Zuschriften

Purinquartette

DOI: 10.1002/ange.200500896

Modelle moglicher (AH)G(AH)G-Nucleobasen-
quartette®*

Pilar Amo-Ochoa, Pablo J. Sanz Miguel, Patrick Lax,
Inés Alonso, Michael Roitzsch, Félix Zamora* und
Bernhard Lippert*

Die Existenz von Nucleobasenquartetten aus vier gleichen
Basen wie Guanin (G), Adenin (A), Thymin (T) und Uracil
(U) in mehrstringigen Nucleinsdurestrukturen ist mittlerwei-
le etabliert, und die mogliche Relevanz solcher (auch Tetra-
den genannter) Quartette in Biologie und Medizin wird
zunehmend anerkannt."”) Guaninquartette (G,) koénnen
durch die Faltung eines einzelstrdngigen Oligonucleotids
oder durch die Assoziation von vier Einzelstringen, von
zwei Haarnadel(,,Hairpin“)-Strukturen oder von zwei cycli-
schen Oligonucleotiden gebildet werden; ihre aulergewohn-
liche Stabilitit fordert die Bildung weiterer Quartette durch
Basenstapelung. Dies gilt ebenso fiir gemischte Nucleoba-
senquartette wie CGCG,!!! TATA® und GCAT.™ Uberra-
schenderweise wird die Existenz von AGAG-Quartetten
noch immer kontrovers diskutiert,”) obwohl bereits vier
verschiedenartige AG-Fehlpaarungen in Nucleinséurestruk-
turen gefunden und charakterisiert wurden.”

Wir berichten hier iiber die Kristallstrukturen zweier eng
verwandter Quartette, die jeweils zwei protonierte Adenin-
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Modellnucleobasen (9-Methyladeninium, 9-MeAH?*, , AH*)
und zwei 6-Oxopurinbasen (9-Ethylguanin, 9-EtGH, ,,G“,
oder 9-Methylhypoxanthin, 9-MeHxH, ,Hx“) enthalten.
Zudem schildern wir die Resultate von Ab-initio-Rechnun-
gen fiir das Modellquartett aus zwei 9-Ethyladeninium- und
zwei 9-Methylguanin-Modellnucleobasen, die die Existenz
des beobachteten Quartetts in der Festphase stiitzen und
dariiber hinaus auf die Existenz einer zweiten Variante
hinweisen.

[{(9-MeAH)(9-EtGH)},](BF,), (1) und [{(9-MeAH)(9-
MeHxH)},](ClO,), (2) wurden aus einer Ethanol/Wasser-
Mischung isoliert.”’ Abbildung 1 zeigt 1 aus zwei Perspekti-

Abbildung 1. Draufsicht (a) und Seitenansicht (b) des kationischen
Nucleobasenquartetts [{(9-MeAH) (9-EtGH)},]** (1) mit Bezeichnung
der Atome und Darstellung der acht intramolekularen Wasserstoffbrii-
cken zwischen den Basen. [{(9-MeAH) (9-MeHxH)},]** (2) ist struktu-
rell nahezu identisch und nicht gezeigt.

ven. Die Struktur der verwandten Verbindung 2 sieht sehr
dhnlich aus und ist in den Hintergrundinformationen zu
finden. Beide Quartette!® bestehen aus einem zentralen,
zentrosymmetrischen 9-Methyladeninium-Dimer mit Wasser-
stoffbriicken zwischen *"N7 und “"N6H,. Jede der beiden 6-
Oxopurinbasen bildet mit °N7 und 06 Wasserstoffbriicken
zu *UN1H und “PN6H, je eines 9-Methyladeniniums. Die
Absténde der Stickstoff- und Sauerstoffatome in den Was-
serstoffbriicken NH--N und NH--O in 1 und 2 sind in
Tabelle 1 aufgefiihrt. Sie liegen im Bereich von Absténden,
wie sie iiblicherweise in Nucleobasenpaaren, unter anderem
in Watson-Crick-Paaren, gefunden werden.”) In 1 sind die
Wasserstoffbriicken zwischen dem G AH*-Paar kiirzer als die
zwischen dem zentralen AHY AH*-Paar. Einen #hnlichen
Trend findet man fiir 2. In beiden Verbindungen ist zusitzlich
AHC8H der Adeninium-Ionen in schwachen Wasserstoffbrii-
cken zu 906 des Guanins bzw. Hypoxanthins involviert.
Diese Kontakte haben zwar eine deutlich gro3ere Liange als
gewohnliche NH--N- und NH--O-Wasserstoffbriicken (Ta-
belle 1), sie geniigen aber noch den Kriterien fiir CH:--O-
Wasserstoffbriicken, wie man sie in anderen Assoziaten von
Nucleobasen findet.[""
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Tabelle 1: Lingen [A] der Wasserstoffbriicken zwischen den Basen in den
Nucleobasenquartetten 1 und 2 und in der berechneten Struktur I.

