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12.049(2), b=13.5959(12), c=14.4958(8) A, a=92.057(6), f=
105.35(9), y =96.83(1)°, V=2268.1(4) A3, pye,=1.651 gem3, Z=2,
griine Quader der GroBe 0.15x0.2x0.3 mm’. Enraf-Nonius-
MACH 3-Diffraktometer, Moy,-Strahlung (1=0.71073 A), T=
200(2) K, Graphitmonochromator, Scan-Bereich: 4.8° <26 <50.0°.
Von 7982 gesammelten Reflexen waren 7982 unabhéngig und 5777
mit /> 20(I). Strukturlosung mit Direkten Methoden (SHELXS-86),
356 Parameter wurden mit allen Daten nach der Methode der
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0.25 mm?®, 3.88°<260<52.90°; von 28414 gesammelten Reflexen
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Verfeinerung der 770 Parameter wurden 75 Restraints verwendet.
Die R-Werte sind R1=X|F,—F.| /2| F,|=0.0655 (I>20(l)) und
wWR2 = [Ew(F? — F2)’/ZwF?!]*>=0.1755 (alle Daten); min./max. Rest-
elektronendichte: —0.991/0.989 e A 3. Das Kaliumion in 3 ist iiber ein
Inversionszentrum fehlgeordnet. Dadurch ergeben sich zwei Positio-
nen mit Besetzungsfaktoren von 0.50. Bei einem Methanolmolekiil ist
das Kohlenstoffatom iiber zwei Positionen fehlgeordnet (0.74:0.26).
Das Kohlenstoffatom des Methoxidions ist iiber drei Positionen
fehlgeordnet (0.38:0.31:0.31). Die Hydroxy-Wasserstoffatome der
Methanolmolekiile und die Wasserstoffatome der Methylgruppe des
Methoxidions konnten der Differenz-Fourier-Analyse nicht entnom-
men werden.['4]
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Hinweise auf die Mitwirkung von

C—H .-- O-Wasserstoftbriicken bei der
Erkennung einer Pyrimidinbase im parallelen
DNA -Tripelhelixmotiv**

Judith Marfurt und Christian Leumann*

Der Einflufl nichtkonventioneller C—H --- O-Wasserstoff-
briicken auf Struktur und Energie bei der molekularen
Erkennung wird derzeit intensiv untersucht. Wiahrend zahl-
reiche Strukturdaten die Wichtigkeit solcher Wasserstoff-
briicken bei der molekularen Erkennung von kleinen Mole-
kiilen im kristallinen Zustand beweisen,!! gibt es hinsichtlich
ihres Beitrag zur biomolekularen Erkennung in Losung nur
wenige experimentelle Anhaltspunkte.’) C—H --- O-Briicken
wurden erst kiirzlich als Designer-Elemente verwendet, um
die intermolekulare Organisation kleiner organischer Mole-
kiile zu steuern (Kristall-Engineering).* 31 Ob diese Wasser-
stoffbriicken auch zur Steuerung der biomolekularen Kom-
plexierung eingesetzt werden konnen, ist hingegen kaum
untersucht.

[*] Prof. C. Leumann, Dr. J. Marfurt

Departement fiir Chemie & Biochemie der Universitét
Freiestrasse 3, CH-3012 Bern (Schweiz)
Telefax: Int. +31/631-3422
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Wir berichteten bereits iiber die selektive Erkennung eines
G-C-Basenpaares in doppelstringiger DNA mit parallel
komplementdren Oligodesoxynucleotiden, die das nichtna-
turliche Nucleosid 7-(2'-Desoxy-S-D-ribofuranosyl)hypoxan-
thin ("H) enthalten.! Obwohl zwischen "H und G nur eine
konventionelle N—H---N-Briicke gebildet werden kann,
erreicht das "H - G-C-Basentripel (Abb. 1) die gleiche Stabili-
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Abb. 1. Experimentell untersuchte Basentripel im parallel-tripelhelicalen
Bindungsmotiv.

tit wie ein kanonisches C* - G-C-Basentripel (C =5-Methyl-
desoxycytidin) bei pH 70, in dem die Base des dritten
Stranges iiber zwei konventionelle Wasserstoffbriicken an
die Purinbase der Watson-Crick-Doppelhelix gebunden ist.
Da die genaue Struktur nicht bekannt war, fithrten wir die
vergleichsweise hohe Stabilitit des Basentripels "H - G-C auf
eine oder zwei C—H - O-Wasserstoffbriicken zuriick, die die
konventionelle Wasserstoffbriicke der Base des dritten Stran-
ges flankieren.

