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Abstract: Erstmals wurde eine parallele DNA-Doppelhelix
mit Hoogsteen-Basenpaarung erzeugt, die bereitwillig ein Ag+-
Ion in ein internes Fehlpaar unter Bildung eines metallver-
mittelten Basenpaares aufnimmt. Hierzu wurde das hochgra-
dig stabilisierende 6FP-Ag+-6FP-Basenpaar entwickelt, das
die k�nstliche Nucleobase 6-Furylpurin (6FP) enth�lt. Eine
Kombination aus temperaturabh�ngiger UV-Spektroskopie,
CD-Spektroskopie und DFT-Rechnungen wurde angewendet,
um die Bildung dieses Basenpaares zu best�tigen. Die Nuc-
leobase 6FP kann metallvermittelte Basenpaare sowohl �ber
die Watson-Crick-Seite (d.h. in regul�rer antiparalleler DNA)
als auch �ber die Hoogsteen-Seite (d.h. in paralleler DNA)
bilden, abh�ngig von der Oligonucleotidsequenz und den ex-
perimentellen Bedingungen. Bei dem 6FP-Ag+-6FP-Basen-
paar in paralleler DNA handelt es sich um das am st�rksten
stabilisierende Ag+-vermittelte Basenpaar in einer Nuclein-
s�ure, �ber das bisher berichtet wurde, mit einem Anstieg der
Schmelztemperatur um fast 15 8C beim Binden eines Ag+-Ions.

Nat�rlich vorkommende DNA-Doppelhelices setzen sich
aus zwei antiparallelen Polynucleotidstr�ngen zusammen. Es
ist allerdings auch mçglich, parallele DNA-Doppelhelices mit
den kanonischen Nucleosiden zu bilden.[1] In solchen Syste-
men sind verschiedene Basenpaar-Schemata mçglich, wie die
Reverse-Watson-Crick- oder die Hoogsteen-Basenpaa-
rung.[1, 2] Da Cytosin zur Bildung eines Hoogsteen-Basenpaars
mit Guanin protoniert vorliegen muss, kann die Bildung eines
parallelen Hoogsteen-Duplexes durch die Verwendung ge-
eigneter Oligonucleotidsequenzen in Kombination mit einem
leicht sauren Reaktionsmedium erreicht werden.[3]

DNA wird wegen ihrer F�higkeit zur pr�zise vorhersag-
baren Selbstassoziation sowie wegen ihrer hervorragenden
physikalischen Eigenschaften intensiv in der Nanobiotech-
nologie genutzt.[4] Die Einf�hrung metallbasierter Funktio-
nalit�t durch die Bildung k�nstlicher metallvermittelter Ba-
senpaare erweitert diese Anwendbarkeit sogar noch.[5] Die
resultierenden Konjugate aus DNA-Doppelhelices und
�bergangsmetallkomplexen wurden bereits auf vielf�ltige
Weise genutzt,[6] beispielsweise in Anwendungen in der Sen-
sorik, bei der Erweiterung des genetischen Alphabets[7] und
zur Verbesserung der Ladungstransfereigenschaften von
DNA.[8] Strukturuntersuchungen zeigen, dass die �ber-
gangsmetallionen in DNA mit metallvermittelten Basenpaa-
ren �blicherweise im Inneren der Doppelhelix angeordnet
sind.[9] Nahezu alle bisher bekannten metallvermittelten Ba-
senpaare wurden in antiparalleler DNA generiert.[10] Dies gilt
besonders f�r metallvermittelte Basenpaare mit in der 6-Po-
sition substituierten Purinderivaten, die prinzipiell auch in
der Lage sein sollten, Hoogsteen-Basenpaare in paralleler
DNA zu bilden.[11] Berichte �ber metallvermittelte Basen-
paare in paralleler DNA sind hingegen sehr selten:[12] DNA-
Doppelhelices mit Reverse-Watson-Crick-Basenpaaren, die
eine transoide Anordnung der glycosidischen Bindungen er-
fordern, wurden zur Untersuchung der relativen Stabilit�t
cisoider und transoider C-Ag+-C- und T-Hg2+-T-Basenpaare
verwendet (C = Cytosin, T= Thymin).[13] Eine DNA-Tripel-
helix wurde vorgestellt, bei der die parallele Assoziation des
dritten Strangs an die zugrunde liegende Doppelhelix mit der
Bildung eines C-Ag+-G:C-Basentripels einhergeht.[14] Ferner
wurde ein DNA-Duplex mit Hoogsteen-Basenpaarung ge-
funden, in dem eine terminale G:G-Fehlpaarung �ber eine
trans-[Pt(NH3)2]

2+-Einheit verkn�pft wurde.[3] Um die posi-
tionsspezifische Platinierung der DNA zu erreichen, wurde
ein Oligonucleotidstrang mit nur einem Guanin zuerst plati-
niert, mithilfe von HPLC aufgereinigt und erst anschließend
mit dem komplement�ren Strang hybridisiert, sodass die po-
sitionsspezifische Verkn�pfung entstand. Schlussendlich gibt
es einige wenige Studien �ber Doppelhelices, die aus-
schließlich metallvermittelte Basenpaare aufweisen, bei
denen die relative Orientierung der komplement�ren Str�nge
nicht bekannt ist.[15]