intramolekulare Wasserstoffbriicken

1 | 2
AHN7..AHNG 2.860(4) 3.082  AIN7-AN6  2.842(7)
AHNG.---“06 2.749(4) 2875  AN6--"06  2.739(7)
AHNT..CN7 2.833(4) 2966  ANT--PN7  2.838(7)
AHC8...c06 3.350(4) 4,085F AMcg..H06  3.318(8)
intermolekulare Wasserstoffbriicken

1 2

©N2--°N3 3.008(4) - HC2...HN3 3.284(9)
[a] Durchschnittswerte (max. Unterschiede =+0.002 A). Abbildung 2. Unendliche Bandstruktur des Basenquartetts 2. Verbin-

dung 1 zeigt ein sehr dhnliches Assoziationsmuster. Perchlorat-Anio-

. . . . . nen verbinden benachbarte Binder liber Wasserstoffbriicken.
Beide Quartette sind fast vollig flach; die maximale

Abweichung einzelner Atome von der gemittelten Ebene

betrigt <0.03 A. Die Basenquartette sind untereinander — und "™C2H in 2) verkniipft und bilden somit unendlich lange
iiber Wasserstoffbriicken zwischen den so genannten ,,Zu-  Bénder (Abbildung 2 und Hintergrundinformationen). Hier
ckerkanten“ der 6-Oxopurine (°N3 und °N2H, in 1 bzw. ™"N3  ist das Auftreten von CH--N-Kontakten (in 2) bemerkens-
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Abbildung 3. Zusammenhang zwischen AH*,,,G/Hx,,-Fehlpaar (oben), den Basenquartetten | und Il (Mitte) sowie einem metallhaltigen Quartett
II" (unten). Sekundire elektrostatische Wechselwirkungen sind durch tiberkreuzte gestrichelte Linien wiedergegeben.
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wert. Ahnliche Wasserstoffbriickenmuster und vergleichbare
Abstiinde werden ebenfalls in Pt"-Komplexen dieser Nucleo-
basen realisiert."!! Lisst man die grofen Abstinde fiir die
Wechselwirkung zwischen *"C8H von 9-Me AH* und “O6 der
6-Oxopurine (in 1 und 2) auBer Acht, so sind die intermo-
lekularen Abstédnde (zwischen Nucleobasen unterschiedlicher
Quartette) zwischen N3 und °N2H, (1) bzw. ™C2H (2)
deutlich groBer als die iibrigen, intramolekularen Absténde
(innerhalb eines Quartetts). Dies unterstreicht, dass 1 und 2
als Quartette anzusehen sind.

