7. Monte-Carlo-Simulationen von
Methylenblau-DNA-Komplexen

Die Methylenblau-DNA-Bindung ist Gegenstand aktueller spektroskopischer Unter-
suchungen [177, 178] und findet neben den in Kap. 2.6 und Kap. 6 diskutierten
Anwendungen als Photosensibilisator in der Tumortherapie auch aktuell Verwen-
dung bei pharmakologisch-medizinischen und chemisch-technologischen Fragestellun-
gen [179, 180, 181]. Eine in rontgenkristallographischen oder NMR-Untersuchungen
atomar aufgeloste Struktur von MB-DNA-Komplexen ist nach wie vor nicht verfiigbar.
Die spektroskopischen Untersuchungen sind sehr aufwendig und fithren teilweise zu
Spektren, die nicht eindeutig interpretiert werden kénnen [100]. Die in Kap. 6 dis-
kutierten statischen Modelle fiir die MB-DNA-Bindung in den unterschiedlichen Bin-
dungsmodi kénnen der detaillierteren Interpretation experimenteller Resultate dienen.
Da die MB-DNA-Bindung sich experimentell und theoretisch als abhéingig von der Ba-
sensequenz der Target-DNA [53, 100] und von der Salzkonzentration der umgebenden
Losung [76, 173] erwies, so dafl auch Ubergiinge zwischen unterschiedlichen Bindungs-
modi wahrscheinlich sind, sind statische Modelle fiir das Versténdnis der Komplexbil-
dung zwar hilfreich aber nicht ausreichend. Der in Kap. 4 vorgestellte Algorithmus zur
MC-Simulation von Nukleinséuren hat bei der Simulation der Dekamere [(dA-dT)s]2
und [(dG-dC)s]2 zu neuen, in Kap. 5 dargestellten Erkenntnissen iiber die sequenz-
spezifische Struktur und Flexibilitdt dieser DNA-Dekamere gefiihrt. In diesem Kapitel
findet daher dieser MC-Algorithmus zur Untersuchung der dynamischen Eigenschaften
der MB-DNA-Komplexe Verwendung.

Die Erweiterung des molekularen Modells fiir die Behandlung des Liganden Methylen-
blau um 6 kollektive und 4 innere Variablen wird in Kap. 4.1.6 erldutert. Die in der MC-
Simulation variable Lage und Orientierung des MB-Molekiils relativ zur Target-DNA
wird in Analogie zu Abb. 2.3 durch 6 helikale Parameter beschrieben. Diese helikalen
Parameter werden fiir den Liganden in Kap. 4.2.4 durch die Gleichungen 4.25- 4.30
definiert [53].

Als Target-DNA werden die DNA-Dekamere [(dA-dT)s]e und [(dG-dC)s)2 verwendet,
so daf} die in Kap. 6 vorgestellten statischen MB-DNA-Komplexe als Startkonfigura-
tionen fiir die MC-Simulationen der Komplexe verwendet werden kénnen. Die MC-
Simulationen der MB-DNA-Komplexe erfolgen mit denselben Parametern wie die in
Kap. 5 diskutierten MC-Simulationen der DNA-Dekamere. Somit wird als Kraftfeld
wie bei der Simulation der Dekamere das Kraftfeld AMBER verwendet [105, 106]. Ei-
ne die Kraftfelder AMBER und FLEX vergleichende Studie berichtet iiber eine grofle
Ahnlichkeit der Resultate [182]. Da in Kap. 5.1 ausfiihrlich gezeigt wurde, daf8 die
MC-Simulationen der Dekamere nach 4 - 10° Makrozyklen gut equilibriert waren, wird
davon ausgegangen, dafl auch die MB-DNA-Komplexe nach dieser Anzahl von Ma-
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krozyklen equilibriert sind. Die Ladung der Dekamere von ¢ = —18¢e wird durch die
Ladung des MB von ¢ = +e auf eine Gesamtladung der MB-DNA-Komplexe von
q = —17 e reduziert, weshalb zur Neutralisation der Systeme nur 17 Gegenionen not-
wendig sind. Im Vergleich zu den MC-Simulationen der Dekamere besteht somit bei
den MC-Simulationen der Komplexe der einzige Unterschied darin, dafl ein explizites
Gegenion durch ein MB-Molekiil ersetzt wird.

7.1. Komplexbildung durch Interkalation des Methylenblau
zwischen benachbarte Basenpaare der Dekamere

Da die beiden Dekamere [(dA-dT)s5]2 und [(dG-dC)s]s als zentralen Basenschritt einen
5-ApT-3’- bzw. einen 5-GpC-3’-Basenschritt enthalten, die Interkalation aber auch
in einen 5’-TpA-3’- bzw. einen 5-CpG-3’ Basenschritt moglich ist, werden als Target-
Dekamere auch die Dekamere [(dT-dA)s|2 und [(dC-dG)s]2 verwendet. Dadurch kann
in den MC-Simulationen die Interkalation immer in den zentralen Basenschritt er-
folgen, wodurch der Einflul von Endeffekten reduziert werden soll. Es werden MC-
Simulationen von MB-DNA-Komplexen durchgefiihrt, deren Interkalationsmodi in
Kap. 6 charakterisiert und diskutiert worden sind: In den Komplexen ic1-TpA, ic1-ApT,
ic1-CpG bzw. ic1-GpC ist das MB jeweils in den Basenschritt 5’-TpA-3’, 5’-ApT-3’, 5'-
CpG-3’ bzw. 5-GpC-3’ so interkaliert, dafl die lange Achse des MB ungefihr parallel
zur Achse der die Interkalationstasche flankierenden Basenpaare orientiert ist. Dieser
Interkalationsmodus ist in Kap. 6 als symmetrische Interkalation bezeichnet worden.
In den Komplexen ic2-TpA, ic2-ApT, ic2-CpG bzw. ic2-GpC ist das MB dagegen in
den Basenschritt so interkalaliert, dafl die lange Achse des MB um die helikale Achse
des Target-Dekamers um etwa 140°-145° rotiert ist. Dieser Interkalationsmodus wurde
in Kap. 6 als gauche Interkalation bezeichnet. Um die unterschiedlichen Interkalations-
modi zu erfassen, werden MC-Simulationen der 8 Interkalationskomplexe (4 Komplexe
je Sequenz und 2 Komplexe je Interkalationstasche) durchgefiihrt. Diskutiert werden
die Lage und Orientierung des MB sowie die Konformationséinderungen der Nukleotide
im Bereich der Bindungstasche.

7.1.1. Lage und Orientierung des Methylenblau in der Bindungstasche

Gemittelt iiber jede 10. Konformation des equilibrierten Bereichs der MC-Simulationen
von 4 - 10° — 105 Makrozyklen bleiben die Lage und Orientierung des MB in der
Interkalationstasche im wesentlichen erhalten, so dafl von einer hohen energetischen
Stabilitdt der symmetrischen und der gauche Interkalation in den YpR- und RpY-
Bindungstaschen der Dekamere mit alternierenden AT bzw. GC Basensequenzen aus-
gegangen werden kann. Lediglich bei der symmetrischen Interkalation des MB in den
5’-GpC-3’-Basenschritt erfolgt ein zeitweiliger Ubergang zu einer Interkalation mit um
die helikalen Achse gedrehtem MB. Wegen der hohen Stabilitdt der symmetrischen und
der gauche Interkalation werden fiir diese beiden Interkalationsmodi die Bindungen in
den jeweils zwei moglichen Bindungstaschen der beiden Dekamere mit AT bzw. GC
alternierenden Basensequenzen strukturell verglichen.
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Symmetrische Interkalation des Methylenblau

Die Besetzungswahrscheinlichkeiten der helikalen Parameter des Liganden sind in
Abb. 7.1 geglattet dargestellt. Bei einem ersten Vergleich der Verteilungen fillt auf,
dafl die Besetzungswahrscheinlichkeiten der 6 helikalen Parameter fiir die Interkalation
in den 5’-CpG-3’-Basenschritt am stérksten lokalisiert sind. Diese Beobachtung korre-
spondiert mit der bereits diskutierten Feststellung, dafl das AT alternierende Dekamer
eine hohere Flexibilitdt als das GC alternierende Dekamer zeigt. Die Flexibilitéit des
Target-Dekamers wirkt sich auf die Variation der Lage und Orientierung des Interka-
lators aus. Die Interkalation in den 5’-GpC-Basenschritt bildet bei dieser Bewertung
aufgrund eines Ausfluges in einen modifizierten Interkalationsmodus eine Ausnahme.
Die Besetzungswahrscheinlichkeiten des X-Displacements in Abb. 7.1 a.) fithren bei der
symmetrischen Interkalation zu mittleren X-Displacements von 1,1 A beim TpA-, 0,7
A beim ApT, ebenfalls 0,7 A beim CpG und -0,9 A beim GpC-Basenschritt. Diese
Werte charakterisieren die Verschiebung des MB entlang der in die grofle Furche wei-
senden v-Achse des Referenzbasenpaares. Das MB liegt bei den Interkalationen in die 4
Bindungstaschen etwa im Zentrum zwischen den Basenpaaren, denn der als Referenz-
punkt dienende Ursprung des korperfesten Achsensystems des MB ist nach Abb. 4.5 im
Zentrum des in die grofle Furche orientierten Schwefelatoms definiert. Der Mittelpunkt
des MB hingegen liegt auf der Achse zwischen dem Schwefel- und dem Stickstoffatom
des zentralen heterozyklischen Ringes. Das negative mittlere X-Displacement bei der
Interkalation in den GpC-Basenschritt resultiert aus einem Ausflug zu einer Konfor-
mation, in der das MB um die helikale Achse gedreht ist, wodurch die eine Seite des
MB in die kleine Furche vordringen kann. Dieser modifizierte Interkalationsmodus ist
mit einer Verschiebung des MB in Richtung der kleinen Furche verbunden, so daf§ das
X-Displacement negativ wird. Diese modifizierte Interkalation generiert ein Nebenma-
ximum in der Verteilung des X-Displacements bei ca. -4,2 A.

