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DNA-Erkennungsmuster

DNA mit hydrophobem Basen-Ersatz: ein stabiles
reiBverschlussartiges Erkennungsmuster durch
Interstrang-Basen-Stapelwechselwirkungen

Christine Brotschi und Christian J. Leumann*

Wasserstoffbriicken und Stapelwechselwirkungen zwischen
Nucleobasen sind die wichtigsten nichtkovalenten Kréfte, die
die DNA- und die RNA-Doppelhelix zusammenhalten.2!
Deren relative Beitrdge zur Stabilitdt werden jedoch seit der
Entdeckung der Doppelhelix-Struktur kontrovers diskutiert.
Neuartige Einblicke iiber die Wichtigkeit von Stapelung und
Wasserstoffbriicken fiir die Struktur und Funktion der DNA
kommen aus Untersuchungen mit Basenersatzeinheiten, die
die natiirliche DNA-Basenstruktur nachahmen, ohne aller-
dings Wasserstoffbriicken bilden zu konnen.’$! Es wurde
gezeigt, dass solche Isostere zwar die DNA-Doppelhelix
destabilisieren, aber in Primer-Extensionsexperimenten mit
DNA-Polymerasen fiireinander mit hoher Prézision als
Matrix codieren. Diese Befunde fiihrten zu einer umfassen-
den Suche nach einem nichtnatiirlichen, stabilen, hydropho-
ben Basenpaar, das in seinen Erkennungseigenschaften
orthogonal zu einem natiirlichen Basenpaar ist und fiir die
Erweiterung des genetischen Alphabets von potenziellem
Nutzen sein konnte.’'¥ In &hnlichem Zusammenhang
wurden DNA-Duplexe beschrieben, die iiber Metallbin-
dungsstellen wechselwirkende Basenpaarel™>'8 oder elektro-
nisch komplementédre Aryl-Einheiten enthalten. Letztere
erkennen sich bevorzugt iiber ihre Quadrupol-Wechselwir-
kungen.[’]

Vor kurzem berichteten wir in diesem Zusammenhang
dariiber, dass sich zwei Bipyridyl(Bpy)-C-Nucleosidreste 2
(Schema 1) in einem DNA-Duplex selbst erkennen, und dies
mit gleicher Affinitdt wie ein G-C-
Basenpaar auch in Abwesenheit
von Ubergangsmetallionen.?! Auf
der Grundlage computergestiitzter

o
Q
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Schema 1. Oben: Strukturformel der untersuchten hydrophoben
Basenanaloga; unten: von Molecular Modeling herrithrendes Inter-
strang-Stapelmuster zweier gegeniiberliegender, teilweise intercalieren-
der Bpy-Reste (Doppelbindungen der distalen Pyridinringe wurden der
besseren Ubersicht wegen weggelassen).2l

bracht werden konnen und ein stabiles rei3verschlussartiges
Erkennungsmuster bilden.

Die Synthese der C-Nucleoside und der entsprechenden
Phosphoramidit-Bausteine von 1 und 2 wie auch die Synthese
der entsprechenden Oligodesoxynucleotide wurden anhand
von Standardvorschriften fiir C-Nucleosid- und DNA-
Chemie durchgefiihrt. Detaillierte Angaben folgen in einer
separaten Arbeit.?!l Wir mochten hier erwihnen, dass unab-
hingig von unserer Arbeit und in einem anderen Zusam-
menhang das Bph-Nucleosid 1 bereits von Seitz et al. syn-
thetisiert und in die DNA eingebaut wurde.??

In anfianglichen Paarungsexperimenten konzentrierten
wir uns auf nicht selbstkomplementire 12-mer Oligonucleo-
tidduplexe, die eine Einheit 1 oder 2 einander gegeniiber-
liegend inmitten der Sequenz enthielten (Tabelle 1). Die

Tabelle 1: Sequenzangaben und schematische Darstellung der aromatischen Einheiten im Duplex sowie
die entsprechenden T,.- und thermodynamischen Daten aus UV-spektroskopisch bestimmten
Schmelzkurven (260 nm) fiir alle méglichen Anordnungen der Einheiten 1 und 2.

Modellierung des entsprechenden
Duplex schlugen wir die Inter-
strang-Stapelung der beiden dista-
len Ringe der Bpy-Reste als
Duplex-stabilisierende Kraft vor.
Hier berichten wir nun iiber weitere
experimentelle Befunde, die das
Interstrang-Stapel-Modell stiitzen.

