der oxidie-

renden Spezies (@ : Endiine (2, 5, 7-10), @: 19) auf das C5’-Atom der Desoxyribo-
se gerichtet ist {159].

3.5.1. Endiine
35.1.1. NCS-chrom 2

C5’-Chemie ist die wichtigste Art der DNA-Spaltung mit 2:
Alle Einzelstrangbrliche und zumindest die Spaltung eines
Stranges bei Doppelstrangbriichen gehen auf sie zurtick.

SSB-Schiden bestehen zu 80 % aus Briichen, bei denen ein
5’-Aldehyd (73, Schema 18) einem 3'-Phosphat-Ende gegen-
ibersteht, wihrend in 20 % der Fille ein Desoxyribosebaustein
abgespalten wird und freie Basen zusammen mit 3'-Phosphat-
und 5'-Phosphat-Enden resultieren.

Das durch aktiviertes 2 erzeugte C5'-Radikal 70 reagiert mit
O, (wie durch den Einbau von '80, nachgewiesen werden konn-
te!194)) zum 5'-Peroxy-Radikal 76. Dessen Reduktion durch ei-
nen Uberschuf an Thiol (oder an einem anderen starken Reduk-
tionsmittel) konnte Literaturangaben zufolge zum 5'-Hydroxy-
Radikal 72 fithren. Eine mogliche Alternative zu diesem Reak-
tionsweg wire die Bildung von 72 aus 82. Durch spontane Spal-
tung von 72 bildet sich der 5-Aldehyd 73. Nucleoside mit einer
5'-Aldehydfunktion konnten nach enzymatischer Hydrolyse
durch HPLC nachgewiesen werden!'?*1. AuBerdem hat man bei
der PAGE-Analyse 3'-[3?P]-markierter DNA-Fragmente festge-
stellt, daB die 5-Aldehyde 73 ein abnormes Laufverhalten zei-
gen!t%. Aldehyde laufen etwa gleich schnell wie die durch che-
mische Umsetzung nach dem Maxam-Gilbert-Verfahren herge-
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stellten Marker mit einem 5'-Phosphat-Ende und zwei Nucleoti-
den mehr. Wegen der Anwesenheit von Reduktionsmitteln wur-
de weder das Zwischenprodukt 74 noch das Endprodukt 75
(Schema 18) beobachtet. Einige Banden auf Polyacrylamid-Ge-
len konnten 5'-COOH-endenden Fragmenten zugeordnet wer-
den, deren Bildung vermutlich auf der Gegenwart von Metall-
spuren beruht[®¢ 196},

Ein gewisser Anteil der C5'-Chemie (10-20 %) fithrt zu Spal-
ten (,,gaps’*) bei gleichzeitigem Verlust einer Base. Die Fragmente
enden als 5'- und 3’-Phosphat!'9%l. Als Erklirung fiir derartige
Schidigungen sind zwei Mechanismen vorgeschlagen worden:
1) Das Peroxy-Radikal 76 wird zum Hydroperoxid 77 reduziert,
das in einer Criegee-artigen Umlagerung iiber die Zwischenpro-
dukte 78 und 79 zu den beobachteten Produkten 80 und 81 rea-
giert. Dieser Mechanismus scheint nicht sehr wahrscheinlich, da
weder eine Sdure- noch eine Metallkatalyse beteiligt ist{®9- 041731,
2) Das Peroxy-Radikal 76 geht in das Oxy-Radikal 82 iiber, aus
dem durch fi-Fragmentierung unter C4-C5'-Bindungsspaltung
das instabile, als 3'-Formylphosphat endende Fragment 80 ent-
steht, das zu Ameisensdure und einem 3'-Phosphat-Ende hydro-
lysiert. Bei Doppelstrangbriichen kann die Bildung des Oxy-Ra-
dikals 82 iiber eine O,-Briicke erklirt werden [siche Gl. (9)]1*6].
Wird Sauerstoff durch Misonidazol ersetzt, so sind diese Spal-
ten fast die einzige Form der DNA-Schidigung!®% 1°7). Ein
'8Q.Transferexperiment ergab dariiber hinaus, da der Carbo-
nyl-Sauerstoff der aktivierten Formylgruppe (abgefangen als
Formyl-Tris-Addukt) von einem Sauerstoffatom aus der Nitro-
gruppe des Misonidazols stammt!°8], Die spontane Ubertra-
gung des Formylrests in 80 auf Nucleophile (Tris oder Hydroxyl-
amin)!*®7- 1981 und ein durch Reduktion mit NaBH, stabilisier-
tes Derivat von 8111°1 konnten nachgewiesen werden.

