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Selektivitit von DNA-Polymerasen:
hochselektive Nucleotide zur Untersuchung
von Wechselwirkungen mit dem Zucker**

Daniel Summerer und Andreas Marx*

Eine Voraussetzung fiir das Uberleben jedes Organismus
ist die Konservierung seines Genoms und dessen exakte
Verdopplung vor der Zellteilung. Die gesamte DNA-Syn-
these in der DNA-Reparatur, -Rekombination und -Replika-
tion hingt von der Fahigkeit der DNA-Polymerasen ab, eine
Matrize zu erkennen und komplementére Nucleotide selektiv
zu inkorporieren. Geméf einem aktuellen Modell wird diese
Selektivitdt durch die Selektion von Nucleobasen richtiger
GroBe und Gestalt durch DNA-Polymerasen erreicht.l!
Dieses Modell wird weiter durch Kristallstrukturanalysen
von DNA-Polymerasen gestiitzt, welche die Bildung von
Nucleotid-Bindungstaschen vermuten lassen, die ausschlie3-
lich Watson-Crick-paarende Nucleotide akzeptieren.”) Um
die Mechanismen, die zur fehlerhaften DNA-Synthese fiih-
ren, besser verstehen zu konnen, wiren Kristallstrukturanaly-
sen terndrer Komplexe von DNA-Polymerasen mit einem
nichtkanonischen Triphosphat sehr hilfreich. Solche Struktur-
analysen wurden bisher nicht beschrieben, sodass sich Unter-
suchungen zur Funktionalitit von DNA-Polymerasen mit
Nucleotid-Analoga als sehr niitzlich zum besseren Verstdand-
nis dieser komplexen Prozesse herausgestellt haben.!! Da sich
bisherige Studien zur Funktion meist auf die Untersuchung
von Prozessen der Basenerkennung konzentrierten,!!l ist iiber
den Beitrag von Wechselwirkungen zwischen DNA-Polyme-
rasen und der 2’-Desoxyriboseeinheit zur Selektivitdt wenig
bekannt. Auf der Basis einiger Kristallstrukturanalysen von
DNA-Polymerasen und Untersuchungen mit Enzymmutan-
ten wird angenommen, dass die Zuckereinheit eines ein-
tretenden Nucleosidtriphosphats in der Nucleotidbindungs-
tasche eingebettet ist und essentielle Wechselwirkungen mit
dem Enzym eingeht.['>2 Wir beschreiben im Folgenden eine
Strategie zur Erfassung von sterischen Wechselwirkungen
zwischen DNA-Polymerasen und der Zuckereinheit eines
eintretenden Nucleosidtriphosphats. Wir fanden, dass neu-
artig modifizierte Nucleotide Substrate fiir eine DNA-Poly-
merase sind, die im Vergleich zu ihrem natiirlichen Gegen-
stiick mit signifikant hoherer Selektivitit eingebaut werden.
Durch Verwendung dieser hochselektiven Nucleotide in
Untersuchungen zur Funktion konnten wir zeigen, dass
Wechselwirkungen zwischen dem Enzym und dem Zucker
die Selektivitdt einer DNA-Polymerase mitbestimmen.
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Um diese Wechselwirkungen erfassen zu konnen, fiihrten
wir Alkylsubstituenten als Sonden an der 4'-Position der 2'-
Desoxyribose in der Art ein, dass sie Wasserstoffbriicken-
bindungen sowie die Nucleobasenpaarung und -stapelung
nicht behindern. Wir entwarfen die sterischen Sonden 1a—-d
durch Substitution des 4'-Wasserstoffatoms von Thymidintri-
phosphat (TTP) durch Alkylgruppen unterschiedlicher Grofe
(Schema 1).
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Schema 1. Thymidin-5'-triphosphat (TTP) und die sterischen Sonden 1a—d.