5-GATGAC-X-GCTAG
CTACTG-Y-CGATC-5'

X-Y T, —AHg® —AS; —AGE"CP)
°q [kecal mol~T] [cal K- mol~T] [kcal mol=']

11 42.5 78.8 220.0 13.2

22 50.4 68.6 183.3 14.0

1-2 46.2 72.7 199.2 13.3

2-1 45.7 71.3 194.1 13.4

T-A 47.9 81.4 224.5 14.4

CG 51.9 82.4 224.0 15.6

Wir zeigen, dass bis zu acht Biphe-
nyl(Bph)-C-Nucleoside 1, denen
jegliche Heteroatome fehlen, inmit-
ten eines DNA-Duplex unterge-
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[a]¢=1.2 pm in 10 mm NaH,PO,, 0.15m NaCl, pH=7.0. Geschitzter Fehler von T,: £0.5°C.
[b] Ermittelt durch Kurvenanpassung an die experimentell bestimmten Schmelzkurven, geschitzter

thermische Stabilitdt der entsprechenden Duplexe wurde
UV-spektroskopisch bestimmt; die entsprechenden 7,,-Daten
sind in der Tabelle 1 zusammengefasst.

Aus den T,-Daten ist deutlich erkennbar, dass in der
gegebenen Sequenz ein Bpy-Bpy-Paar (2-2) stabiler ist als ein
T-A- und gleich stabil ist wie ein C-G-Basenpaar. Dies stimmt
mit unseren fritheren Beobachtungen an ldngeren DNA-
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Duplexen iiberein.?’! Zwei einander gegeniiberliegende Bph-
Reste (1-1) weisen einen reduzierten 7,,-Wert von 5.4 und
9.4 K relativ zu einem T-A- und C-G-Basenpaar auf. Die T, -
Werte der Duplexe mit gemischter Anordnung an Bph- und
Bpy-Resten (1-2 oder 2-1) liegen dazwischen. Die thermody-
namischen Daten der Duplexbildung (Tabelle 1), die durch
Kurvenanpassung an die experimentellen Schmelzkurven
nach bekannter Methodel®! bestimmt wurden, weisen ausge-
pragte Unterschiede im Enthalpie-Term (AHj) auf. Zwei
gegeniiberliegende Bph-Reste scheinen einer grofSeren En-
thalpiednderung zu unterliegen als zwei gegeniiberliegende
Bpy-Reste. Hydrophobe Paare mit 1 und 2 zeigen gegeniiber
einem T-A- oder G-C-Basenpaar jedoch eine geringere
enthalpische Stabilisierung. Die thermodynamische Duplex-
stabilitdt (AGy,) folgt dem gleichen Trend wie die aus den T -
Daten abgeleitete thermische Stabilitét.

Diese Resultate stimmen mit dem vorgeschlage-
nen Interstrang-Basen-Stapelmodell iiberein. Woher der
Vorteil der thermischen Stabilitdt eines Bpy- relativ zu
einem Bph-Rest stammt, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht
klar. Die Unterschiede der zwei aromatischen Systeme in
ihrer Polarisierbarkeit (a,,) ist als Hauptfaktor auszuschlie-
Ben, da nach Rechnungen die jeweiligen a,-Werte sehr
dhnlich sind (18.64 A3 fiir Bpy, sowohl fiir das syn- als auch
das anti- Isomer, 20.15 A? fiir Bph). Es ist eher wahrschein-
lich, dass Unterschiede in der Solvatation der aromatischen
Einheiten an den Kanten in der kleinen und groen Furche
des Duplex oder Strukturunterschiede, die von der Biphenyl-
achse herriihren (Bpy ist intrinsisch planar, Bph ist intrinsisch
nicht-planar), fiir die Unterschiede in der Stabilitdt aus-
schlaggebend sind.

Um den Effekt eines tiberschiissigen Bph- oder Bpy-
Restes in einem Duplex zu ermitteln, wurde eine Reihe von
Schmelzexperimenten mit 18-mer Duplexen (Tabelle 2)
durchgefiihrt, die die zwei aromatischen Reste und die vier
natiirlichen Basen in einer typischen Ausstiillpungsanordnung
(single nucleotide bulge) aufweisen. Aus den T,-Daten in
Tabelle 2 kann abgeleitet werden, dass die Einfiihrung eines
Bph- oder Bpy-Restes in der Einzelbasenausstiilpung iiber-
raschenderweise zu keiner T,-Erniedrigung relativ zum
reguldren Duplex fiihrt, wiahrend die natiirlichen Nucleosid-
Einheiten an dieser Stelle die Duplexstabilitdt um 5.6-7.6 K
senken. Um den Gleichgewichtszustand zwischen intraheli-

Tabelle 2: T, -Daten von Bph und Bpy in einer Ausstiilpungsposition
relativ zu den natirlichen Basen (rechts). Sequenzangaben sowie eine
graphische Darstellung des Gleichgewichtes zwischen nach auflen
gedrehtem Zustand gegeniiber intrahelicaler Basenstapelung (links).