Die zentrale Lage des MB in der Interkalationstasche wird durch die Mittelwerte der
in Abb. 7.1 b.) dargestellten Verteilungen des Y-Displacements mit 0,0 A beim TpA-,
0,3 A beim ApT, 0,1 A beim CpG und 0,3 A beim GpC-Basenschritt bestitigt. Auch
entlang der helikalen Achse befindet sich das MB in der Mitte zwischen den die In-
terkalationstasche flankierenden Basenpaaren. Deutlich wird das durch die mittleren
Rise-Werte von 3,3 A beim TpA-, 3,4 A beim ApT, 3,3 A beim CpG und 3,2 A beim
GpC-Basenschritt der in Abb. 7.1 c.) dargestellten Besetzungswahrscheinlichkeiten des
Rise. Die voriibergehend von der symmetrischen Interkalation abweichende Orientie-
rung des MB bei der Interkalation in den GpC-Basenschritt fithrt zu Schultern in der
Verteilung des Y-Displacements bei 2 A und des Rise bei 2,5 A.

Die Orientierung des Liganden in der Bindungstasche wird durch die Inclination, den
Tip und den Twist des MB charakterisiert. Die in Abb. 7.1 d.) dargestellten Vertei-
lungen der Inclination fithren zu Mittelwerten von -0,5° beim TpA-; 1,2° beim ApT,
2,0° beim CpG und 1,3° beim GpC-Basenschritt. Die Verteilungen der Inclination ver-
deutlichen wie die in Abb. 7.1 e.) ersichtlichen Besetzungswahrscheinlichkeiten des Tip
die stirkere Bewegung des MB in den Interkalationstaschen 5-TpA-5’, 5’-ApT-3’ und
5-GpC-3’ im Vergleich zur Bewegung des MB in der 5-CpG-3’-Bindungstasche. Die
Mittelwerte des Tip liegen mit 0,0° beim TpA-, 0,2° beim ApT, ebenfalls 0,2° beim
CpG und -1,5° beim GpC-Basenschritt sehr nah beinander. Die verbreiterte Verteilung
des Tip bei Interkalation in den GpC-Basenschritt kann wiederum mit einem Ausflug
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Abb. 7.1.: Besetzungswahrscheinlichkeiten der helikalen Parameter X-Displacement, Y-
Displacement, Rise, Inclination, Tip und Twist des Methylenblau fiir die
MB-DNA-Komplexe mit symmetrischer Interkalation icl-TpA, icl-ApT,
ic1-CpG und ic1-GpC in den Abbn. a.)-f.) und fiir die MB-DNA-Kompleze
mit gauche Interkalation ic2-TpA, ic2-ApT, ic2-CpG und ic2-GpC in den
Abbn. g.)-m.). Die helikalen Parameter des MB sind auf das in Abb. 4.5
definierte korperfeste Achsensystem des MB relativ zu dem in 5’-Richtung
des ersten Stranges benachbarten Basenpaar bezogen.
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der Konformation zu einem Interkalationsmodus erklirt werden, der eine grofiere Be-
weglichkeit des MB zuléft.

Eindeutiger fallen die Unterschiede bei den Mittelwerten der in Abb. 7.1 f.) darge-
stellten Besetzungswahrscheinlichkeiten des Twist mit 4,8 beim TpA-, 1,8° beim ApT,
1,0° beim CpG und 18,5° beim GpC-Basenschritt aus. Bei den Interkalationen in die
Basenschritte TpA, ApT und CpG kann eingeschéitzt werden, dafl die symmetrische
bzw. parallele Interkalation im wesentlichen widhrend der MC-Simulationen erhalten
bleibt und sich damit als sehr stabil erweist. Eine Bewegung des MB im Zentrum der
Interkalationstasche kann beobachtet werden. Der Twist zeigt wiahrend der Simulation
Fluktuationen von 6,0° beim TpA-, 7,7° beim ApT und 4,4° beim CpG-Basenschritt.
Beim Vergleich der Interkalation in den CpG-Basenschritt mit den Interkalationen in
den TpA- oder ApT-Basenschritt fillt wiederum die hohere Variabilitéit der Orientie-
rung des Liganden in der Bindungstasche auf, die durch die gréflere Flexibilitat des AT
alternierenden Target-Dekamers verursacht wird.

Eine Ausnahme bildet die Interkalation des MB in den GpC-Basenschritt, bei der das
MB im Bereich von 6,45 — 7,93 - 10> Makrozyklen fiir 1,48 - 10> Makrozyklen einen
wahrscheinlich seltenen Ausflug zu einem Interkalationsmodus unternimmt, der weder
der symmetrischen noch der gauche Interkalation entspricht und daher energetisch auch
nicht stabil genug ist, um in der MC-Simulation iiber eine gréflere Zahl von Makrozyklen
erhalten zu bleiben. Diese Konformation ist gepréigt durch eine Vergroflerung des Twist
auf Werte um 60° sowie eine Verringerung des X-Displacements auf Werte um -4,2 A
und des Tip auf Werte um -8°. Das MB dreht sich somit in der Bindungstasche, und die
Methylgruppen der einen Seite des Farbstoffs gelangen durch die flankierenden Basen
hindurch in die kleine Furche, und zwar soweit dafl das X-Displacement negativ wird.
Dabei bleiben die Methylgruppen weiterhin in Richtung der grofien Furche orientiert,
wodurch sich dieser Interkalationsmodus von der gauche Interkalation unterscheidet,
bei der die Methylgruppen des MB in Richtung der kleinen Furche orientiert sind. Die-
ser Unterschied spiegelt sich in den entgegengesetzten Vorzeichen des X-Displacements
bei dem beschriebenen Ausflug zu dem modifizierten Interkalationsmodus im Vergleich
zur gauche Interkalation wider. Ein Ausflug zu einer solchen seltenen Konformation
beeinfluft die Mittelwerte und Fluktuationen der helikalen Parameter erheblich, da die
Struktur wihrend 24,7 % der Makrozyklen im equilibrierten Bereich der MC-Simulation
von 4 - 10° — 108 Makrozyklen in dieser Konformation verblieb. Der MC-Algorithmus
stellt allerdings anhand dieses Beispiels seine Leistungsfihigkeit unter Beweis, auch
seltene Konformationen aufzufinden und in der Lage zu sein, wieder zu energetisch
giinstigeren Konformationen zuriickzukehren.

Die zentrale Lage des MB in der Bindungstasche bei den symmetrischen Interkalationen
wird durch Stapelwechselwirkungen des MB mit den beiden flankierenden Basenpaa-
ren energetisch stabilisiert. Fiir den equilibrierten Bereich der MC-Simulationen sind
mittlere Strukturen durch Mittelwertbildung der kartesischen Koordinaten aller Atome
jeder 10. Konformation berechnet worden. Diese in den Abb. 7.2 a.)-d.) dargestellten
mittleren Strukturen fiir die symmetrischen Interkalationen verdeutlichen die zentrale
Lage des MB in den jeweiligen Interkalationstaschen.
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Abb. 7.2.: Fiir die equilibrierten Bereiche der MC-Simulationen von 4-10° —10% Makro-
zyklen berechnete mittlere Strukturen der MB-DNA-Komplezxe a.) ic1-TpA,
b.) icl-ApT, c.) ic1-CpG und d.) ic1-GpC mit symmetrischer Interkalation
sowie der MB-DNA-Kompleze e.) ic2-TpA, f.) ic2-ApT, g.) ic2-CpG und
h.) ic2-GpC mit gauche Interkalation des blau gekennzeichneten MB.

Gauche Interkalation des Methylenblau

Konformationen, bei denen die lange Achse des MB in der Bindungstasche um ca.
140°-145° um die helikale Achse gedreht ist, wurden in Kap. 6 als alternative Inter-
kalationsmodi diskutiert, die gegeniiber den symmetrischen Interkalationen aufgrund
einer geringeren Stapelwechselwirkung und einer stérkeren Deformation der Target-
DNA energetisch etwas benachteiligt sind, deren Auftreten aber dennoch realistisch
ist. Die Besetzungswahrscheinlichkeiten der helikalen Parameter des MB bei gauche
Interkalationen in die Bindungstaschen 5-TpA-3’, 5-ApT-3’, 5’-CpG-3’ und 5-GpC-3’
werden in Abb. 7.1 gegléttet veranschaulicht.