Die Nucleoside 4a und 4b (siehe Schema 2) wurden bereits
nach unterschiedlichen Synthesestrategien hergestellt.!>
Diese Methoden sind jedoch nicht fiir die Synthese aller
gewiinschten Verbindungen geeignet. Ferner traten bei der
Synthese von 4a unerwiinschte Nebenprodukte auf.’! Daher
entwickelten wir einen geeigneteren Zugang zu den Zielver-
bindungen. Unsere Synthese beginnt mit dem bekannten,
leicht zugénglichen Alkohol 2.l Dieser wurde durch Funk-
tionsgruppenumwandlungen in methyliertes Thymidin 4a
iiberfilhrt (Schema 2). Die alkylierten Nucleoside 4b-d
wurden ausgehend von bekannten Verbindungenl®! durch
Wittig-Reaktion, Desilylierung und Reduktion der aliphati-
schen Doppelbindungen erhalten. AnschlieBend wurden die
Nucleoside 4a—d nach Standardverfahren in die gewiinschten
Triphosphate 1a—d iiberfiihrt.) Um Einblicke in den Einfluss
der Modifikationen auf die Zuckerkonformation erhalten zu
konnen, fithrten wir eine 'H-NMR-Konformationsanalyse
nach bekannten Methoden durch,” die nur geringe Unter-
schiede zwischen 1a—d und natiirlichem TTP ergab. Dies
lasst auf dhnliche Zuckerkonformationen der Thymidine in
Losung schlieBen (siehe Hintergrundinformationen).

Wir untersuchten den Effekt der Sonden la-d auf das
Klenow-Fragment von E.-coli-DNA-Polymerase I (exo~-Mu-
tante; KF-), einem Enzym, das sehr hiufig als Modell zur
Untersuchung der intrinsischen Mechanismen und Funktio-
nen von DNA-Polymerasen verwendet wird.l! Zur Verfol-
gung der DNA-Polymerasereaktion verwendeten wir ein
Gelanalyse-Testsystem,®! in dem ein Adeninrest in der
Nachbarschaft zum 3'-Primerende den Einbau eines Thymi-
din-Derivates kodiert.”) Abbildung 1A zeigt das Einbau-
muster, welches durch den KF--katalysierten Einbau von
TTP und 1la-d erhalten wurde. Den Ergebnissen zufolge
werden 1a—d als Substrate mit unterschiedlichen Effizienzen
verwendet.

Um diese Befunde zu quantifizieren, bestimmten wir die
Einbaueffizienzen (vy./Kv; Ve = Maximalgeschwindigkeit
der Enzymreaktion, K\;=Michaelis-Konstante) der Thymi-
din-Derivate durch Untersuchung des Einbaus eines einzel-
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Schema 2. Synthese von 1a-d. a) Ph;P, I,, Imidazol, C;H,, 50°C, 85%; b) Pd/C, H,,
(beide Schritte); d) Oxidation;;
e) CH,PPh,Br, nBuLi, THF, — 78 bis 25°C, 99 %; f) TBAF, THF; g) Pd/C, H,, CH,OH,
88% (beide Schritte); h) (CH;),CHPPh;1, nBuLi, THF, —78 bis 25°C, 83 %; i) TBAF,
THF; j) Pd/C, H,, CH;0H, 94% (beide Schritte); k) Alkylierung und Oxidation;!
1) CH;PPh;Br, 1BuOK, THE, 25°C, 91 %; m) TBAF, THF; n) Pd/C, H,, CH,OH, 84 %
(beide Schritte); o) POCI;, 1,8-Bis(dimethylamino)naphthalin, (CH;0);PO, 0°C, dann
(nBu;NH),H,P,0;, nBu;N, DMF, dann 0.1m wissr. (Et;NH)HCO;, 23-68 % . TBS = tert-
TBDPS = tert-Butyldiphenylsilyl,

EtOH, EtOAc, NEt; c)TBAF, THE, 79%

Butyldimethylsilyl,
fluorid.