5-GATGAC-X-GCTAGCTAGGAC X T2
CTACTG — CGATCGATCCTG-5' °q

64.0
64.0
64.3
57.6
58.4
56.4
57.7

N—=aao>N8="

[al¢=1.2 pm in 10 mm NaH,PO,, 0.15m NaCl, pH=7.0. Geschatzter
Fehler von T,,: +£0.5°C.
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caler Stapelung und nach auflen gedrehtem Zustand der
hydrophoben Reste zu bestimmen, wurden 7,-Daten des
entsprechenden Duplex in H,O/EtOH-Losungsmittelgemi-
schen aufgenommen (Abbildung 1). Diese indirekte Methode
war notig, da eine direkte Auswertung mithilfe der Fluores-
zenzloschung des Bph wegen betréchtlicher Bandentiberlap-
pung nicht erfolgreich war.

EtOH /% —

Abbildung 1. Relative Stabilititen der gewihlten Duplexe mit X=1, G,
T (von Tabelle 2) in Abhingigkeit von der EtOH-Konzentration.
¢=1.2 um in 10 mm NaH,PO,, pH=7.0. Geschitzter Fehler fir T,,:
+0.5°C.

Wir beobachteten eine mit steigender EtOH-Konzentra-
tion linear verlaufende Erniedrigung des T,-Wertes, was sich
in einer steileren negativen Steigung fiir die Bph-Ausstiilpung
gegeniiber der Steigung fiir die Thymin-Ausstiilpung im
Kontrollexperiment #duBerte. Dies ist in Ubereinstimmung
mit der FEigenschaft der hydrophoben Base, anders als
Thymin in einem weniger polaren Medium die nach auflen
gedrehte Konformation zu bevorzugen, und weist auf einen
intrahelical gestapelten Zustand der Bph- und Bpy-Reste
unter physiologischen Losungsmittelbedingungen hin. Die
Tatsache, dass grundsitzlich fiir die Bpy- und Bph-Ausstiil-
pungen keine unterschiedlichen T, -Werte bestimmt wurden,
weist auf ein gleiches Mal3 an intrahelicaler Stapelung hin.
Somit nehmen Bph wie Bpy eine planare Anordnung der
beiden Ringe innerhalb des Basenstapels ein. Dies scheint
plausibel, da die Rotationsbarriere von Bph bei Raumtem-
peratur in der Gasphase nur etwa 2 kcalmol ! betrigt.? Des
Weiteren ist Bph im kristallinen Zustand planar.

In der Folge untersuchten wir den Effekt von mehreren
Bph-Substitutionen inmitten eines Oligonucleotides auf
dessen Duplexstabilitit. Zu diesem Zweck stellten wir
Duplexe her, in denen ein bis vier Bph-Reste direkt gegen-
iibergestellt sind. Die entsprechenden T,-Daten sind in
Tabelle 3 zusammengefasst, und ausgewihlte UV-spektro-
skopisch bestimmte Schmelzkurven sind in Abbildung 2
dargestellt. Wiederum stieg zu unserem Erstaunen der 7T-
Wert um 3.0-44K pro zusétzlichem Bph-Paar an. Die
Schmelzvorgidnge zeigten in allen Fillen nur einen einzigen,
hoch kooperativen Ubergang. Auch fiir diese Fille bestimm-
ten wir thermodynamische Parameter der Duplexbildung
mithilfe von Kurvenanpassungsverfahren. Wir konnten ten-
denziell eine Abnahme des Enthalpie-Terms (AHj,) mit einer
parallel dazu ansteigenden Gibbs-Energie der Duplexbildung
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Tabelle 3: Sequenzangaben der Duplexe und schematische Darstellung des reifdverschlussartigen
Interstrang-Stapelmodells und die dazugehdrigen T,-Werte sowie themodynamischen Daten.

schen Faktoren wie Hydrophobie,
Polarisierbarkeit, Oberfliche und

5'-GATGAC(1),GCTAG n T, —AH P —AS,P! —AGECPl Dipolmoment wurden detailliert
CTACTG(1),CGATC-5’ [°q] [keal mol] [cal K-"mol ] [kcalmol-"]  diskutiert.’>?! Unsere Resultate
== 0 45.0 71.8 196.1 13.3 zeigen erstmals die Existenz stabi-
| S }é 1 425 78.8 2200 13.2 ler Oligonucleotidduplexe mit einer
= 2 46.9 77.9 213.9 14.1 ununterbrochenen Abfolge von bis
3 49.9 69.0 184.5 14.0 zu vier hydrophoben, nicht wasser-

4 532 67.6 178.5 14.4 stoffverbriickten, aromatischen

Basenpaaren inmitten einer

Sequenz.”! Die Erkennung erfolgt

[a]¢=1.2 pm in 10 mm NaH,PO,, 0.15m NaCl, pH =7.0. Geschitzter Fehler fiir T,;: £0.5°C.
[b] Ermittelt durch Kurvenanpassung an die experimentell bestimmten Schmelzkurven, geschatzter

Fehler: +5%.