Bei den in Abb. 7.1 g.) dargestellten Besetzungswahrscheinlichkeiten des X-
Displacements fillt auf, daff die Verteilungen mit mittleren X-Displacements von 2,7 A
beim TpA- und 4,0 A beim ApT-Basenschritt Schultern bei ca. 1,5 A besitzen, wohin-
gegen die Verteilungen mit mittleren X-Displacements von 3,5 A beim CpG- und 5,5 A
beim GpC-Basenschritt diese Schultern nicht ausbilden. Vergleicht man die mittleren
Strukturen fiir die gauche Interkalationen in den TpA- und den ApT-Basenschritt in
den Abbn. 7.2 e.) und f.) mit den mittleren Strukturen fiir die gauche Interkalationen
in den CpG- und den GpC-Basenschritt in den Abbn. 7.2 g.) und h.), wird ersichtlich,
daf die helikale Struktur der AT alternierenden Target-Dekamere durch die gauche In-
terkalation wihrend der MC-Simulation stark gestort worden ist, wiahrend die helikale
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Struktur der GC alternierenden Target-Dekamere erhalten blieb. Dieser Unterschied
kann auf die weit hohere Flexibilitdt der AT alternierenden Dekamere zuriickgefiihrt
werden, in deren Folge sich das MB in der Interkalationstasche weit stédrker bewegen
kann. Dreht sich das MB in der Bindungstasche, so dafl seine lange Achse ungefiahr
senkrecht zur Achse der benachbarten Basenpaare orientiert ist, wird seine Bewegung
entlang der v-Achse des Referenzbasenpaares nur durch die Methylgruppen beschréinkt.
Ausfliige zu Konformationen, in denen das MB diese Orientierung einnimmt, generieren
die Schultern in der Verteilung des X-Displacements. Die Verschiebung des mittleren
X-Displacements bei der gauche Interkalation in den GpC-Basenschritt beruht auf ei-
ner starken Kriimmung des Target-Dekamers, die das MB von der Seite der grofien
Furche zu umschlieflen versucht. Die Kriimmung des Target-Dekamers ist auch in der
mittleren Struktur in Abb. 7.2 h.) deutlich erkennbar. Eine solche Kriimmung fithrt zu
einer Verschiebung der besten helikalen Achse in Richtung der groflen Furche. Da die
Methylgruppen des MB bei der gauche Interkalation in Richtung der kleinen Furche
orientiert sind, zeigt ein grofleres positives X-Displacement eine stédrkere Verschiebung
in Richtung der kleinen Furche an. Insgesamt ist das MB bei den gauche im Vergleich
zu den symmetrischen Interkalationen in Richtung der kleinen Furche verschoben.

Die Mittelwerte der in Abb.7.1 h.) dargestellten Verteilungen des Y-Displacements un-
terscheiden sich mit 1,2 A beim TpA-, ebenfalls 1,2 A beim ApT-, 0,6 A beim CpG-
und 0,9 A beim GpC-Basenschritt nur wenig. Die gegeniiber den symmetrischen Inter-
kalationen etwas ins Positive verschobenen Y-Displacements beruhen auf der Definition
des korperfesten Achsensystems im nicht in der Mitte des MB liegenden Zentrum des
Schwefelatoms. Die in Abb.7.1 j.) dargestellten Verteilungen des Rise fithren mit 3,0
A beim TpA- und 2,9 A beim ApT-Basenschritt zu etwas geringeren mittleren Rise-
Werten im Vergleich zu 3,3 A beim CpG- und 3,6 A beim GpC-Basenschritt, die aus
der in den mittleren Strukturen in den Abbn. 7.2 e.) und f.) ersichtlichen Deformation
der TpA- und ApT-Interkalationstaschen resultieren. Die grofiere Flexibilitat der AT
alternierenden Dekamere erkléirt auch den Unterschied der Fluktuation des Rise des
MB von 0,5 A bei Interkalation in den TpA- oder ApT-Basenschritt gegeniiber 0,3 A
bei Interkalation in den CpG- oder GpC-Basenschritt der GC alternierenden Dekamere.
Genau diese Beobachtung einer sich auf die Beweglichkeit des MB auswirkenden grofle-
ren Flexibilitdt der AT alternierenden Dekamere wird durch die Besetzungswahrschein-
lichkeiten der Inclination in Abb.7.1 k.) und des Tip in Abb.7.1 1.) bestétigt. Einer-
seits sind die Verteilungen fiir die gauche Interkalationen in den TpA- und den ApT-
Basenschritt breiter, und andererseits liegen die mittleren Inclinationen mit 6,7° beim
TpA- und 9,2° beim ApT-Basenschritt sowie die mittleren Tips mit 20,9° beim TpA-
und 18,0° beim ApT-Basenschritt bei hoheren Werten als die mittleren Inclinationen
mit 1,5° beim CpG- und -0,7° beim GpC-Basenschritt bzw. die mittleren Tips mit 3,8°
beim CpG- und -4,1° beim GpC-Basenschritt.

SchlieBlich illustriert die in Abb.7.1 m.) dargestellte Besetzungswahrscheinlichkeit des
Twist die stabile gauche Interkalation des MB in den CpG- und den GpC-Basenschritt
gegeniiber der groflen Flexibilitit der AT alternierenden Dekamere und der dadurch be-
dingten hohen Beweglichkeit des MB bei der gauche Interkalation in den TpA- und den
ApT-Basenschritt. Die mittleren Twists des MB liegen mit 123,8° beim TpA- und 124,9°
beim ApT-Basenschritt unter den mittleren Twists des MB mit 140,8° beim CpG- und
144,8° beim GpC-Basenschritt. Die geringeren mittleren Twists bei der gauche Interka-
lation in die Bindungstaschen der AT alternierenden Dekamere beruhen auf den bereits
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diskutierten Ausfliigen zu Konformationen, bei denen die lange Achse des MB eine zu
den Achsen der flankierenden Basenpaare senkrechte Orientierung einnimmt, wodurch
Twist-Werte des MB um 90° erreicht werden. Diese Ausfliige manifestieren sich bei der
gauche Interkalation in den TpA-Basenschritt in einer Schulter der Twist-Verteilung
bei ca. 100°.

Die MC-Simulationen bestétigen die zwei alternativen Interkalationsmodi in jeder der
moglichen Bindungstaschen. Sowohl die symmetrische als auch die gauche Interkalation
zeichnen sich durch eine hohe Stabilitit aus, denn wihrend der 10° Makrozyklen umfas-
senden MC-Simulationen finden keine Uberginge zwischen der symmetrischen und der
gauche Interkalation statt, obgleich von beiden Konformationen ausgehend Ausfliige
zu seltenen Strukturen unternommen werden, die jedoch immer wieder zu den stabilen
symmetrischen bzw. gauche Interkalationen zuriickfiihren.

7.1.2. Konformationsinderungen der Target-Dekamere

Die Interkalation des MB erfordert eine starke Deformation des Target-Dekamers, de-
ren Ziel in der Generierung einer Bindungstasche besteht. Die Deformation besteht im
wesentlichen in einem Stretching und Unwinding der DNA an der zu generierenden In-
terkalationstasche. In den helikalen Parametern der Target-DNA wirkt sich diese Defor-
mation durch eine Erhéhunng des Rise und Verringerung des Twists an der Bindungsta-
sche aus. Verbunden mit dieser Konformationsénderung der Target-Dekamere wechseln
die Torsionswinkel (a,) an der Interkalationsstelle in einem «/7-Flip meist von der
(-gauche,+gauche)- in die (trans,trans)-Konformation. AuBerdem werden Uberginge
der Zuckerfaltungsmodi einiger benachbarter Nukleotide von der C2’-endo- in die C3’-
endo-Konformation beobachtet. Die Phasen der Zucker der die Bindungstasche flankie-
renden Nukleotide werden fiir den equilibrierten Bereich von 4 - 10° — 10 Makrozyklen
der MC-Simulationen der MB-DNA-Komplexe mit symmetrischen und gauche Inter-
kalationen in Abb. 7.3 dargestellt. Die mittleren helikalen Parameter Rise und Twist
sowie die mittleren Torsionswinkel o und v sind fiir die zentralen Bereiche der MB-
DNA-Komplexe mit symmetrischer in Tab. 7.1 und gauche Interkalation in Tab. 7.2
angegeben.