Um festzustellen, inwieweit solche schwachen elektrosta-
tischen Wechselwirkungen an der Erkennung von Duplex-
DNA durch Oligonucleotide beteiligt sind, untersuchten wir
die Erkennung von Pyrimidinbasen unter Beriicksichtigung
von C—H:--O-Wasserstoffbriicken. Dabei interessierte uns
insbesondere die Wechselwirkung der Desoxyuridin-Einheit
in einer DNA-Doppelhelix mit der H-Einheit des dritten
Strangs (Abb. 1).

Die DNA-Zielduplexe 1 und die Drittstrang-Oligonucleo-
tide 2 (Abb.2) wurden an der Festphase nach dem Phos-
phoramiditverfahren aus kéuflichen oder kiirzlich von uns
beschriebenen Synthesebausteinen hergestellt. Die Bindung
der Drittstrange an den Zielduplex wurde durch Analyse der
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1 5'-GCTAAAAAGAXAGAGAGATCG
CGATTTTTCTYTCTCTCTAGC-5"

2 5! ~TTTTTCTZTCTCTCT
X G du du T
z Y c A A A
C 37.7 (3.0) 24.2 (0) 185(21) 17.0(1.1)
H 40.0(-34) 30.0(-0.8) 24.0(0.3) 182(1.7)
T 27.7(-0.7) 195(1.9) 16.9(2.0)

Abb. 2. Oben:Sequenzen von Zielduplex 1 und Drittstrédngen 2; unten:
T.-Werte [°C] der Drittstrang-Dissoziation aus UV-Schmelzkurven (1=
260 nm) sowie (in Klammern) AG-Werte [kcalmol~!] der Triplexbildung
bei 25°C. Gesamt-Einzelstrangkonzentration: 1.6 um. Puffer: 10mm Na-
triumcacodylat, 100mm NaCl, 0.25mwm Spermin, pH 7.0.

UV-Schmelzkurven in den angegebenen Pufferlésungen er-
mittelt.’! Die Schmelztemperaturen (T},) fiir die Dissoziation
des dritten Strangs und die daraus berechneten Gibbs-
Energien der Triplexbildung (AG%©) sind in Abbildung 2
und représentative Schmelzkurven in Abbildung 3 wieder-
gegeben.
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Abb. 3. UV-Schmelzkurven (% H =rel. Hyperchromie, A =260 nm). a) 1-
2 (Z-X-Y="H-dU-A); b) 1-:2 (Z-X-Y="H-d'U-A); c) 3-4. Oligonu-
cleotid-Konzentration und Puffer wie in Abb. 2, mit Ausnahme von pH 6.0
fiir (c).

Die Analyse der T,-Daten zeigt, daf3 das Oligonucleotid 2
(Z ="H) sehr effizient an den Zielduplex bindet, der die Base
Uracil gegeniiber der "H-Einheit enthilt (1, X,Y=dU,A),
wobei das Basentripel "H - U-A gebildet wird. Dieser Triplex
ist etwas weniger stabil als der Oligopurin/Oligopyrimidin-
Referenztriplex mit dem konventionellen Basentripel Z - X-
Y=C"-G-C (AT, =—"177K). Steht die "H-Einheit des dritten
Stranges einer Thymidineinheit gegeniiber (Z-X-Y="H-T-
A), so ist der Triplex gegeniiber dem mit dem 7H-U-A-
Basentripel stark destabilisiert (AT, =—11.8 K). Dies ent-
spricht einer typischen Fehlpaarung und ist auf die Methyl-
gruppe von Thymin zurtickzufithren, die aus sterischen
Griinden eine Basenpaarung verhindert.

Um den eventuellen Energiebeitrag einer C—H--- O-Was-
serstoffbriicke zur Triplexstabilitdt zu untersuchen, fithrten
wir anstelle von 2'-Desoxyuridin 5-Fluor-2'-desoxyuridin
(d¥U) in den Zielduplex ein. Das Fluoratom ist das nichste
nichtisotope Isoster des Wasserstoffatoms mit entgegenge-
setzter elektrostatischer Polaritit. Erwartungsgemd$ wird die
fluorhaltige Base durch "H deutlich weniger effizient erkannt
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als Uracil (AT, der entsprechenden Triplexe=—6.0K).
Dieser Wert entspricht einer Differenz der Gibbs-Bindungs-
energien (AAG) von ca. — 1.1 kcalmol ! bei 25°C.