Da C5 an der Peripherie des DNA-Doppelstrangs lokalisiert
ist, sollten die empfindlichen Zwischenprodukte 76 und 82 leicht
zur C5'-hydroxylierten Verbindung 72 reduziert werden kénnen,
was die bevorzugte Bildung des 5'-Aldehyds 73 und die Unab-
hingigkeit von der Reduktionskraft des Thiols erkldren wiirde.

Kleine Isotopeneffekte wurden bei der Abstraktion von Deu-
terium aus der 5'-Position von T-Resten doppelstriangiger Oli-
gonucleotide beobachtet, die eine TGTTTGA-Sequenz (k/
ky =1.6)1%4 eine 5-AGC/3-TCA-Sequenz (1.25) oder ein
Restriktionsfragment des pBr322-Plasmids (1 1.6 bei T-Resten
von 5-GT-Sequenzen, andere T-Reste zeigten dagegen eine ver-
anderliche Empfindlichkeit gegeniiber der 5'-Deuterierung) ent-
hielten™7%1, Das H5-Atom aus der Desoxyribose wird vom C6-
Radikalzentrum des aktivierten NCS-chrom-Diradikals 4
aufgenommen (siehe Schema 3)[531,

35.1.2. CALS

CAL 5 steuert Doppelstrangbriiche an bevorzugten Wechsel-
wirkungsstellen: Das Co6-Radikalzentrum von aktiviertem
CAL, 6 (siche Schema 4)!! 2% 5%} spaltet das pro-S-HS' vom zwei-
ten Nucleotidrest der Vier-Basen-Sequenzen 5-TCCT und 5'-
T7TTT abBt-¢72 Bei der PAGE-Analyse der Spaltung des
TCCT-Strangs zeigten die 5'-{*?P}-markierten Fragmente das-
selbe Laufverhalten wie die entsprechenden Maxam-Gilbert-Se-
quenzmarker, was auf das Vorhandensein von 3’-Phosphat-En-
den hinweist®" 07" Zwei 3¥-markierte Hauptfragmente
konnten analysiert werden, eines mit einem 5'-Aldehyd-Ende,
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73 (Schema 18), und eines mit einem 5'-Carbonsdure-Ende (in
Abhingigkeit davon, ob Metallspuren vorhanden waren, wie
fiir NCS-chrom 2 beschrieben)!®1).

3.5.1.3. ESP7-10

Durch ESP A 7 ausgeloste Einzelstrangbriiche verlaufen aus-
schlieBlich {iber C5'-Umsetzungen, und auch an durch ESP C 8
ausgeldsten Doppelstrangbriichen ist C5'-Chemie beteiligt> !,
Im zweiten Fall 16st der aktivierte Wirkstoff eine H4'- und eine
H5'-Abstraktion an den beiden DNA-Stréngen aus. An einigen
Resten tritt ausschlieBlich C5'-Chemie auf, wihrend an anderen
beide Reaktionsformen beobachtet werden. Die PAGE-Analyse
der Spaltung 5-[**P}- oder 3'-[*?P]-endmarkierter DNA-Sub-
strate ergab 3’-Phosphat-Enden und die Fragmente 73 mit einer
5'-Aldehyd-Endgruppe. Die 5'-Aldehyd-Funktion wurde durch
die iibliche Reduktion mit NaBH, zum 5'-Alkohol oder durch
die Umsetzung mit Piperidin (wodurch zwei aufeinanderfolgen-
de -Eliminierungen an 73 unter Verlust der Desoxyribose-Ein-
heit katalysiert werden) zum 5'-Phosphat-Ende nachgewiesen.