Rise und Twist an der Interkalationsstelle

Bei einem Vergeich der mittleren Rise-Werte an der Interkalationstasche der symme-
trischen Interkalationen fillt auf, daB die mittleren Rise-Werte der TpA- mit 6,6 A
und der ApT-Bindungstasche mit 6,7 A {iber den mittleren Rise-Werten der CpG- mit
6,5 A und der GpC-Bindungstasche mit 6,4 A liegen. Die weiter gedffneten Interka-
lationstaschen der AT alternierenden Dekamere deuten auf eine stidrkere Deformation
dieser Target-Dekamere hin. Analog dazu besitzen auch bei den gauche Interkalatio-
nen die TpA- mit 7,2 A einen gréferen Rise als die CpG-Bindungstasche mit 6,8 A
und die ApT- mit 6,8 A einen groBeren Rise als die GpC-Bindungstasche mit 6,6 A.
Die mittleren Rise-Werte liegen damit bei den gauche Interkalationen immer hoher als
bei symmetrischen Interkalationen des MB in die jeweilige Bindungstasche. Die hohe-
ren Rise-Werte deuten eine stiarkere Deformation der Target-Dekamere an, die, wie in
Kap. 6 gezeigt worden ist, zur energetischen Benachteiligung der gauche gegeniiber den
symmetrischen Interkalationen beitrégt.
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7.1. Komplexbildung durch Interkalation des Methylenblau

In Kap. 5 konnte gezeigt werden, dafl der mittlere Twist beim AT und beim GC al-
ternierenden Dekamer stark von der Basensequenz abhéngig ist. Wahrend bei AT al-
ternierenden Sequenzen der Twist der TpA- {iber dem Twist der ApT-Basenschritte
liegt, ist bei GC alternierenden Basensequenzen der Twist der GpC- grofler als der
Twist der CpG-Basenschritte. Bei der Interkalation beeinfluit diese Sequenzspezifitit
den Twist zwischen den das interkalierte MB flankierenden Basenpaaren. Der mittle-
re Twist liegt bei der symmetrischen Interkalation des MB in den TpA-Basenschritt
bei 9,5° und bei der symmetrischen Interkalation in den ApT-Basenschritt bei 6,6°, so
dafl die 3° Differenz zwischen den 35°-37° fiir TpA- und 32°-34° fiir ApT-Basenschritte
des freien Dekamers erhalten bleiben. Die der Interkalationstasche benachbarten Ba-
senschritte versuchen, das starke lokale Unwinding zwischen den die Bindungstasche
bildenden Basenpaaren etwas auszugleichen, so dafl die mittleren Twist-Werte der ei-
ner TpA-Bindungstasche benachbarten ApT-Basenschritte auf ca. 36° und die mittleren
Twist-Werte der einer ApT-Bindungstasche benachbarten TpA-Basenschritte auf ca.
40° steigen. Auch das Ausmafl der das Unwindinding ausgleichenden Erhéhung der
Twist-Werte benachbarter Basenpaarschritte erhélt in etwa die Differenz zwischen den
mittleren Twist-Werten der TpA- und ApT-Basenschritte des freien Dekamers.

Ein ganz analoges Verhalten des Twists wird bei der symmetrischen Interkalation des
MB in die Interkalationstaschen des GC alternierenden Dekamers beobachtet. Der mitt-
lere Twist der das MB flankierenden Basenpaare betrigt fiir den CpG- 2,9° und fiir
den GpC-Basenschritt 10,1°. Die Differenz von 7,2° spiegelt sich zumindest tendenziell
in den mittleren Twist-Werten von 32,3°- 33,5° fiir CpG- und von 35,5°-36,5° fiir GpC-
Basenschritte des freien GC alternierenden Dekamers wider. Bei der Beurteilung der
groferen Differenz der mittleren Twist-Werte des CpG- und des GpC-Basenschritts
an der Bindungsstelle mufl daran erinnert werden, dafl bei der MC-Simulation der
Interkalation in den GpC-Basenschritt die Struktur wihrend 24,7 % der bei der Mittel-
wertbildung berticksichtigten Makrozyklen einen Ausflug zu einer stark von der sym-
metrischen Interkalation abweichenden Konformation unternommen hat, die sich mit
Sicherheit auf die mittleren strukturellen Parameter auswirkt. Auch bei den symme-
trischen Interkalationen des MB in den CpG- bzw. den GpC-Basenschritt gleichen die
der Bindungstasche benachbarten Basenschritte mit erhchten Twist-Werten das lokale
Unwinding zwischen den das MB flankierenden Basenpaaren etwas aus. Die mittle-
ren Twists der der CpG-Interkalationstasche benachbarten GpC-Basenschritte steigen
auf 40,9°, wahrend sich die mittleren Twists der der GpC-Interkalationstasche benach-
barten GpC-Basenschritte auf 37,7° erhohen. Damit bleiben auch bei der interkalativen
Bindung des MB mit den GC alternierenden Dekameren in den mittleren Twist-Werten
der der Bindungsstelle benachbarten Basenschritte die Differenzen der Twist-Werte von
ca. 3° zwischen den CpG- und GpC-Basenschritten freier Dekamere erhalten. Eine Be-
obachtung der MC-Simulationen der Interkalationskomplexe kann in der Feststellung
zusammengefafit werden, daf die Differenzen der mittleren Twists von YpR- und RpY-
Basenschritten in MB-DNA-Interkalationskomplexen konserviert sind.

Auch die Analyse der in Tab. 7.2 angegeben mittleren Twist-Werte bei der gauche
Interkalation bestétigt die Beobachtung tendenziell konservierter Differenzen in den
Twist-Werten von YpR- und RpY-Basenschritten. Der mittlere Twist zwischen den
das MB flankierenden Basenpaaren liegt bei der gauche Interkalation in den TpA- bei
26,0°, in den ApT- bei 20,1 °, in den CpG- bei 7,9° und in den GpC-Basenschritt bei
9,1°. Bei den gauche Interkalationen wird damit ein geringeres Unwinding an der In-

121



7. Monte-Carlo-Simulationen von Methylenblau-DNA-Komplexen

Basenschritt | dZ [A] o [A] QF] o] al] o] vl o]
a.) TpA3 3,68 0,46 3448 4774 | -73,5 10,0 50,7 8,7
ApT4 3,62 035 | 3482 414| -768 10,1 | 51,9 85
TpA5 6,63 0,39 944 6,84 |-1734 17,6 | -167,3 11,2
ApT6 3,28 0,35 36,36 427 | -66,6 9,1 59,2 83
TpA7 3,66 0,46 34,23 4,776 | -71,2 10,0 529 91
TpAl2 3,66 0,49 34,69 4,69 | -71,0 99 53,1 9,3
ApT13 330 036| 3639 422 -655 91| 594 81
TpAl4 6,66 0,39 9,57 6,83 | -174,5 17,2 | -167,3 104
ApT15 359  038| 3466 436 -760 104| 519 85
TpA16 3,67 047 34,66 4,79 | -73,4 10,1 50,4 8,7
b.) ApT3 3,26 0,39 31,39 454 | -69,0 9,6 56,0 8,0
TpA4 3,38 0,43 4172 573 | -81,6 11,9 50,1 9,0
ApT5H 6,72 0,40 6,45 7,84 | -172,2 15,6 | -169,3 10,1
TpA6 3,26 0,36 38,45 555 | -73,3 28,7 57,9 284
ApT7 3,20 0,34 33,19 4,11 | -67,5 89 58,2 8,0
ApT12 3,21 0,34 32,11 432 | -67,2 88 58,0 8,0
TpA13 3,33 0,37 40,73 5,36 | -68,3 10,0 56,2 9,0
ApT14 6,71 0,40 6,73 8,12 | 176,8 22,2 | -167,7 104
TpAl5 3,29 0,38 38,06 5,87 | -79,2 125 50,0 9,5
ApT16 3,31 0,37 32,76 4,01 | -680 9,3 56,5 8,0
<) CpG3 324 03b| 3174 372| 724 99| 516 86
GpC4 3,54 0,30 41,29 3,76 | -82,1 10,5 49,2 8,6
CpG5 6,55 0,34 9288 509 | -1725 185 | -168,9 15,9
GpC6 339  031| 4061 368 -69.1 93| 569 81
CpG7 3,37 0,34 31,91 3,71 | -724 9,7 53,3 8,7
CpG12 332 033| 31,64 374 726 96| 524 87
GpC13 3,40 0,31 40,90 3,68 | -688 94 57,2 8,2
CpG14 6,53 0,34 2,96 5,09 | -179,5 20,1 |-167,0 11,0
GpC15 3,56 0,29 4087 3,87 | -80,1 11,0 499 8,6
CpG16 3,30 0,36 31,85 3,84 | -71,6 9,6 52,1 87
4.) GpC3 307 042 3571 428] 696 91| 562 80
CpG4 328 045| 3738 471| -800 133 | 508 9.5
GpC5 6,36 051 | 1025 6,04 | 1648 36,0 |-168,9 104
CpG6 323 040 | 3823 447| -71,0 102| 550 89
GpC7 323 035 | 3484 414| -685 89| 57,1 81
GpC12 3,19 040 | 3526 422 | 681 89| 57,5 82
CpG13 319 045| 3725 498| -721 10,0 | 534 87
GpCl14 6,45 0,40 991 572|-1736 181 |-171,1 13,9
CpG15 330 042 | 37,99 440 | -885 14,5 | 48,7 9.2
GpC16 3,05 043 | 3577 462 | -69.6 91| 560 80

Tabelle 7.1.: Mittlere helikale Parameter Rise dZ und Twist ) sowie mittlere Torsions-

122

winkel o und v einschlieflich der Fluktuationen o der 5 zentralen Basen-
schritte der MB-DNA-Kompleze a.) ic1-TpA, b.) icl-ApT, c.) ic1-CpG
und d.) ic1-GpC. Die Mittelung der strukturellen Parameter bezieht jede
10. Konformation nach der Equilibrierung (4-10° —10° Makrozyklen) ein.