Die Packung der einzelnen Bénder in 1 und 2 ist
unterschiedlich. In beiden Strukturen liegen die Bénder in
einem Abstand von ca. 3.4 A iibereinander und bilden dabei
Stapel. Diese Stapel sind leicht geneigt (75° in 1, 77° in 2) und
durch die tetraedrischen Gegenionen (BF,” in 1, ClO, in 2)
getrennt. Wiahrend in 1 jedoch benachbarte Stapel parallel
ausgerichtet sind, ist in 2 nur jeder zweite Stapel parallel.
Direkt aneinander grenzende Stapel stehen in einem Winkel
von 65° zueinander (siche Hintergrundinformationen). Eine
Analyse der Wasserstoffbriicken in 2 ergibt, dass mit Aus-
nahme von ™*C8H alle Protonen der beiden Nucleobasen, die
nicht bereits an Wasserstoffbriicken zu anderen Nucleobasen
beteiligt sind, Wasserstoffbriicken zu den ClO, -Anionen
bilden (die ClO, -Anionen zeigen hier keine Fehlordnung):
HN1H und ™*C9CH, sowie #C2H und “C9CH, von 9-Me AH™*
bilden solche Kontakte; ihre Abstidnde liegen zwischen 3.0
und 3.4 A (siche Hintergrundinformationen).

Die Bildung der Basenquartette 1 und 2 kann als Asso-
ziation zweier AHY,,; G/Hxsy,,—Fehlpaare['Z] aufgefasst werden
(Abbildung 3). Dabei existieren zwei mogliche Anordnungen
(I, IT) der Dimerisierung, die durch eine einfache Gleitbewe-
gung der Fehlpaare ineinander iiberfiithrt werden kénnen. In
beiden Féllen werden Wasserstoffbriicken zwischen Wasser-
stoffbriickendonoren (Do) und Acceptorgruppen (A) gebil-
det, was zu vorteilhaften sekundiren elektrostatischen Wech-
selwirkungen fiihrt,"” deren Verteilung allerdings jeweils
verschieden ist. Anordnung I wird bei 1 und 2 realisiert.
Anordnung II kombiniert zwei der vier moglichen Fehlpaa-
rungen zwischen A und G, ndmlich AHY,,G,,"” und
A, G wobei das Adenin im zweiten Paar protoniert
ist. Wie gezeigt wurde, lassen sich beide Fehlpaare problemlos
in B-DNA einbauen.

Mithilfe des Programms Gaussian™ wurden die Struktu-
ren I und II energieminimiert (RHF/6-31G*, sieche Hinter-
grundinformationen). In allen Fillen bestitigen Frequenz-
rechnungen, dass die erhaltenen Strukturen Energieminima
darstellen. Die Ergebnisse fiir I und II sind in den Abbildun-
gen 4 und 5 gezeigt. Iist um 23.29 kI mol ™! instabiler als L
Die Langen der Wasserstoffbriicken in I zeigen vergleichbare
Tendenzen wie in 1 (Tabelle 1), die absoluten Lingen sind in
der berechneten Struktur jedoch groBer. Dies gilt insbeson-
dere fiir das zentrale Paar der intramolekularen Wasserstoff-
briicken zwischen **N7 und *¥N6. Das Alkylierungsmuster
der in den Rechnungen zu I und II verwendeten Basen (9-
EtAH' und 9-MeGH) wurde so gewihlt, dass ein direkter
Strukturvergleich zu einer von uns charakterisierten Festkor-
perstruktur eines metallierten, gemischten Adenin/Hypoxan-
thin-Quartetts!'”! (I' in Abbildung 3) moglich ist. In dieser
Verbindung, in der die aciden “*N1H-Protonen der beiden
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Abbildung 4. Energieminimierte Gasphasenstruktur (Gaussian) von
[{(9-EtAH) (9-MeGH)},]** (1) mit Blick von oben und von der Seite.
Berechnete Lingen der Wasserstoffbriicken sind in Tabelle 1 aufgelis-
tet.

Abbildung 5. Energieminimierte Gasphasenstruktur (Gaussian) von
[{(9-EtAH) (9-MeGH)},J** (11) mit Blick von oben und von der Seite.
Berechnete Lingen der Wasserstoffbriicken [A]: 'N6.-<06 2.877,
AINT-“N7 3.013, *"N6--“206 2.910, A"'N7--%N1 3.212. Die anderen
Wasserstoffbriicken sind entweder identisch oder unterscheiden sich
um weniger als 0.001 A. Das Quartett weist eine leichte Sattelform auf,
in der die beiden Guaninbasen nach unten (Diederwinkel 12.6°) und
die beiden Adeninium-lonen nach oben zeigen (Diederwinkel 20.6°).