Die Werte sequenzspezifischer [sotopeneffekte bei der DNA-
Spaltung erweisen sich als sehr niedrig (nur unwesentlich ver-
schieden von 1). Dariiber hinaus hatte - anders als bei NCS-
chrom 2 - die Deuterierung der C5'- oder der C4'-Position
keinen EinfluB auf die Verteilung des oxidativen Angriffs®>",
Die H5-Abstraktion erfolgt durch das C10-Radikalzentrum des
Diradikals 11 (siche Schema 4)57),

3.5.2. Kationische Manganporphyrine

Mit aktiviertem Mn-TMPyP ist die oxidative Aktivierung der
C5'-H-Bindung!**" — neben dem oxidativen C1'-H-Angriff —
der Hauptmechanismus fiir die Spaltung AT-reicher Sequenzen
doppelstriangiger DNAUW37-13841 () in Schema 18). Bei der
HPLC-Analyse der Produkte, die nach einem Erhitzungsschritt
in Losung vorlagen, wurden freie Basen, oxidierte Nucleoside
741299 und Furfural 75154 beobachtet und charakterisiert.
Durch HPLC-Trennverfahren oder durch PAGE-Analyse ist es
gelungen, die Spaltfragmente kleiner Oligonucleotide zu analy-
sierent!37 138e.146.147. 2011 'ynd nach Umwandlung durch che-
mische oder enzymatische Reaktionen konnten diese identifi-
ziert werden: Fragmente mit 3'-Phosphat-Ende wurden alkali-
scher Phosphatase ausgesetzt, um die entsprechenden Oligonu-
cleotide mit 3'-OH-Ende zu erhalten; Fragmente mit 5'-Aldehyd-
Endgruppe wurden erhitzt (wodurch zwei aufeinanderfolgende
f-Eliminierungen ausgeldst werden, siche unten), mit I, im Al-
kalischen oxidiert (5-COOH-Endgruppe oder mit NaBH, redu-
ziert (5-CH,OH-Endgruppe). In Abhingigkeit vom Spaltungs-
grad und von der am 3'-Ende der (A - T),-Stelle befindlichen
Sequenz konnten direkt nach der Spaltung von 3'-[32P]-markier-
ten Oligonucleotiden Fragmente mit 5-COOH-Endgruppe
nachgewiesen werden (2012021,

Der vorgeschlagene Reaktionsmechanismus ist in Schema 18
dargestellt. Das aktivierte kationische Metalloporphyrin startet
die Oxidation der Desoxyribose durch H5'-Abstraktion, die
zum C5'-Radikal 70 fithrt. Selbst in Abwesenheit von Sauerstoff
(mit und ohne Sauerstoff wurde dieselbe Spaltungsreaktivitit
beobachtet: M. Piti¢ et al., unverdffentlichte Ergebnisse) kann
70 entweder direkt durch TMPyP-Mn'Y-OH oder in zwei Schrit-
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ten durch Einelektronentransfer und anschlieBende Reaktion
des dabei gebildeten Carbokations 71 mit Wasser zum 5-OH-
Derivat 72 hydroxyliert werden. Es folgt eine spontane Spal-
tung, bei der ein 3'-Phosphat-Ende und der Aldehyd 73 ent-
stehen (direkter Bruch des DNA-Rickgrats). Eine erste g-Eli-
minierung fithrt zu einem zweiten Bruch am DNA-Riickgrat,
bei dem ein 5'-Phosphat-Ende und der «,-ungesittigte Aldehyd
74 freigesetzt werden. Durch eine zweite f-Eliminierung werden
schlieBlich die freie Base und Furfural 75 als das Zuckerabbau-
produkt erhalten. Die manchmal nachgewiesenen Fragmente
mit 5-COOH-Endgruppe sind vermutlich auf eine zweite Oxi-
dation durch das regenerierte aktivierte Mn-TMPyP an dersel-
ben Stelle zuriickzufithren.