7.1. Komplexbildung durch Interkalation des Methylenblau

terkalationsstelle beobachtet, das im Vergleich zur symmetrischen Interkalation nicht
notwendig ist, weil das MB keine perfekte Stapelwechselwirkung mit beiden flankieren-
den Basenpaaren eingeht. Auch bei den gauche Interkalationen tendieren die Twists
der der Interkalationstasche benachbarten Basenschritte zu einem Ausgleich des loka-
len Unwindings zwischen den die Bindungstasche bildenden Basenpaaren. Tendenziell
bleibt auch dabei der Unterschied der mittleren Twist-Werte von YpR- gegeniiber RpY-
Basenschritten erhalten.

a/~v-Flips an der Interkalationsstelle

In den Startkonfigurationen zeichnen sich die 8 MB-DNA-Komplexe mit symmetri-
scher bzw. gauche Interkalation durch a/+-Flips zwischen den die Interkalationstasche
bildenden Basenpaaren in beiden Nukleinsdurestringen aus. In den Komplexen mit
symmetrischer Interkalation des MB bleiben die «/~-Flips wéhrend der gesamten MC-
Simulation erhalten. Die Fluktuationen der Torsionswinkel o und ~ deuten daraufhin,
dal die Werte dieser beiden Torsionswinkel wiahrend der MC-Simulationen in der Re-
gel stéirker variieren als die Werte der Torsionswinkel o und v zwischen den iibrigen
Nukleotiden. Die symmetrischen Interkalationen in die unterschiedlichen Bindungsta-
schen fithrten zu keinen qualitativen Unterschieden in den mittleren Torsionswinkeln.
Allerdings bestitigen die MC-Simulationen die Notwendigkeit von «/7-Flips fiir die
Ausbildung einer fiir eine symmetrische Interkalation geeigneten Bindungstasche.

Bei den gauche Interkalationen in den TpA- und den ApT-Basenschritt wird im Ge-
gensatz zu den symmmetrischen Interkalationen mit stabilisierten a/y-Flips beobach-
tet, dafl ein in der (trans,trans)-Konformation befindliches Torsionswinkelpaar (c,7)
in einem der beiden Nukleinsiurestringe in die gewohnlichere (—gauche,+gauche)-
Konformation zuriickkkehrt. In den Komplexen mit gauche Interkalationen in den TpA-
und den ApT-Basenschritt geschieht das bereits in der Equilibrierungsphase der MC-
Simulationen. In dem Komplex mit gauche Interkalation in den GpC-Basenschritt er-
eignet sich nur ein voriibergehender und unvollstéindiger Ubergang, und bei der gauche
Interkalation in den CpG-Basenschritt bleibt der a/~-Flip wéhrend der gesamten MC-
Simulation in beiden Nukleinsidurestringen erhalten. Es kann also davon ausgegangen
werden, daf§ der a/~-Flip in GC alternierenden Dekameren stérker stabilisiert wird.
In den mittleren Strukturen der Abbn. 7.2 e.)-h.) wird erkennbar, dafl die helikale
Konformation bei gauche Interkalationen in Basenschritte GC alternierender Dekame-
re weitgehend erhalten bleibt, wihrend sie bei gauche Interkalationen in Basenschritte
AT alternierender Dekamer gestort wird. Detaillierte Auswertungen der Trajektorien
ergeben, daf3 die Erhaltung der Symmetrie einer Interkalationstasche vom Bestehen
der a/~-Flips in beiden Nukleinsidurestringen abhéingig ist. Die Bindungstaschen in
den Komplexen mit gauche Interkalation in den TpA- bzw. ApT-Basenschritt verengen
sich einseitig, so dafl auf einer Seite die die Interkalationstasche bildenden Basen eine
reduzierte Stapelwechselwirkung eingehen kénnen und das MB auf die Seite der Bin-
dungstasche gezwungen wird, auf der der a/~-Flip erhalten geblieben ist. Verglichen
mit den symmetrischen Interkalationen verstiarkt die gauche Interkalation des MB die
Asymmetrie der MB-DNA-Komplexe, die sich besonders stark bei den in den Abbn. 7.2
e.) und f.) dargestellten mittleren Strukturen der MB-DNA-Komplexe auf die Konfor-
mationen der Target-Dekamere auswirkt, in denen die a/y-Flips nur in einem der beiden
Nukleinséurestriange bestehen bleiben.
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7. Monte-Carlo-Simulationen von Methylenblau-DNA-Komplexen

Basenschritt | dZ [A] o [A] QF] o] al] o] vl o]
a.) TpA3 3,59 0,49 35,72 6,57 | -72,3 104 53,0 8,9
ApT4 3,53 0,51 35,68 5,91 -70,5 10,2 57,7 8,7
TpA5 7,25 0,51 25,84 8,35 | -151,5 44,6 | 174,6 43,8
ApT6 3,40 0,42 33,82 4,57 | -62,7 9,3 61,1 8,6
TpAT7 3,19 0,39 38,41 586 | -71,6 9,8 53,5 9,4
TpAl2 3,43 0,45 36,98 591 | -70,6 9,8 53,3 9,0
ApT13 3,69 0,43 35,31 5,52 -65,2 9,5 59,0 9,4
TpAl4 7,08 0,58 26,11 8,36 | -624 33,9 82,7 324
ApT15 3,32 0,41 36,07 594 | -67,7 9,4 59,2 8,2
TpAl16 3,33 0,43 36,58 546 | -69,8 10,3 54,0 9,1
b.) ApT3 3,14 0,39 31,88 4,95 | -68,5 9,5 57,2 8,1
TpA4 3,69 046 | 4566 474 | -81,7 110 | 529 84
ApT5 6,99 0,41 16,45 5,31 | -161,5 14,7 | -169,8 10,6
TpA6 2,97 0,36 46,42 6,48 -65,5 9,6 63,1 10,1
ApT7 3,43 0,39 33,89 5,12 | -66,1 8,9 59,8 8,5
ApTi2 3,37 0,39 30,22 495 | -67,0 9,0 57,9 8,0
TpA13 3,46 044 | 4413 517 | -67,7 102 | 552 102
ApT14 6,67 0,43 23,69 571 | -58,7 9.4 62,4 8,8
TpAl5 3,13 0,40 39,30 5,36 -64,1 9,5 59,9 8,9
ApT16 3,72 0,53 33,91 498 | -64,9 9.4 58,9 8,2
<) CpG3 321 036 3169 304] 724 97| 51,6 85
GpC4 353 031| 41,04 373| -808 10,3 | 50,3 8.3
CpG5 6,80 0,36 769 6,00 | -161,1 39,6 | -1784 37,1
GpC6 346 034 | 3751 418| -70,3 95| 557 82
CpG7 319 036| 3272 4,10| -714 97| 536 87
CpG12 326 034 3193 4,10| -716 96| 533 87
GpC13 359 036| 4040 378 | -681 98| 562 84
CpG14 6,75 042 | 810 592 | 1709 27.8 |-169,7 117
GpC15 3,37 032 3762 430| -747 112 | 535 9,1
CpG16 324 038| 3257 408| -T14 97| 526 87
4.) GpC3 319 040 | 3467 3.96| -738 102 535 80
CpG4 2,99 0,39 35,46 4,40 | -84,9 13,0 50,7 8,5
GpC5 6,63 0,37 848 4,65 |-1753 12,7 | -1702 9.9
CpG6 295 0,35 32,84 4,31 | -71,2 10,0 53,7 8,8
GpC7 312 037| 3650 448 | -682 89| 576 81
GpC12 3,14 0,35 34,59 4,09 -68.,3 9,0 56,7 8,1
CpG13 292 0,36 33,650 5,64 | -63,7 10,2 58,7 8,8
GpCl4 6,62 0,41 9,68 4,70 | 1279 296 | -167,6 11,4
CpG15 3,00 0,36 33,20 4,28 | -71,7 104 54,7 9,0
GpC16 312 039| 3666 437 -693 92| 561 81

Tabelle 7.2.: Mittlere helikale Parameter Rise dZ und Twist ) sowie mittlere Torsions-

124

winkel o und v einschlieflich der Fluktuationen o der 5 zentralen Basen-
schritte der MB-DNA-Kompleze a.) ic2-TpA, b.) ic2-ApT, c.) ic2-CpG
und d.) ic2-GpC. Die Mittelung der strukturellen Parameter bezieht jede
10. Konformation nach der Equilibrierung (4-10° —10° Makrozyklen) ein.



7.1. Komplexbildung durch Interkalation des Methylenblau

Zuckerfaltung der die Bindungstasche flankierenden Nukleotide

Die gegldatteten Verteilungen der die Zuckerfaltungsmodi charakterisierenden Phasen
sind fiir die jeweils vier, die Interkalationstaschen flankierenden Nukleotide in Abb. 7.3
dargestellt. Bei der Bertrachtung der Besetzungswahrscheinlichkeiten fillt zunéchst auf,
dafl sowohl bei den symmetrischen als auch den gauche Interkalationen im wesentlichen
die C2’-endo-Zuckerfaltung mit Phasen von 144°-180° und die C3’-endo-Zuckerfaltung
mit 0°-36° vorherrschen. Das Auftreten der C3’-endo-Zuckerfaltung entspricht einer
durch Bildung der Interkalationstasche verursachten Konformationsinderung, die be-
reits in Kap. 6 diskutiert worden ist.