20+

H (260 nm) / %
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Abbildung 2. T, -Kurven der in Tabelle 3 dargestellten Duplexe (n=1-
4).¢=1.2um in 10 mm NaH,PO,, 0.15m NaCl, pH=7.0.

(AGg) bei zunehmender Zahl an Bph-Paaren erkennen.
Demzufolge scheint die Doppelhelix mit Bph-Basenpaaren
relativ zum Finzelstrang entropisch stabilisiert zu werden,
was wiederum in Ubereinstimmung mit der Eigenschaft des
nichtpolaren Bph-Restes ist, sich durch Duplexbildung einer
ausgedehnten Solvatation zu entziehen. Wir mochten hier zu
bedenken geben, dass die thermodynamischen Daten auf
einem Zwei-Zustandsmodell des Schmelzvorganges und
einer Warmekapazitdtsinderung AC, =0 zwischen gepaar-
tem und ungepaartem Zustand beruhen, was nicht notwendi-
gerweise der Wirklichkeit entspricht.

FEine einleitende Untersuchung zur Struktur von mit
einem oder mehreren Bph-Resten substituierten Duplexen
(Tabelle 3, n=1, 3) wurde mithilfe der Circulardichrois-
mus(CD)-Spektroskopie durchgefiihrt und die Ergebnisse
denen eines nichtmodifizierten Duplex (Tabelle 3, n=0)
gegeniibergestellt. Die CD-Kurven sind in Abbildung 3 iiber-
einandergelegt. Die CD-Spektren liefern keine Hinweise auf
eine groBere Abweichung zur B-DNA-Konformation als
Folge der inserierten Bph-Basenpaare. Die Spektren stiitzen
die Annahme einer hoch geordneten, gestapelten Anordnung
der Bph-Reste in der Doppelhelix.

Es gibt inzwischen reichlich Daten iiber die Energetik von
n-Basen-Stapelwechselwirkungen natiirlicher und nicht-
natiirlicher Basenersatzeinheiten, die tiberhdngende Enden
von Oligonucleotidduplexen bilden. Die relativen Beitrige
zur Duplexstabilitidt der verschiedenen physikalisch-chemi-
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mit hoher Wahrscheinlichkeit iiber
eine reiBverschlussartige Inter-
und

strang-Stapelung von Bph-

[6] /mdeg 7]
-5
104
_15_
220 240 260 280 300 320
Alnm

Abbildung 3. Circulardichroismus(CD)-Spektren ausgewihlter Duplexe
aus Tabelle 3 (n=0, 1, 3). c=3.6 um, in 10 mm NaH,PO,, 0.15m
NaCl, pH=7.0, T=20°C.

Bpy-Resten. Damit wird sowohl die Wichtigkeit von Stapel-
wechselwirkungen fiir die Duplexstabilitédt der Nucleinsduren
hervorgehoben als auch die relative Leichtigkeit, mit der das
DNA-Riickgrat eine strukturelle Ausdehnung entlang der
Helixachse, hervorgerufen durch die alternierende Einschie-
bung der aromatischen Einheiten, kompensieren kann. Eine
weitere Untermauerung des Reiverschlussmodells liefert die
NMR-spektroskopische Untersuchung eines ungewohnlichen
Strukturmotives der Sequenz 5-(GXA)/(AYG)-5' (X/Y=
T/A, A/T, C/G, G/C und G/G) in Oligonucleotiden, in
welchen X und Y nicht wasserstoffverbriickt, sondern gegen-
seitig intercaliert vorliegen und somit eine analoge reif3ver-
schlussartige Anordnung einnehmen.*")

Das hier beschriebene Motiv erdffnet interessante Mog-
lichkeiten zur Einfithrung neuartiger Funktionen in ein auf
dem DNA-Riickgrat beruhenden, doppelhelicalen Erken-
nungssystem. Paarungsexperimente mit Oligonucleotiden,
die ausschlieBlich aus Biphenylnucleosiden aufgebaut sind,
sowie die Suche nach einer bindren Erkennungscodierung auf
der Basis unterschiedlicher Stapelenergien werden zurzeit
durchgefiihrt.

Eingegangen am 11. November 2002 [Z50516]

Stichworter: Biaryle - Bioorganische Chemie - DNA-Erkennung -
Hydrophober Effekt - Nucleoside
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