Ein dhnliches H-Briicken-Bindungsmuster zwischen X und
Z ist moglich, wenn im dritten Strang "H durch Thymidin oder
5-Methyldesoxycytidin ersetzt wird (Abb. 1, rechts). Tatséch-
lich nimmt der Wert fiir T, beim Ersatz von "H durch
Thymidin nur um 2.3 K ab. Dieses Ergebnis zeigt die sehr
dhnlichen Eigenschaften der beiden Nucleoside bei der
Uracil-Erkennung. Auch hier verringert sich die Triplexsta-
bilitdat deutlich, wenn im Zielduplex Desoxyuridin durch 5-
Fluor-2'-desoxyuridin ersetzt wird (AT, = —8.2 K), wahrend
der Austausch von Desoxyuridin gegen Thymidin erwar-
tungsgemdll eine Fehlpaarung ergibt. Drittstringe, die 5-
Methyldesoxycytidin enthalten, zeigen vergleichbare Paa-
rungseigenschaften bei im allgemeinen geringerer Affinitét.
Die durchweg niedrigeren 7,,-Werte sind sehr wahrscheinlich
auf die vorherige Protonierung der Base zuriickzufiihren — ein
bei pH 7.0 ungiinstiger Prozef3.

Zusitzlich haben wir die Standard-Bildungsenthalpien
(AHY) der Basenpaare A und B (Abb. 4) in der Gasphase
semiempirisch berechnet. A entspricht dabei der Basenan-
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Abb. 4. Strukturen und Standard-Bildungsenthalpien (AHY{) der Basen-
paare A und B, berechnet mit dem semiempirischen Modell PM3 fiir die
Gasphase unter Verwendung des Programmpakets Spartan V4.0 (Wave-
function Inc., USA).

ordnung Z-X="H-dU (Abb. 2), wihrend in B ein isomor-
phes Basenpaar aus "H und Uracil iiber zwei konventionelle
Wasserstoffbriicken verkniipft ist. Interessanterweise weichen
die Bildungsenthalpien (AH?) der Basenpaare A und B nur
geringfiigig voneinander ab. A mit einer konventionellen und
einer nichtkonventionellen Wasserstoffbriicke ist nur um
1.12 kcalmol~! weniger exotherm als B, das zwei konventionelle
Wasserstoffbriicken enthélt. Beim Austausch einer konven-
tionellen Wasserstoffbriicke gegen eine C—H--- O-Briicke
nimmt die Bindungsenthalpie also nur um ca. 1 kcalmol™!
ab. Dies wird im wesentlichen auch durch die experimentell
bestimmte Stabilitdtsdifferenz der Triplexe mit den Basentri-
peln C*-G-C und "H-U-A (AAG =2 kcalmol™! bei 25°C)
wiedergegeben. Typische AAG-Werte fiir den kanonischen
Triplex mit C* - G-C und einen Triplex mit reiner Fehlpaarung
(z.B. T-T-A, Abb. 2) sind dagegen ca. 5 kcalmol .

Die Grenzen der durch C—H---O-Briicken gestiitzten
Erkennung von Uracil mit H untersuchten wir anhand der
Bildung der Tripelhelix 3-4 (Abb.5), die drei H-dU-A-
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3 5 -GCTRARAUGRGUGAUAGATCS
CGATTTTACTCACTATCTAGC-51
4 5'-1TTTTHCTC HCT'HTCT

Abb. 5. Sequenzen von Zielduplex 3 und Drittstrang 4.

Basentripel enthiélt. Dies entspricht einem Sequenzmotiv, das
20% Pyrimidin-Anteil in der Tripelhelix-Erkennungsregion
des zugrundeliegenden Duplexes aufweist. Aus Abbildung 3
geht hervor, dal3 die Triplexbildung bei pH 6.0 mit 7, =
23.6°C fiir die Drittstrang-Dissoziation erfolgt. Wie erwartet
ist die Bildung der Tripelhelix in diesem Fall weniger effizient
(T, bei pH 7.0 ca. 1.5°C) als bei einer Homopurin/Homopy-
rimidin-Zielsequenz unter vergleichbaren Bedingungen. Es
ist denkbar, daB8 der Affinitdtsverlust in solchen Systemen
dadurch kompensiert werden kann, da$ die durch C-H--- O-
Briicken gestiitzte Pyrimidinerkennung mit anderen den
Triplex stabilisierenden Modifikationen, z.B. dem Ersatz
von C durch das 2-Aminopyridinnucleosid P zur Erkennung
von G, % kombiniert wird.

Obwohl wir einen energetisch neutralen Beitrag der
C—H:-- O-Anordnung in den untersuchten Basentripel nicht
vollig ausschlieBen konnen, stehen die hier vorgestellten
Resultate in Einklang mit der bereits geduBerten Ansicht,
wonach sich die Bildungsenergie einer C—H --- O-Briicke aus
einer kleinen positiven elektrostatischen Komponente!!l und
einem Beitrag zusammensetzt, der durch die Aufhebung der
destabilisierenden Wechselwirkung eines Wasserstoffbriik-
kenacceptors (z.B. eines Carbonyl-Sauerstoffatoms) entsteht,
der inaktiv oder in einer sekundédren Wasserstofbriickenbil-
dung, z.B. mit dem L&sungsmittel, involviert ist.''l Der
endgiiltige Beweis fiir die Existenz von C—H--- O-Wasser-
stoffbriicken in den hier beschriebenen Triplexen wird jedoch
nur durch eine hochauflosende Strukturanalyse erbracht
werden konnen.