nen Nucleotids bei verschiedenen Nucleotidkonzentrationen
unter Single-completed-hit- und Steady-state-Bedingungen
wie kiirzlich beschrieben.® 112 Die quantitative Analyse
ergab, dass KF~ 1a und 1b mit nahezu der gleichen Effizienz
einbaut wie unmodifiziertes TTP (Tabelle 1). Die 4-Methyl-
und die 4-Ethylgruppe konnen demzufolge gut in der
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Tabelle 1. Kinetische Analyse unter Steady-State-Bedingun-
gen fiir den Einbau kanonischer Nucleosidtriphosphate. Die
aufgefithrten Daten sind Durchschnittswerte aus zwei oder
drei gleichartig durchgefiihrten Experimenten. Weitere expe-
rimentelle Einzelheiten sieche Hintergrundinformationen.

Nucleosid- Ky Vinax Vmax/ Knt
triphosphat [um] [min~110-3] [M~'min~!]
TTP 0.11+£0.05 20£3 180000
la 0.40 £+ 0.01 58+4 150000
1b 0.21+0.01 2945 140000
1c 47+4 85+5 1800
1d 241422 76 £ 1 320

Nucleotid-Bindungstasche von KF~ aufgenommen
werden. Die sterisch anspruchsvolleren Sonden 1¢
und 1d wurden signifikant schlechter eingebaut.
Der durchgefiihrten Konformationsanalyse zufolge
ist dies hauptsichlich auf den groeren sterischen
Anspruch der Modifikationen zuriickzufiihren.

Da das Verhiltnis der Effizienzen des Nucleotid-
einbaus gegeniiber einer komplementidren und
gegeniiber einer nichtkomplementiren Nucleobase
ein Map fiir die Selektivitit einer DNA-Polymerase
ist, untersuchten wir als Néchstes die Fahigkeit von
KF-, die Bildung von nicht Watson-Crick-gepaarten
Nucleobasen zu katalysieren. Wir priiften hier
lediglich 1a und 1b, da nur diese mit dhnlicher
Effizienz wie TTP von KF~ zur kanonischen
Basenpaarbildung verwendet werden. Diese Son-
den sollten daher ideal geeignet sein, unterschied-
liche Enzymwechselwirkungen beim Einbau und
Fehleinbau anzuzeigen. Untersuchungen des
Nucleotideinbaus gegeniiber von G, T und C
ergaben, dass KF~ TTP und 1a, b gegeniiber von
G mit der hochsten Effizienz einbaut. 1 Schon aus
den in Abbildung 1 B gezeigten Ergebnissen wird
ersichtlich, dass 1a und 1b eine wesentlich gerin-
gere Fehleinbau-Effizienz haben. Quantitative Un-

tersuchungen ergaben eine ungefihr 100fach geringere Ef-
fizienz des Fehleinbaus bei Verwendung der 4'-alkylierten
Sonden 1a, b im Vergleich mit TTP (Tabelle 2).

Die Analoga 1aund 1b werden auch gegeniiber von T oder
C mit geringerer Effizienz als nichtmodifiziertes TTP einge-
baut (siche Hintergrundinformationen). Dies zeigt eindeutig,

TP T TP
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Matrize ¥ TETGCT—-- Matrize 3--TGTACT-—---
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Abbildung 1. KF-katalysierter Einbau von Nucleosidtriphosphaten: A) Einbau kodiert durch Adenin (A) im Matrizenstrang; Bedingungen: Primer/
Matrizen-Komplex (50 nm), KF- (2 nm), 37°C, 5 min; die Nucleotidkonzentrationen [um] sind jeweils unter den Gelbanden angegeben. B) Einbau kodiert
durch Guanin (G) im Matrizenstrang; Bedingungen: Primer/Matrizen-Komplex (50 nm), KF~ (4 nm), 37°C, 5 min; die Nucleotidkonzentrationen [um] sind
jeweils unter den Gelbanden angegeben. C) Fehlpaarungs-Verlidngerung; Bedingungen: Primer/Matrizen-Komplex (50 nm), KF~ (2 nm), 37°C, 20 min; die
Nucleotidkonzentrationen [um] sind jeweils unter den Gelbanden angegeben. Weitere experimentelle Einzelheiten und die verwendeten DNA-Sequenzen

sind in den Hintergrundinformationen beschrieben.
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Tabelle 2. Kinetische Analyse unter Steady-State-Bedingungen fiir den
Fehleinbau und die Fehlpaarungs-Verldngerung von Nucleosidtriphospha-
ten. Die aufgefiihrten Daten sind Durchschnittswerte aus zwei oder drei
gleichartig durchgefiihrten Experimenten. Weitere experimentelle Einzel-
heiten sieche Hintergrundinformationen.