Die vollstindige Charakterisierung des Zwischenprodukts 74
gelang durch Reduktion mit NaBH, (selektive Reduktion der
Aldehydfunktion an C5 zur Alkoholfunktion, ohne daf} die
Doppelbindung angegriffen wird) und anschlieBende Pd/C-Hy-
drierung, die zu 2',3'-Didesoxyribonucleosiden fiihrte, die ent-
weder die natiirlich vorkommende f- oder die nichtnatiirliche
a-Konfiguration an C4’ zeigten2°%. 3' P-NMR-spektroskopisch
konnte die Bildung von zwei 3'- und 5-Phosphatmonoester-
Endgruppen in etwa gleichen Mengen bestédtigt werden, ein Be-
fund, der den oben beschriebenen Mechanismus stiitzt!! 44,

Es sollte noch erwihnt werden, da§ die selektive C5'-Chemie
des Mn-TMPyP/KHSO,-Systems an beiden 3-Enden der
(A - T);-Doppelstrang-Bruchstelle stattfinden kann. Dies fithrt
zu einer 3'-Verschiebung der Spaltstiicke um vier Basenpaa-
rel**71 wodurch der oxidative Angriff des aktivierten Metallo-
porphyrins aus der kleinen Furche der DNA heraus bestitigt
wird (siehe Schema 11).

3.6. Abschlieflende Bemerkungen zu Abschnitt 3

Der in diesem Teil beschriebene oxidative Angriff chemischer
Nucleasen und Wirkstoffe auf DNA beginnt mit der Bildung
eines Kohlenstoff-Radikalzentrums in der 1'-, 2'-, 3'-, 4'- oder
5'-Position von Desoxyribose (Schema 19). Dieser erste Reak-
tionsschritt entspricht formal einer Einelektronen-Oxidation
(H = H* + e7). Einige DNA-Spaltungsreagentien sind dage-
gen zu Zweielektronen-Oxidationen fihig, und nur in diesen
Fillen ist eine direkte Hydroxylierung des C-Radikalzentrums
entweder durch Sauerstoff- oder durch Elektronentransfer még-
lich (siche Schema 8, Wege a und b). Findet keine C-C-Bin-
dungsspaltung statt, so kann das instabile hydroxylierte Derivat
zu einem der folgenden, aus fiinf Kohlenstoffatomen bestehen-
den Zuckerreste weiterreagieren, von denen jeder fiir einen be-

stimmten ersten Oxidationsschritt charakteristisch ist (Sche-
ma 19 oben): 5-Methylen-2-furanon 33 (Angriff auf C1'), 3-Me-
thylen-2-furanon 48 (C3"), C4’-hydroxyliertes, abasisches Deri-
vat 58 (C4') und Furfural 75 (C5').

Ist der Sauerstoff- oder Elektronentransfer zu langsam (wie
im Fall von BLM) oder ist das DNA-Spaltungsreagens nur
zu einer FEinelektronen-Oxidation fdhig (wie im Fall von
Endiinen und photoaktivierbaren Halogenuracil-Oligonucleo-
tiden), dann reagiert das C-Radikalzentrum mit molekula-
rem Sauerstoff (auf neuere Arbeiten iiber die Kinetik der
Sauerstoff-Riickbindung bei Hydroxylierungen ist unter
Zitat [203] verwiesen). Das dabei entstehende instabile Peroxy-
Radikal kann durch Reduktionsmittel [siche GI.(10) und
(11)] oder durch intramolekulare Wasserstoff-Ubertragung
(siche Lit. [64]) zu einem Hydroperoxid (R = H) reduziert
werden. Durch heterolytische Spaltung der Peroxid-O-O-
Bindung kénnen eine Umlagerung und die anschlieBende
heterolytische Spaltung einer benachbarten C-C-Bindung des
Zuckers (beispielsweise durch eine Criegee-artige Umlagerung)
ausgelost werden. In der Regel werden zwei Zuckerfrag-
mente beobachtet (oder konnen beobachtet werden). In Ab-
hidngigkeit davon, welches der Zucker-Kohlenstoffatome
urspriinglich angegriffen wurde und welche der benachbarten
C-C-Bindungen gespalten wird, kdnnen zwei Sets aus jeweils
zwel Zuckerfragmenten entstehen: entweder Einkohlenstoff-
plus Vierkohlenstoff-Fragmente (C2'-Chemie: Ameisensiure
und 42; C5-Chemie: 80 und 81) oder Zweikohlenstoff- plus
Dreikohlenstoff-Fragmente (C3-Chemie: 53 und 54; C4-
Chemie: 65 und 64). Alternativ kann — beispielsweise nach
Kombination von zwei Peroxy-Radikalen (O,-Weg) — eine
homolytische Spaltung der Peroxid-O-O-Bindung stattfinden,
wodurch ein Oxy-Radikal erzeugt wird, das zu einer homo-
lytischen Spaltung derselben benachbarten C-C-Bindung fiih-
ren kann. Die f-Spaltung des Oxy-Radikals wiirde zwei Arten
von Fragmenten ergeben: Eines davon ist identisch mit dem
auf dem zuvor beschriebenen Weg erzeugten Fragment: 42
(C2", 54 (C3"), 65 (C4') und 80 (C5"), wihrend es sich bei dem
anderen Fragment um ein Radikal handelt, dessen Schicksal
unbekannt ist und dessen Endprodukte bisher noch nicht be-
schrieben sind.