Die effiziente Uracilerkennung durch "H oder T ist im
Zusammenhang mit der molekularen Erkennung und Faltung
von RNA von Bedeutung. C—H -+ O-Briicken in Nucleinséu-
ren konnen unter Umstdnden mit konventionellen Wasser-
stoffbriicken konkurrieren. Dies wurde kiirzlich anhand der
Rontgenstrukturanalyse eines RNA-Duplexes gezeigt, in dem
das durch eine konventionelle und eine C—H--- O-Wasser-
stoffbriicke verkniipfte U - U-Basenpaar bevorzugt gegeniiber
dem isomorphen Basenpaar mit zwei konventionellen Was-
serstoffbriicken gebildet wird.[']

Die allgemeine Anwendung dieser Beobachtung, um
DNA-Tripelhelices zu bilden, unterliegt jedoch folgenden
Einschrankungen: 1. Uracil ist keine DNA-Base, und es ist
auch nicht erkennbar, wie die verwandte DNA-Base Thymin
unter Beteiligung von C—H---O-Briicken erkannt werden
kann. 2. Als Bestandteil eines dritten Stranges komplexieren
sowohl Thymidin als auch "H bevorzugt die Purinbasen
Adenin oder Guanin, so daf} die Selektivitdt der Tripelhelix-
bildung beeintridchtigt wird. Dieses Selektivitdtsproblem
sollte jedoch durch ein gezieltes Basendesign gelost werden
konnen.

Wir haben gezeigt, dal nichtkonventionelle C—H:--O-
Briicken vorteilhaft als Designer-Elemente verwendet wer-
den konnen, um die Effizienz schwacher Basen-Basen-Inter-
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aktionen bei der Nucleinsdurekomplexierung zu erhohen.
Derzeit arbeiten wir daran, dieses Konzept auf die Tripel-
helix-gestiitzte Erkennung von Cytidin zu iibertragen. Die
stabile und selektive Erkennung von Pyrimidinbasen ist eine
Moglichkeit, den Sequenzbereich der tripelhelicalen DNA-
Erkennung zu erweitern — ein viel bearbeitetes, aber im
wesentlichen bisher ungeldstes Problem. [’

Eingegangen am 27. Juni,
verdnderte Fassung am 29. September 1997 [Z10607]
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von Molekiilgeometrien und kernunabhiangigen
chemischen Verschiebungen**

Michal K. Cyranski, Tadeusz M. Krygowski,*
M. Wisiorowski, Nicolaas J. R. van Eikema Hommes
und Paul von Ragué Schleyer*

Professor Emanuel Vogel zum 70. Geburtstag gewidmet

Wie und in welchem Umfang trdgt Aromatizitit zur
geometrischen und zur Elektronenstruktur von Porphyrinen
bei? Obwohl der Begriff , Aromatizitit® seit fast zwei
Jahrhunderten intensiv genutzt wird, ist es schwierig, eine
Definition fiir ihn zu geben.'! Meist wird der aromatische
Charakter eines Molekiils anhand von energetischen, geome-
trischen und magnetischen Kriterien beurteilt.’) Molekiilge-
ometrien sind in der Regel am leichtesten zuginglich, und
deshalb wurden wiederholt Aromatizitédts-Indices aus Bin-
dungslidngen abgeleitet.Pl Als ein neues, magnetisches Krite-
rium wurde kiirzlich die kernunabhingige chemische Ver-
schiebung (Nucleus Independent Chemical Shift, NICS)
vorgeschlagen. Sie basiert auf MO-berechneten magnetischen
Abschirmungen der Zentren oder anderer Positionen aro-
matischer Systeme.¥! Wir stellen hier eine Ableitung der
Elektronenstruktur von Porphyrinen anhand einer Vielzahl
von Geometrien (entnommen aus der Cambridge Structural
Databasel!) und berechneten NICS-Werten vor. Dabei ver-
wenden wir nicht die iibliche Beschreibung des Porphyrin-
Geriists als iiberbriicktes [18]Annulen-Derivat,’® sondern
teilen es in ein makrocyclisches ,,inneres Kreuz“ — ein 18-
Elektronensystem aus 16 Atomen — und 4 Pyrrolringe an
dessen Peripherie auf (Schema 1).

Schema 1. Zwei Beschreibungen von Porphyrin: als [18]Annulen-Derivat
(links) und als makrocyclisches inneres Kreuz mit vier Pyrrolringen (1-4)
(rechts).
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