Adeninium-Ionen durch lineare {trans-(NH;),Pt"}-Einheiten
ersetzt sind, sind alle vier Nucleobasen coplanar. Die Situa-
tion in II' ist deutlich anders als in einem AGAG-Quartett, in
dem keine der Nucleobasen protoniert vorliegt. Wie von Gu
und Leszczynski®™ berichtet und durch unsere eigenen Rech-
nungen bestitigt (sieche Hintergrundinformationen), ist ein
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solches Quartett V-formig und nicht planar — folglich sollte es
keine Rolle in biologisch relevanten Basenquartetten spielen.
Unsere Ergebnisse zeigen allerdings klar, dass eine Protonie-
rung der beiden Adeninbasen in AGAG zu (AH)G(AH)G,
wie sie in Il realisiert ist, zu einer deutlichen Abflachung der
V-formigen Struktur fiihrt (Abbildung 5). Werden die vier
Basen in II durch Zwangsbedingungen coplanar gehalten, so
ist diese Struktur nur um 4.50 kJ mol~! weniger giinstig als die
in Abbildung 5 gezeigte. Dies lésst darauf schlieen, dass Il in
vierstringigen Basenanordnungen eingebunden werden
kann.

Schwieriger ist hingegen die Frage zu beantworten, wie
Struktur I in eine vierstrdngige DNA hineinpassen konnte.
Die Tatsache, dass Nucleobasen-Sextette in einen DNA-
Quadruplex"® eingebettet sein konnen, zeigt allerdings, dass
eine Verschiebung der Basen innerhalb eines Quadrates I in
Richtung auf eine Raute II kein uniiberwindbares Hindernis
ist. Dartiber hinaus entspricht das zentrale symmetrische
AH' AH"-Paar den in der Doppelhelix von poly(AH") poly-
(AH") auftretenden Paaren.'”! Das Stapeln zweier solcher
Quartette I ist moglich, wie eine molekiilmechanische Be-
rechnung mit HyperChem 6.02 zeigt (Abbildung 6).?" In dem

Abbildung 6. Berechnete Struktur (HyperChem 6.02) zweier gestapel-

ter Nucleobasenquartette (AH)G(AH)G (1), die durch Phosphodiester-
gruppen zwischen den identischen Basen verkniipft wurden. Die niher
beim Betrachter befindlichen Basen sind mit gréfReren Buchstaben ge-
kennzeichnet.

so erhaltenen Modell haben die vier zentralen Adeninium-
Dinucleotide eine parallele Ausrichtung, und die beiden
Ebenen sind um 25° gegeneinander gedreht.

Die vier Nucleobasen in dem Purinquartett aus zwei
AH?,,,;G,,,-Paaren sind vollstindig (Struktur I) oder zumin-
dest nahezu vollstandig (Struktur II) coplanar, im Unter-
schied zum Purinquartett aus zwei neutralen A, G-
Paaren. Die exocyclischen “N2H,-Gruppen sind nicht an
der Quartett-Bildung beteiligt, und Hypoxanthin verhilt sich
analog. Wie realistisch ist aber die Protonierung einer Nuc-
leobase, hier von Adenin, bei physiologischem pH-Wert?
Zweifelsohne konnen Protonierungsgleichgewichte von Nuc-
leobasen signifikant gestort und somit auch deren pKs-Werte
erhoht werden, falls Wasserstoffbriicken die protonierte
Nucleobase stabilisieren.”!! Das Auftreten hemiprotonierter
Cytosin-Fehlpaarungen bei physiologischem pH-Wert!!! ist
ein Beispiel fiir dieses Prinzip.
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Stichworter: DNA-Strukturen - Nucleobasen - Purinquartette -
Wasserstoffbriicken
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1 wurde aus einer Wasser/Ethanol-Losung (1:1, 15 mL) mit 9-

EtGH, 9-MeA (jeweils 0.21 mmol) und Zn(BF,), (0.8 mmol)

erhalten, nachdem diese Losung 24 h bei 80°C erhitzt und nach

Filtration 2 d bei 5°C aufbewahrt wurde. Die farblosen Kristalle

von 1 wurden in 63 % Ausbeute erhalten; die Resultate der

C,H,N-Elementaranalyse waren zufrieden stellend. Farblose

Kristalle von 2 wurden aus einer Mischung von 0.1 molL™!