Die MC-Simulationen bestétigen die unterschiedlichen Zuckerkonformationen bei Aus-
bildung einer YpR- im Vergleich zu einer RpY-Bindungstasche. In den Abbn. 7.3 a.)
und b.) dhneln sich die Verteilungen der Phasen fiir die symmetrische Interkalation in
den TpA- bzw. den CpG-Basenschritt sehr deutlich. Die Phasenspektren der Zucker der
Pyrimidinbasen enthaltenden Nukleotide T5 und T16 in Abb. 7.3 a.) besitzen Maxima
bei 24° und 26°, die wie die Maxima der Phasenspektren der Pyrimidinbasen enthalten-
den Nukleotide C5 und C16 in Abb. 7.3 b.) mit 18° eine C3’-endo-Zuckerkonformation
aufweisen. Die Phasenspektren der Zucker der Pyrimidinbasen enthaltenden Nukleo-
tide weisen Nebenmaxima im Bereich der C2’-endo-Zuckerfaltung auf, wobei sich die
wiederholten Ausfliige in die C2’-endo-Konformation der Nukleotide T16 und C16 ins-
gesamt iiber mehr Makrozyklen erstrecken als dies bei den Zuckerkonformationen der
Nukleotide T5 und C5 der Fall ist. Im Vergleich zu den Pyrimidinbasen enthaltenden
Nukleotiden, verbleiben die Zuckerkonformationen der Purinbasen enthaltenden Nu-
kleotide A6 und A15 mit Maxima der Phasenspektren bei 155° und 154° sowie G6
und G15 mit Maxima der Phasenspektren bei 149° im wesentlichen in der C2’-endo-
Zuckerkonformation.

Genau zu den Verhéltnissen der Zuckerfaltung bei symmetrischen Interkalationen
in YpR-Basenschritte entgegengesetzt verhalten sich die Zuckerkonformationen bei
symmetrischen Interkalationen in RpY-Basenschritte. In den Phasenspektren in den
Abbn. 7.3 c.) und d.) fiir die symmetrische Interkalation in den ApT- bzw. GpC-
Basenschritt wird ersichtlich, dafl bei diesen Interkalationen die Zucker der Purinbasen
enthaltenden Nukleotide vermehrt in einer C3’-endo-Konformation vorliegen, wiahrend
die Zucker der Pyrimidinbasen enthaltenden Nukleotide die C2’-endo-Konformation
bevorzugen. Die Hauptmaxima der Verteilungen der Phasen der Pyrimidinbasen ent-
haltenden Nukleotide T6 und T15 liegen mit 148° und 142° wie die Hauptmaxima der
Phasenverteilungen der Nukleotide C6 und C15 mit 144° und 150° weitestgehend im
Bereich der C2’-endo-Zuckerfaltung. Dagegen befinden sich die Hauptmaxima der Pha-
senverteilungen der Purinbasen enthaltenden Nukleotide A5 und A16 mit 5° und 6°
wie die Haupmaxima der Phasenverteilungen der Purinbasen enthaltenden Nukleotide
G5 und G16 mit 4° und 3° im Bereich der C3’-endo-Zuckerfaltung. Allerdings bilden
die Phasenspektren der Purinbasen enthaltenden Nukleotide deutliche Nebenmaxima,
im Bereich der C2’-endo-Zuckerfaltung aus, wohingegen die Zucker der Pyrimidinbasen
enthaltenden Nukleotide zwar in Richtung der C3’-endo-Konformation variiert werden,
dort allerdings keine Besetzungen zeigen. Dagegen préigen sie Nebenmaxima oder Schul-
tern durch die Besetzung von O1’-endo-Zuckerfaltungen mit Phasen von 72°-108° aus.
Insgesamt unterscheiden sich somit die symmetrischen Interkalationen durch im Mittel
C2-endo-Zuckerfaltungen der Pyrimidinbasen und C3’-endo-Zuckerfaltungen der Pu-
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Monte-Carlo-Simulationen von Methylenblau-DNA-Komplexen
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Abb. 7.3.: Besetzungswahrscheinlichkeiten der Phasen der die Interkalationstasche
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flankierenden Zucker fiir die equilibrierten Bereiche der MC-Simulationen
von 4-10° — 105 Makrozyklen der MB-DNA-Komplexe a.) ic1-TpA, b.) icl-
CpG, c.) icl-ApT und d.) icl-GpC mit symmetrischer Interkalation sowie
der MB-DNA-Kompleze e.) ic2-TpA, f.) ic2-CpG, g.) ic2-ApT und h.) ic2-
GpC mit gauche Interkalation des MB.



7.1. Komplexbildung durch Interkalation des Methylenblau

rinbasen enthaltenden Nukleotide bei Interkalationen in YpR-Basenschritte und um-
gekehrt C3’-endo-Zuckerfaltungen der Pyrimidinbasen und C2’-endo-Zuckerfaltungen
der Purinbasen enthaltenden Nukleotide bei Interkalationen in RpY-Basenschritte. Die
Hauptmaxima der Phasenspektren von Purinbasen enthaltenden Nukleotiden liegen
dabei im Bereich der C3’-endo-Konformation bei Phasen von 3°-6°, wihrend sich die
Hauptmaxima der Phasenspektren von Pyrimidinbasen enthaltenden Nukleotiden im
jeweils anderen Interkalationsmodus bei 18°-26° befinden. Dagegen liegen die Haupt-
maxima der Phasenverteilungen der Purinbasen enthaltenden Nukleotiden bei Interka-
lationen in YpR-Basenschritte im Bereich der C2’-endo-Konformation bei Phasen von
149°-155° und im jeweils anderen Interkalationsmodus die Hauptmaxima der Phasenver-
teilungen der Pyrimidinbasen enthaltenden Nukleotide bei nur 142°-150°. Bestéatigung
findet diese strukturelle Klassifizierung der Zuckerkonformationen bei symmetrischen
Interkalationen in YpR-~ und RpY-Basenschritte in der Beobachtung, dafi die Maxima
in den Phasenspektren der beiden jeweils gleichen Nukleotide sehr nah beieinander lie-
gen. Dadurch spiegelt sich die Symmetrie der symmetrischen Interkalationen in den
Zuckerkonformationen der die Bindungstasche flankierenden Nukleotide wider.

Die Zuckerkonformationen der gauche Interkalationen zeichnen sich dadurch aus, dafl
der Zucker nur eines der vier die Interkalationstasche flankierenden Nukleotide stabil in
der C3’-endo-Zuckerkonformation verbleibt. Das sind bei den in den Abbn. 7.3 e.) und
f.) dargestellten Phasenspektren der gauche Interkalationen in die YpR-Basenschritte
die eine Pyrimidinbase enthaltenden Nukleotide T5 bzw. C5. Die Zucker der jeweils
zweiten, eine Pyrimidinbase enthaltenden Nukleotide T16 bzw. C16 befinden sich
nahezu mit gleicher Wahrscheinlichkeit abwechselnd in der C3’-endo- und C2’-endo-
Konformation. Eine detaillierte Auswertung der Trajektorie liefert dabei die Bestiti-
gung, daf8 Ubergiinge zwischen diesen beiden Zustéinden zahlreich in beiden Richtungen
stattfinden. Die Zucker der Purinbasen enthaltenden Nukleotide nehmen dagegen eine
stabile C2’-endo-Konformation ein. In Analogie zu den symmetrischen Interkalationen
befindet sich bei den in den Abbn. 7.3 g.) und h.) dargestellten Phasenspektren der
gauche Interkalationen in die RpY-Basenschritte jeweils ein Zucker der eine Purinbase
enthaltenden Nukleotide in der C3’-endo-Konformation. Die Zucker der iibrigen drei die
Bindungstasche flankierenden Nukleotide befinden sich in der C2’-endo- oder teilweise
auch in der O1’-endo-Konformation.

Zusammenfassend kann eingeschéitzt werden, dafl in den MC-Simulationen héaufige
Ubergiinge zwischen der C2’-endo- und der C3’-endo-Zuckerfaltung stattfinden und daf
im wesentlichen diese beiden Zustdnden besetzt werden. Auflerdem wird die weitgehen-
de Symmetrie der symmetrischen Interkalationen wie die vollstéindige Asymmetrie der
gauche Interkalationen auch in den Besetzungswahrscheinlichkeiten der Phasen der die
Bindungstasche flankierenden Zucker sichtbar.
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7.2. Komplexbildung durch Bindung des Methylenblau in
den Furchen der DNA-Dekamere

Die Flexibilitit der MB-DNA-Komplexe mit Furchenbindung wird durch MC-
Simulationen der in Kap. 6 diskutierten Strukturen AT-ming, GC-ming, AT-majg und
GC-majg untersucht, bei denen MB in der kleinen bzw. groflen Furche der beiden
DNA-Dekamere mit alternierenden AT bzw. GC Basensequenzen gebunden ist. In die
statistische Analyse der Konformationen wurde jede 10. Konformation der MB-DNA-
Komplexe im equilibrierten Bereich der MC-Simulationen von 4-10° — 10 Makrozyklen
einbezogen.