Nucleosid- Ky Vinax Vinax! Kt
triphosphat [um] min~'10-3] [M'min!]
Fehleinbau:

TTP 22+02 16+1 730

1a 65+5 0.34+0.02 5

1b 22845 1.7+0.1 7
Fehlpaarungs-Verlingerung:

TTP 19+1 3642 1900

la 80+17 2.9+0.1 40

1b 40+5 4.0+03 100

dass die Selektivitidt des Nucleotideinbaus durch Substitution
des 4’-Wasserstoffatoms durch sterisch anspruchsvollere Al-
kylgruppen erhoht wird.

Die zweite wichtige Bestimmungsgrof3e der intrinsischen
Selektivitit von DNA-Polymerasen ist die Féhigkeit zur
Verlidngerung fehlgepaarter Primer/Matrizen-Enden.['® & 1]
1a und 1b sollten auch hier ideal dazu geeignet sein,
unterschiedliche Wechselwirkungen der DNA-Polymerase
mit dem Zucker in Fehlpaarungs-Verldngerungen zu erfassen.
Wir iiberpriiften daher die Fahigkeit von KF-, fehlgepaarte 3'-
Primerenden durch den Einbau von TTP oder 1a,b zu
verlangern. Wir untersuchten die Verldngerung von Matrize-
T/Primer-G, T/T sowie T/C und fanden, dass die T/G-Fehl-
paarung am effizientesten verldngert wurde (die Daten fiir T/
G sind in Abbildung 1C gezeigt).” ¥ Die Ergebnisse der
quantitativen Analyse der T/G-Verlingerung (Tabelle 2)
deuten darauf hin, dass KF~ T/G-fehlgepaarte Primerenden
mit den Sonden 1a, b mit signifikant geringerer Effizienz
verldangert. Diese Resultate unterscheiden sich von denen, die
mit kanonisch gepaarten Primerenden erhalten wurden (siche
Tabelle 1). Unsere Befunde lassen vermuten, dass Nucleoba-
sen-Fehlpaarungen an den 3'-Enden der Primer/Matrizen-
Komplexe zu ungiinstigen Wechselwirkungen zwischen dem
Enzym und den Zuckereinheiten der eintretenden Nucleo-
sidtriphosphate fithren und so den unerwiinschten Einbau von
nichtkanonischen Basen in den entstechenden DNA-Strang
verhindern. Dieser Mechanismus konnte wichtig fiir die
Fehlerkorrektur durch andere Funktionen wie eine intrinsi-
sche Exonuclease-Aktivitdt oder die Dissoziation des DNA-
Replikationskomplexes sein.

Die Selektivitdt des Einbaus eines Nucleotids durch eine
DNA-Polymerase kann durch modifizierte Zuckereinheiten
signifikant erhoht werden. Unsere Ergebnisse lassen vermu-
ten, dass unterschiedliche Wechselwirkungen zwischen der
DNA-Polymerase und den Zuckereinheiten so zur Selektivi-
tdt der DNA-Synthese beitragen. Mit der hier beschriebenen,
neuen und breit anwendbaren Methode konnen sterische
Einflisse in Nucleotid-Bindungstaschen von DNA-Polyme-
rasen erfasst werden. Weitere Untersuchungen mit derartigen
sterischen Sonden, sowohl auf funktioneller als auch auf
struktureller Ebene, sollten neue Einblicke in die Selektivitét
von DNA-Polymerasen eroffnen.

Eingegangen am 14. Mai 2001 [Z17101]
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