Zusétzlich konnen das Oxy- und das Peroxy-Radikal auch als
reduktionsempfindliche Intermediate betrachtet werden, deren
mogliche Reduktion auf einem Konkurrenzweg zum hydroxy-
lierten Zucker fiihrt.

Alle diese Reaktionswege sind in den Schemata 17 und 18 fir
die C4'- bzw. C5-Chemie in Einzelheiten dargestellt. In Sche-
ma 15 ist die C2'-Hydroxylierung (die zu Ribo- oder Arabino-

Derivaten fithren wiirde) nicht wiedergegeben, da un-
ter den gegebenen experimentellen Bedingungen

>t Wasser >C-OH — @-oderund B- . Zuckerreste ) i A
e ;4 or Eliminierung(en) mit finf C-Atomen { | weder eine Zweielektronen-Oxidation durch Halo-
Abstraktion Saverstoff- . genuracil-Derivate noch eine Reduktion eines reduk-
transfer Reduktions- . . . "
/ ; mittel P | Zuckerrest tionsempfindlichen Intermediats stattfinden kénnen.
N N S H . o
A ol Seb -Spaltung und 5101 ol - i i ‘ i i
-C-H—- S 2C-0 Rdikalchemie. | Rkl Zusitzlich sei darauf hingewiesen, dal3 bisher keine
: chemischen Reagentien beschrieben worden sind, die
molekularer 745 malviische 0-0- 9 B gentie

Sauerstoff / Bindungsspaltung

C2’ direkt hydroxylieren. Das hydroxylierte Produkt

;g heterolytische Umlagerune ) - ;
2C.0-0 — 2C-0-OR— 00 _, ee 2 Zucker in Schema 16 mufl in Abwesenheit von Sauerstoff
/ . Bindungs reste

heterolytische

spaltung-  C.C-Bindungsspaltung
Schema 19. Die durch den Wirkstoff ausgeldste Ein- (B) oder Zweielektronen-Oxidation (A)

fithrt zu drei Hauptreaktionswegen fiir den Zuckerabbau (R = H, OOR").
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nach einer Einelektronen-Oxidation des Zwischen-
produkts 45 (vermutlich durch den angeregten Zu-
stand des Rhodiumkomplexes) entstehen; die genaue
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Form der zur H3"-Abstraktion fihigen Spezies ist bisher jedoch
noch nicht bekannt. Die in Schema 14 aufgefiihrten Produkte
konnen auf einfache Weise iiber eine Hydroxylierung von C1’
erkldrt werden. Auller oxidierten abasischen Stellen sind keine
weiteren DNA-Abbauprodukte beschrieben worden, vermut-
lich weil die glycosidische Bindung leichter gespalten wird als die
Zucker-C-C-Bindung.