7.2.1. Lage und Orientierung des Methylenblau in den Furchen

Die Lage und Orientierung des MB in der kleinen bzw. grolen Furche der DNA-
Dekamere wird mit den in Kap. 4 definierten helikalen Parametern des Liganden 4.25-
4.30 beschrieben. Besetzungswahrscheinlichkeiten fiir Werte dieser helikalen Parameter
des MB sind in den Abbn. 7.4 a.)-f.) fiir die Bindung in der kleinen Furche und in den
Abbn. 7.4 g.)-m.) fiir die Bindung in der grofien Furche der beiden Dekamere geglittet
dargestellt. Bedeutsam fiir die Interpretation dieser Daten ist die Definition des in
Abb. 4.5 dargestellten korperfesten Achsensystems des MB.

Bindung des MB in der kleinen Furche

In den MB-DNA-Komplexen AT-ming und GC-ming ist das MB in der kleinen Furche
der beiden Dekamere derart gebunden, daf§ das Schwefelatom und das Stickstoffatom
des mittleren heterozyklischen Ringes in der Ebene eines Basenpaares liegen und die
Methylgruppen auf der Seite des Schwefelatoms aus der Furche hinausweisen. In dem
Komplex GC-ming wird dem Stickstoffatom so ermdglicht, eine Wasserstoffbriicke mit
dem Proton der Aminogruppe eines Guanins der DNA auszubilden und dadurch die
Bindung zusétzlich zu stabilisieren. Die Architektur dieser Bindung bleibt in den MC-
Simulationen fiir die Bindung des MB mit beiden Dekameren im wesentlichen erhalten.
So liegen die Mittelwerte des in Abb. 7.4 a.) dargestellten X-Displacements bei der Bin-
dung des MB in der kleinen Furche des AT alternierenden Dekamers bei 8,6 A und bei
der Bindung in der kleinen Furche des GC alternierenden Dekamers bei 9,7 A. In bei-
den Fallen ist das X-Displacement positiv, obwohl die #-Achse des Referenzbasenpaares
von der kleinen in die grofie Furche zeigt, weil die Z-Achse des MB in entgegengesetzter
Richtung zur ¥-Achse aus der kleinen Furche hinauszeigt. Das positive Vorzeichen des
X-Displacements charakterisiert somit eine Orientierung des MB in der kleinen Furche
mit aus der Furche weisenden Methylgruppen, einem nach auflen gerichteten Schwe-
felatom und einem in die Furche gerichtetem zentralen Stickstoffatom. Der Wert des
X-Displacements ist relativ grof3, weil der Ursprung des korperfesten Achsensystems
des MB im nach auflen gerichteten Schwefelatom liegt. Das um 1,1 A geringere mittlere
X-Displacement bei Bindung in der kleinen Furche des AT alternierenden Dekamers
beruht auf der héheren Flexibilitdt dieses Dekamers und des daher moéglichen, tieferen
Eindringens des MB in die Furche.

Die Mittelwerte des in Abb. 7.4 b.) dargestellten Y-Displacements deuten mit Werten
von 0,7 A fiir die Bindung mit dem AT und 0,1 A fiir die Bindung mit dem GC alter-
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nierenden Dekamer auf eine zentrale Positionierung des MB in der kleinen Furche hin.
Wie die Besetzungswahrscheinlichkeiten des X- und Y-Displacements besitzen auch die
in den Abbn. 7.4 d.) und e.) dargestellten Besetzungswahrscheinlichkeiten der Inclina-
tion und des Tip eindeutige Maxima. Die Mittelwerte der Inclination liegen bei 30,0°
fiir die Bindung mit dem AT und bei 33,6° fiir die Bindung mit dem GC alternierenden
Dekamer. Die Inclination charakterisiert damit die Orientierung der langen Achse des
MB parallel zu den beiden, die Furche bildenden Nukleinsdurestringen. Diese stabile
Orientierung des MB hinsichtlich Rotationen um seine kurze Achse zeichnet sich durch
geringe Fluktuationen der Inclination von 4,1°-4,6° aus. Fluktuationen des Tip von 8,1°-
8,3° deuten auf eine etwas variablere Orientierung des MB hinsichtlich Rotationen um
seine lange Achse hin.

Der in Abb. 7.4 c.) dargestellte Rise spezifiziert die Basenpaare, mit denen das MB in
Wechselwirkung tritt, und damit die Bindungsstellen in der kleinen Furche. Im Gegen-
satz zu den Verteilungen der bisher diskutierten helikalen Parameter unterscheiden sich
die Verteilungen der Rise-Werte fiir die Bindung des MB in den kleinen Furchen der
beiden Dekamere grundlegend. Die Besetzungswahrscheinlichkeit des Rise besitzt fiir
die Bindung des MB mit dem AT alternierenden Dekamer 4 verschiedene Maxima bei
etwa -3,4 A, 0,0 A, 3,0 A und 6,2 A. Die Differenz zwischen diesen Maxima entspricht
ungefdhr dem Rise zwischen zwei benachbarten Basenpaaren. Eine detaillierte Untersu-
chung der Trajektorie liefert die Bestétigung, dafl das MB wéihrend der MC-Simulation
entlang der kleinen Furche wandert, wobei die Achse zwischen dem Schwefel- und dem
zentralen Stickstoffatom in wenigen Makrozyklen von der Ebene eines Basenpaares
zur Ebene des néchsten Basenpaares wechselt, dort aber eine groflere Zahl von Ma-
krozyklen verweilt, wodurch sich die Maxima in der Besetzungswahrscheinlichkeit des
Rise ausbilden. Die verschiedenen Maxima in der Besetzungswahrscheinlichkeit des Rise
identifizieren unterschiedliche Bindungsstellen. Die Auswertung der Trajektorie deutet
auf einen mehrfachen Wechsel der Bindungsstellen des MB und damit ein mehrfaches
Wandern des MB in der kleinen Furche in beiden Richtungen hin. Schnappschiissen
entsprechende Konformationen sind in Abb. 7.5 dargestellt. In der Startkonfiguration
ist MB mit einem Rise von 0,0 A an das Referenzbasenpar T 5/A15 gebunden. Nach
5,5-10° Makrozyklen ist MB, wie in Abb. 7.5 a.) dargestellt, mit einem Rise von 6,3 A
am Basenpaar T7/A17 lokalisiert. Diese Bindung geht nach 6,5 - 105 Makrozyklen, wie
in Abb. 7.5 b.) dargestellt, wieder in eine Lokalisation des MB am Basenpaar T5/A15
mit einem Rise von 0,1 A iiber, wobei das MB zwischen diesen Konformationen auch
fiir wenige Makrozyklen am Basenpaar A4/T14 gebunden war. In Abb. 7.5 c.) ist die
Bindung des MB am Basenpaar T3/A13 nach 8,9 - 10° Makrozyklen dargestellt. Mit
einem Rise von -4,6 A liegen in diesem Schnappschufi das Schwefel- und das zentrale
Stickstoffatom allerdings noch nicht in der Ebene des Basenpaares T3/A13. Die Beset-
zungswahrscheinlichkeit des Rise weist beim Twist von 0,0 A aufgrund der endlichen
Ausdehnung des Dekamers ihr grofitest Maximum auf, wihrend die Hohe der Maxima
nach den Enden hin abnimmt. Bei einer MC-Simulation mit einer gréfleren Zahl von
Makrozyklen kann eine Symmetrisierung der Besetzungswahrscheinlichkeit in Abb. 7.4
c.) erwartet werden.

Das mehrfache Wechseln der Bindungsstelle des MB in der kleinen Furche des AT
alternierenden Dekamers kann bei der Bindung in der kleinen Furche des GC alter-
nierenden Dekamers nicht beobachtet werden. In Abb. 7.4 ¢.) wird ersichtlich, daf} die
Besetzungswahrscheinlichkeit des Rise ein ausgeprigtes Maximum bei ca. -3,0 A und
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Abb. 7.4.. Besetzungswahrscheinlichkeiten der helikalen Parameter X-Displacement, Y-
Displacement, Rise, Inclination, Tip und Twist des Methylenblau fiir die
MB-DNA-Komplexe AT-ming und GC-ming mit Bindung des MB in der
kleinen Furche in den Abbn. a.)-f.) und fir die MB-DNA-Komplexe AT-
majg und GC-majg mit Bindung des MB in der grofien Furche in den Abbn.
g.)-m.). Die helikalen Parameter des MB sind auf das in Abb. 4.5 definierte
korperfeste Achsensystem des MB relativ zu dem in 5’-Richtung des ersten
Stranges benachbarten Basenpaar bezogen.
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nur ein kleines Nebenmaximum bei ca. -6,2 A besitzt. Das MB ist somit stabil am
Basenpaar C4/G14 gebunden, wobei es wihrend der Equilibrierungsphase viele Ma-
krozyklen am Basenpaar G5/C15 gebunden war. Die Bindung am Basenpaar C4/G14
wird auch in der in Abb. 7.5 d.) dargestellten, einem Schnappschufl nach 6-10° Makro-
zyklen entsprechenden Konformation ersichtlich. Das Nebenmaximum bei einem Rise
von ca. -6,2 A weist auf eine Bindung am Basenpaar G3/C16 hin. Das MB bewegt sich
somit wihrend der MC-Simulation der Bindung des MB in der kleinen Furche des GC
alternierenden Dekamers nur in Richtung negativer Rise-Werte. Eine MC-Simulation
mit weit mehr Makrozyklen kénnte somit ein mit der Bindung in der kleinen Furche
des AT alternierenden Dekamers vergleichbares Wandern des MB ergeben. Resultat des
Vergleiches beider Simulationen ist allerdings, dafl das MB in der kleinen Furche des
GC alternierenden Dekamers weit stirker lokalisiert ist als in der kleinen Furche des
AT alternierenden Dekamers. Diese stéirkere Lokalisation des MB in der kleinen Furche
des GC alternierenden Dekamers kann auf die zusétzliche Stabilisierung der Bindung
durch die Ausbildung einer Wasserstoftbriicke zwischen dem zentralen Stickstoffatom
des MB und dem Proton der Aminogruppe eines Guanins der DNA zuriickgefiihrt wer-
den. Trotz unterschiedlich starker Lokalisation der Bindung besitzt das MB definierte
Bindungsstellen in der kleinen Furche beider Dekamere.