HCIO, in einem Wasser/Ethanol-Gemisch (1:1, 15 mL) mit 9-

MeHxH, 9-MeA (jeweils 0.15 mmol) nach einigen Tagen bei

Raumtemperatur erhalten. Die Zusammensetzung von 2 wurde

rontgenographisch bestétigt.

Kristallstrukturdaten von 1: C,sH3,N,,0,B,Fs, M, =832.35, farb-

lose Kristalle, triklin, Raumgruppe P1, a=38.4649(2), b=

9.1145(2), c=12.2988(2) A, a=95.261(1), f=105.124(1), y =

97.024(1)°, V=901.56(3) A%, Z=2, pper. =2.161 Mgm™>, Cuy,-

Strahlung, 1=1.54178 A, u=4.085mm™!, T=296 K. 2988 Re-

flexe (2514 unabhingig, R;,,=0.07, 3.75 < 6 < 70.31°) wurden an

einem Bruker-SMART-6K-CCD-Dreikreis-Diffraktometer

(Rigaku-Drehanode) unter Verwendung eines w-Scans aufge-

nommen und empirisch absorptionskorrigiert (SADABS: G. M

Sheldrick, Bruker AXS Inc., Madison, WI, 2000). Die unbear-
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das zugleich eine Lorentz-Korrektur durchfiihrte und Polarisa-

tionseffekte berticksichtigte. Kristallstrukturdaten von 2:

C,gHs6N360,0Cl,, M, =1595.06, farblose Kristalle, monoklin,

Raumgruppe P21/c, a=8.804(2), b=8.193(2), ¢ =24.008(6) A,

B=102.85(3)°, V=1688.4(6) A%, Z=1, pp =1.573Mgm™,

Mog,-Strahlung, 1=0.71073 A, u=0276mm™!, T=296 K.

2946 Reflexe (891 unabhingig, R;,=0.05, 2.37 <6 <26.41°)

wurden an einem Enraf-Nonius-Kappa-CCD-Diffraktometer

aufgenommen. Datenreduktion und Zellverfeinerung wurden
mit den Programmen DENZO und SCALE-PACK (Z. Otwi-
nowski, W. Minor, Methods Enzymol. 1997, 276, 307) durchge-
fiihrt. Beide Strukturen wurden mit Standard-Patterson-Metho-
den gelost und mittels der Methode der kleinsten Fehlerqua-
drate, basierend auf F*, mit SHELXTL-PLUS (G. M. Sheldrick,

Siemens Analytical X-ray Instruments, Inc., Madison, WI, 1990)

und SHELXL (G.M. Sheldrick, SHELXL 97, Universitit

Gottingen, 1997) verfeinert. Mit Ausnahme der Wasserstoffato-
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me wurden alle Atome anisotrop verfeinert. Die Fluoro-Ligan-

den in BF,” von 1 zeigten Rotationsfehlordnung iiber fiinf

Positionen. Die Wasserstoffatome lagen entweder in geome-

trisch berechneten Positionen und wurden mit isotropen Ver-

schiebungsparametern (Riding-Modell) verfeinert, oder sie
wurden mittels Differenz-Fourier-Synthese gefunden und dann

isotrop verfeinert. CCDC-265600 und CCDC-265403 (1 und 2)

enthalten die ausfiihrlichen kristallographischen Daten zu dieser

Veroffentlichung. Die Daten sind kostenlos beim Cambridge

Crystallographic Data Centre iiber www.ccdc.cam.ac.uk/data_

request/cif erhaltlich.
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