4. SchluBbemerkungen

AuBer den Nuclease-Enzymen sind keine natiirlich vorkom-
menden, niedermolekularen Verbindungen bekannt, die die Hy-
drolyse von Phosphodiester-Bindungen des DNA-Riickgrats
wirkungsvoll katalysieren. Die von der Natur flir cytotoxische
Wirkstoffe (Bleomycine, Endiine) gewihlte Spaltungsweise ist
eine Zuckeroxidation und keine Phosphodiester-Hydrolyse. Es
ist somit nicht iiberraschend, daB sich Ubergangsmetallkomple-
xe mit Redoxeigenschaften und einer gewissen Affinitit zu
DNA als ,,chemische Nucleasen® herausgestellt haben (die Be-
zeichnung ist nicht ganz treffend; wie wire es mit ,,chemische
DNA-Zucker-Oxidasen“?) Die Desoxyribose ist ein Hauptan-
griffspunkt fiir DN'A-Spaltungsreagentien, und wir haben hier
eine Ubersicht iiber den derzeitigen Kenntnisstand hinsichtlich
der verschiedenen Arten, Desoxyribose-Einheiten zu oxidieren,
gegeben. Die Entwicklung kiinstlicher und selektiver DNA-
Spaltungsreagentien ist sowohl im Hinblick auf das rationale
Design von Antitumormitteln und antiviralen Agentien als auch
im Bereich der Molekularbiologie ein zukunftstrichtiges Ge-
biet. Der Bedarf an duBerst effizienten (es muf} eine quantitative
Spaltung der Zielgruppe erfolgen) und sehr spezifischen (Se-
quenzspezifitdit bei groBen DNA-Fragmenten) Spaltungsre-
agentien ist einleuchtend, und es sind diesbeziiglich bereits be-
achtliche Erfolge erzielt worden. In einigen Bereichen sind noch
Verbesserungen erforderlich:

1) Spaltungseffizienz: Um neue cytotoxische Agentien und
gute Werkzeuge fiir die Gen-Technik zu erhalten, bedarf es der
Entwicklung von DNA-Spaltungsreagentien (und von hocheffi-
zienten RNA-Spaltungsreagentien), die katalytisch wirken und
eindeutig Doppelstrangbriiche herbeifiihren. Die Endiine sind
auf dem Gebiet der chemotherapeutischen Behandlung von
Krebs ein Beispiel dafiir, wie das Verstindnis von Chemie und
Wirkungsweise das Design von hocheffizienten In-vitro-Wirk-
stoffen (siche die von Nicolaou und Smith!®™ beschriebenen
synthetischen Dynemicin-Analoga) unterstiitzt. Es bleibt jedoch
offen, ob derartige In-vitro-Wirksamkeiten auf In-vivo-Bedin-
gungen iibertragen werden konnen.

2) Spezifitit: Der spezifische Angriff auf eine bestimmte Mo-
lekiilstelle, ohne dal} eine Streuung der Schidigung auftritt,
stellt ebenfalls eine besondere Herausforderung dar, insbeson-
dere wenn doppelstringige Genom-DNA das eigentliche Ziel
ist. In einigen Anwendungsbereichen ist diese Eigenschaft nicht
erforderlich: Einige nichtselektive chemische Nucleasen finden
Verwendung als Footprinting-Reagentien fiir DNA oder RNA
und haben gewisse Vorteile gegeniiber DN Ase. Durch kovalente
Bindung der DNA-spaltenden Reagentien an Oligonucleotide
oder an DNA-bindende kleine Molekiile, Peptide oder Proteine
konnte die Sequenzselektivitdt drastisch erhéht werden. Beson-
ders die Verkniipfung effizienter DN A-Spaltungsreagentien mit
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Desoxynucleotiden sollte zu einer Klasse synthetischer Restrik-
tionsenzyme mit mafigeschneiderter Spezifitdt fithren. Diese
konnten bei der Analyse komplexer Genome hilfreich sein oder
die Fiahigkeit eines Antisense-Oligonucleotids, die Expression
des Zielgens zu blockieren, verbessern. Als Beispiel fiir die letz-
tere, medizinische Anwendung haben wir kiirzlich die Verkniip-
fung des Spaltungsreagens {Tris(methylpyridinioyl)porphinato}-
mangan(il) mit cytotoxischen Eigenschaften!?%* mit einem aus-
gewdhlten 19mer-Vektor beschrieben. Das dabei entstandene
Addukt konnte eine einstrdngige 35mer-DNA, die das Initia-
tions-Codon des tat-Gens von HIV-1 enthielt, selektiv erkennen
und spalten (Schema 20)1149],

DNA-Spaltungsreagens =

zielgerichtetes Metalloporphyrin @/)
' 5
HO§CTCTCGTTCTTTACCTCGG

2 GAGAGCAAGAAATGGAGCC

Ziel— IRRRAR RN ERERRNNN
Teil des tt-Gens von HIV-| Spalistellen

Schema 20. Selektive Spaltung einer einstringigen 35mer-DNA, die das Initiations-
Codon des fat-Gens von HIV-1 enthiilt, durch ein maBgeschneidertes Manganpor-
phyrin [149].