Der in Abb. 7.4 f.) dargestellte Twist ist mit dem Rise korreliert und identifiziert
ebenfalls die Bindungsstellen des MB in der kleinen Furche. Ist das MB an das Refe-
renzbasenpaar gebunden und weisen die Methylgruppen aus der kleinen Furche hinaus,
liegt der Twist des MB bei Werten um 180°. In Abb. 7.4 f.) sind negative Twist-Werte
im Bereich zwischen 180° und 360° dargestellt, um die Besetzungswahrscheinlichkeit
des Twist mit der des Rise unmittelbar vergeichen zu kénnen. Das bei ca. 180° liegen-
de Hauptmaximum der Verteilung des Twists bei der Bindung des MB in der kleinen
Furche des AT alternierenden Dekamers entspricht der Bindung des MB am Referenz-
basenpaar T5/A14. Weitere Nebenmaxima befinden sich bei ca. 150°, 220° und 250°.
Die Abstinde zwischen den 4 Maxima der Besetzungswahrscheinlichkeit des Twists
ensprechen mit 30°-40° ungefihr Twist-Werten zwischen Basenpaaren, so dafi Twists
des Liganden um die 150° der Bindung am Basenpaar A6/T16, 180° der Bindung am
Basenpaar T5/A15, 220° der Bindung am Basenpaar A4/T14 und 250° der Bindung
am Basenpaar T3/A13 zugeordnet werden koénnen. Aufgrund der hohen Flexibilitét
des AT alternierenden Dekamers nimmt die klare Auspriagung der Maxima der Be-
setzungswahrscheinlichkeit des Twists mit zunehmender Entfernung vom Zentrum des
Dekamers ab. Daher sind die den Bindungen an den beiden zentralen Basenpaaren
T5/A15 und A6/T16 zuzuordnenden Maxima am deutlichsten voneinander separiert.
Die Verteilung des Twists des MB bei Bindung in der kleinen Furche des GC alternie-
renden Dekamers weist wie die Verteilung des Rise ein ausgepriagtes Maximum auf, das
sich bei ca. 145° befindet und auf eine stabile Bindung des MB am Basenpaar C4/G14
hindeutet. Eine kleine Schulter bei ca. 115° weist auf eine Bindung des MB am Basen-
paar G3/C13 wihrend weniger Makrozyklen hin. Damit zeigt auch die Verteilung des
Twists eindeutige Bindungsstellen des MB in der kleinen Furche, die mit den bereits
diskutierten Konformationen korrespondieren. Allerdings ist der Twist im Vergleich
zum Rise weit mehr von der Flexibilitit des Target-Dekamers abhéngig, so dafl in der
Verteilung des Twists die Bindungsstellen etwas weniger eindeutig identifizierbar sind
als in der Verteilung des Rise.
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Bindung des MB in der groBen Furche

Die Bindungsenergien in Kap. 6 deuten wie die experimentellen Daten [100] nicht auf
eine stabile Bindung des MB in der grofien Furche von Polynukleotiden mit AT bzw.
GC alternierenden Basensequenzen hin, so dal von einer groflen Beweglichkeit des MB
in der groflen Furche ausgegangen werden kann. Ziel der MC-Simulationen ist es, even-
tuell dabei energetisch bevorzugte Bindungszustdnde beschreiben zu kénnen.

Die in Abb. 7.4 g.) dargestellte Verteilung des X-Displacements gliedert sich fiir die Bin-
dung des MB in der groflen Furche des AT und des GC alternierenden Dekamers in Be-
setzungswahrscheinlichkeiten fiir negative und fiir positive Werte des X-Displacements.
Bei der Bindung des MB in der grofien Furche des AT alternierenden Dekamers be-
sitzen 50,1 % der Konformationen ein negatives X-Displacement mit einem mittleren
Wert von -2,9 A. Das mittlere X-Displacement der iibrigen 49,9 % der Konformatio-
nen mit positivem X-Displacement betriigt 3,8 A. Das unterschiedliche Vorzeichen des
X-Displacements kommt durch einen Wechsel zwischen einer Orientierung des MB mit
aus der Furche gerichteten Methylgruppen bei positivem und in die Furche gerichteten
Methylgruppen bei negativem X-Displacement zustande. Dieser Vorzeichenwechsel des
X-Displacements ereignet sich im Verlaufe der MC-Simulation sehr h#ufig. In der in
Abb. 7.5 e.) dargestellten, einem Schnappschuf nach 4, 3-10° Makrozyklen ensprechen-
den Konformation wird ersichtlich, dafl Orientierungen des MB mit positivem und ne-
gativem X-Displacement sich strukturell nicht unbedingt stark unterscheiden miissen.
Liegt das planare m-Elektronensystem tief in der Furche eng an der Oberfliche der
DNA an, ist die kurze Achse des MB in etwa parallel zur helikalen Achse orientiert.
Fine Bewegung um die lange Achse des MB fiihrt dann dazu, dafl in der Projektion auf
die in die grofie Furche zeigende #-Achse des Referenzbasenpaares die Methylgruppen
abwechselnd aus der Furche hinaus oder in die Furche hinein zeigen. Diese Bewegung
fithrt zu der in Abb. 7.4 g.) ersichtlichen Aufspaltung des X-Displacements in positive
und negative Werte.

Auch die Besetzungswahrscheinlichkeit des X-Displacements fiir die Bindung in der
groflen Furche des GC alternierenden Dekamers diskriminiert positive und negative
Werte. Allerdings besitzen hier 89,4 % der Konformationen negative Werte mit einem
mittleren X-Displacement von -2,8 A und nur 10,5 % der Konformationen positive
Werte mit einem mittleren X-Displacement von 4,6 A. Der deutliche Unterschied in
den Betriigen der beiden mittleren Werte von 1,8 A ergibt sich aus der Definition des
korperfesten Achsensystems des MB im Zentrum des Schwefelatoms, denn bei positivem
X-Displacement und damit aus der Furche gerichteten Methylgruppen ist das Schwe-
felatom ebenfalls nach auflen orientiert, wiahrend es bei negativem X-Displacement tief
in die Furche eindringen kann. Das Zentrum des MB befindet sich aber nicht im Schwe-
felatom, sondern auf der 3,13 A langen Achse zwischen dem Schwefel- und dem zen-
tralen Stickstoffatom. Im Gegensatz zur Verteilung des X-Displacements bei Bindung
des MB in der grofien Furche des AT alternierenden Dekamers besitzt die Verteilung
des X-Displacements bei Bindung des MB in der groflen Furche des GC alternierenden
Dekamers ein Nebenmaximum bei ca. -6,4 A, dem eine Bindung des MB am Riick-
grat des Dekamers durch Orientierung der langen Achse des MB entlang eines der
Phosphodiester-Stringe entspricht. In Abb. 7.5 h.) ist diese Bindung in einer Struktur
dargestellt, die einem Schnappschufl nach 10° Makrozyklen entspricht.

Die in Abb. 7.4 h.) dargestellte Besetzungswahrscheinlichkeit des Y-Displacements deu-
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Abb. 7.5.: Schnappschiissen entsprechende Konformationen der MB-DNA-Komplexe
AT-ming nach a.) 5,5-10°, b.) 6,510 und c.) 8,9-10% Makrozyklen sowie d.)
GC-ming nach 6 - 10° Makrozyklen mit Bindung des MB in der kleinen Fur-
che bzw. der MB-DNA-Kompleve AT-majg nach e.) 4,3-10% und f.) 9,4-10°
Makrozyklen sowie GC-majg nach g.) 6 - 10° und h.) 106 Makrozyklen mit
Bindung des MB in der grofien Furche.

tet mit einem Mittelwert von 0,2 A fiir die Bindung des MB in der grofien Furche des
AT und mit einem Mittelwert von -1,2 A iir die Bindung des MB in der grofen Furche
des GC alternierenden Dekamers auf eine eine relativ zentrale mittlere Lage des MB in
der groBen Furche hin. Fluktuationen des Y-Displacements von 1,7-1,9 A charakterisie