3) Oxidierende Agentien mit der Fihigkeit, DNA-Fragmente
mit geeigneten Endgruppen fiir eine weitere enzymatische Auf-
arbeitung zu produzieren: Obwohl mittlerweile die Spaltung
einer jeden ausgewihlten DNA-Sequenz moglich ist, so wurde
doch bis heute noch keine effiziente chemische Modellverbin-
dung fiir ein Restriktionsenzym gefunden, die gezielt eine Phos-
phodiester-Bindung hydrolysieren kann. Dieser Hydrolyseschritt
sollte jedoch iiber einen anderen Reaktionsweg nachgeahmt
werden konnen, ndmlich durch Hydroxylierung des 3'- oder
5'-Kohlenstoffatoms der Desoxyribose und eine unmittelbar an-
schlieBende Reduktion des entstandenen 3'-Ketons bzw. 5'-Alde-
hyds (Oxidationsschritt + Reduktionsschritt = ,,Pseudohydroly-
se). Dies konnte kiirzlich mit Hilfe des Mn-TMPyP/KHSO,-
Systems, das spezifisch die C5'-Position von Desoxyribose hy-
droxyliert, nachgewiesen werden [GI. (12)]. Die auf diese Weise
entstehenden Fragmente kénnten durch chemische Methoden
wieder verkniipft werden, so dal3 dieses System als Alternative zu
Restriktions-Endonuclease/Ligase-Systemen anzusehen ist[2°2),

ROPO,-0, ROPO;" ROPO;
CH, + OHC + HOH,C
hd < 2
— — (12)
Hydroxylierung Reduktion

Selbst nach einem Jahrzehnt erfolgreicher Forschung auf dem
Gebiet chemischer Nucleasen bietet dieses Gebiet noch viele
Moéglichkeiten, nach neuen, effizienten Spaltungsreagentien fiir
RNA und doppelstringige DNA zu suchen mit dem Ziel, neue,
selektive cytotoxische Agentien und/oder Werkzeuge fiir die
Gen-Technik zu erhalten.

5. Addendum

Im folgenden sei, jeweils unter Angabe des betreffenden Ab-
schnitts, auf Veroffentlichungen zum Thema dieser Ubersicht
hingewiesen, die seit dem Einreichen des Originalmanuskripts
erschienen sind.
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AUFSATZE

Abschnirt 2.1 Es ist gelungen, Megabasen-DNA-Substrate
mit einem Cu(oP)-modifizierten DNA-bindenden Protein zu
spalten2°%1, Mit Hilfe eines Kupferphenanthrolin-modifizier-
ten Proteins konnte die Struktur des Escherichia-coli-Fis-DNA-
Komplexes ermittelt werden!2°¢1,

Abschnire 2.2: Kirzlich wurde die Beteiligung von Diradika-
len an der Spaltung von DNA mit dem Neocarzinostatin-Chro-
mophor 2 diskutiert'?°”!, Dariiber hinaus konnte gezeigt wer-
den, daBl der lTod-Substituent des Calicheamicin-Oligosaccha-
rids und die Guanin-C2-NH,-Gruppe in der kleinen Furche der
Ziel-DNA eine wichtige Funktion haben!2°8],

Abschnitt 2.3 Die Stabilitdt der oxygenierten Form von Fell-
BLM ist erforscht worden!??®), Elektrospray-Massenspektren
von aktiviertem Bleomycin flihrten zu der Annahme, daf3 die
aktive Spezies ein Eisenperoxid, BLM-Fe™-QOOH ist?!%, Das-
selbe Eisenperoxid wurde auch bei Bleomycin-Modellverbin-
dungen vorgeschlagen'?!1l, Ein aus Bleomycin und dem DNA-
bindenden Bereich der Rekombinase Hin zusammengesetztes
Hybridmolekiil konnte als DNA-Spaltungsreagens verwendet
werden!2!2], Beide Striinge einer DNA-RNA-Heterodoppelhe-
lix konnten mit Fe-BLM gespalten werden 2131,

Abschnitt 2.4: Fe-MPE und Fe-EDTA wurden verwendet, um
RNA-Bereiche in eukaryontischen Ribosomen zu kartieren. Die
RNA-Fragmente wurden durch Primer-Verldngerung mit rever-
ser Transkriptase unter Verwendung von Oligodesoxynucleotid-
Primern analysiert?**l. Die Selbstspaltung von RNA-EDTA-
Fe" wurde zur Untersuchung der Tertidrstruktur von tRNA¢
eingesetzt1215),

Abschnitt 2.5: Die Ubertragung eines Sauerstoffatoms in
Wasser von TMPyP-MnY=0 auf ein wasserlosliches Olefin
wurde untersucht. Als Erkldrung fiir den Einbau von Sauer-

stoffatomen aus dem Wasser und dem Peroxid im Verhilinis
50:50 wurde eine ,,Redoxtautomerie’ unter Beteiligung eines
axialen Wassermolekiils vorgeschlagen!?!%l. Die Wechselwir-
kung kationischer Porphyrinderivate mit Kalbsthymus-DNA
wurde durch Lineardichroismus und Fluoreszenz-Energietrans-
fer untersucht?!7,

Abschnitt 2.6: Die Bindung von 4- und A-[Ru(phen),]** an
ein selbstkomplementires Decamer ist NMR-spektroskopisch
untersucht worden?*8!, Dariiber hinaus wurde gezeigt, daB die
enantioselektive Erkennung von DNA durch Rh™(phen),(phi)
20 iiber die durch Verdnderungen infolge eines Propeller-artigen
Drehens eines Basenpaars entstehende Offnung in der tiefen
Furche gesteuert wird 211,

Die Autoren sind zahireichen Mitarbeitern, deren Namen in den
Literaturzitaten zu finden sind, zu tiefem Dank verpflichtet. Wir
danken aufferdem dem Centre National de la Recherche Scientifi-
que (CNRS), der Association pour la Recherche contre le Cancer
(ARC, Villejuif ), der Agence Nationale de Recherche sur le Sida
(ANRS, Paris), der Region Midi-Pyrénées und Genset (Paris)
fir die finanzielle Unterstiitzung unserer Arbeit sowie Lisa Rosen-
berg (University of British Columbia) fiir ihre Unterstiitzung
beim Erstellen des Manuskripis.
Eingegangen am 3. September 1993,
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Anhang: Wichtige im Text verwendete Abkiirzungen

A: 2’-Desoxyadenosin

Ade: Adenin

bpy: Bipyridin

BLM: Bleomycin

bp: Basenpaar

C: 2'-Desoxycytidin

CAL: Calicheamycin

Cyt: Cytosin

DSB: Doppelstrangbruch

DTT: Dithiothreit

DYN: Dynemicin

e : Elektron

EDTA: Ethylendiamintetraacetat

ESP: Esperamicin

G: 2'-Desoxyguanosin

Gua: Guanin

GSH: Glutathion

ME: Mercaptoethanol

5-MF: 5-Methylen-2-furanon

MPA: 3-Mercaptopropionsiure

MPE: Methidiumpropy!-EDTA

N: Nucleotid

NADH: Nicotinamidadenin-Dinucleotid, reduzierte
Form

NCS: Neocarzinostatin

NCS-chrom: Neocarzinostatin-Chromophor

ODN: Oligodesoxyribonucleotid ™!

oP: ortho-Phenanthrolin =1,10-Phenanthrolin[**!

PAGE: Polyacrylamid-Gelelektrophorese

phi: Phenanthrenchinondiimin

phen: 1,10-Phenanthrolin

Porph: Porphyrinatoligand

pu: Purin

Py: Pyridin

pyr: Pyrimidin

TMPyP: meso-Tetrakis( N-methylpyridinio-4-
yl)porphyrinato

SSB: Einzelstrangbruch

T: Thymidin

TAR: transaktivierbarer Bereich

tat: Transaktivator der Transkription

Thy: Thymin

Tris: Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Ura: Uracil

[*] Die Desoxyribo-Vorsilbe wurde in diesem Beitrag in der Regel weggelassen,
da er sich weitgehend auf DNA konzentriert.
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nation Chemistry, Vol. 2 (Hrsg.: G. Wilkinson), Pergamon, 1987, S. 73 -98).
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ten.
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