Wir berichten hier �ber die erste parallele DNA-Dop-
pelhelix mit Hoogsteen-Basenpaarung, die bereitwillig ein
Ag+-Ion in ein internes Fehlpaar unter Bildung eines me-
tallvermittelten Basenpaares aufnimmt. Hierzu verwendeten
wir die k�nstliche Nucleobase 6-Furylpurin (6FP).[16] Diese
Nucleobase kann metallvermittelte Homobasenpaare sowohl
in regul�ren antiparallelen Doppelhelices mit Watson-Crick-

[*] I. Sinha, Prof. Dr. J. M�ller
Westf�lische Wilhelms-Universit�t M�nster, Institut f�r Anorgani-
sche und Analytische Chemie & NRW Graduate School of Che-
mistry
Corrensstraße 28/30, 48149 M�nster (Deutschland)
E-Mail : mueller.j@uni-muenster.de

Dr. C. Fonseca Guerra
Department of Theoretical Chemistry and Amsterdam Center for
Multiscale Modeling (ACMM), VU University Amsterdam
De Boelelaan 1083, 1081 HV Amsterdam (Niederlande)
E-Mail : c.fonsecaguerra@vu.nl

[**] Wir danken der NRW Graduate School of Chemistry, der COST
Action CM1105 (STSM f�r IS) und der Netherlands Organization for
Scientific Research (NWO-CW und NWO-EW) f�r die finanzielle
Unterst�tzung.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201411931 zu finden.

.Angewandte
Zuschriften

3674 � 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2015, 127, 3674 –3677

http://dx.doi.org/10.1002/ange.201411931


Basenpaarung (mit Ag+-Koordination an N1; Schema 1a) als
auch in parallelen Doppelhelices mit Hoogsteen-Basenpaa-
rung bilden (mit Ag+-Koordination an N7; Schema 1b).

DFT-Rechnungen wurden durchgef�hrt, um einen Ein-
blick in Basizit�t und Metallbindungsaffinit�t der verschie-
denen potenziellen Donorpositionen von 6 FP zu erhalten.
Die hieraus resultierenden relativen Protonen- und Ag+-Af-
finit�ten sind in Tabelle S2 (Hintergrundinformationen) zu-
sammengefasst. Wie daraus ersichtlich, wird in der Gasphase
N1 bevorzugt protoniert, wobei die Protonierung von N7 um
7.9 kcalmol�1 ung�nstiger ist. In w�ssriger Umgebung betr�gt
diese Energiedifferenz lediglich 2.7 kcalmol�1. Ein �hnlicher
Trend ergibt sich f�r die Koordination eines Ag+-Ions. Hier
sind die Bindungsaffinit�ten von N1 und N7 unter w�ssrigen
Bedingungen praktisch identisch. Somit sollten beide in
Schema 1 gezeigten Basenpaar-Anordnungen gleichermaßen
mçglich sein. In allen F�llen ist die Konformation, in der das
Furyl-Sauerstoffatom in Richtung des protonierten bzw. me-
tallierten Stickstoffatoms weist, die energetisch bevorzugte,
was auf eine zus�tzliche schwache bindende Wechselwirkung
zwischen dem Sauerstoffatom und dem Proton bzw. dem
Metallion schließen l�sst. Interessanterweise ist das silber-
vermittelte Watson-Crick-Paar (Schema 1a) um 15.3 kcal
mol�1 stabiler als das silbervermittelte Hoogsteen-Paar
(Schema 1b), trotz nahezu identischer Bindungsaffinit�ten
der beiden Stickstoffatome gegen�ber Ag+-Ionen. Dies
stimmt sehr gut mit den k�rzlich publizierten Beobachtungen
zu Cu2+-vermittelten Homobasenpaaren des 6-Carboxypurins
�berein, bei denen die Watson-Crick-Geometrie um
14.9 kcal mol�1 stabiler als die Hoogsteen-Geometrie ist.[11b]

Vorherige Untersuchungen hatten gezeigt, dass
6FP :6FP-Fehlpaare in eine regul�re antiparallele DNA-
Doppelhelix eingebaut werden kçnnen.[16] Bei Zugabe von
Ag+-Ionen wurde lediglich eine geringf�gige thermische
Stabilisierung des Duplexes beobachtet. Da ein fehlender
Anstieg der Schmelztemperatur Tm jedoch nicht unbedingt
ein Hinweis auf die Nichtbildung eines metallvermittelten
Basenpaars ist,[10a] konnten damals keine endg�ltigen R�ck-
schl�sse zur Bildung von 6FP-Ag+-6FP in einem antiparal-
lelen DNA-Duplex gezogen werden. Die oben erw�hnten
DFT-Rechnungen zeigen nun, dass ein 6 FP-Ag+-6FP-Ba-
senpaar mit Ag+-Koordination an N1 in der f�r die Bildung
eines antiparallelen Duplexes erforderlichen Watson-Crick-
Anordnung in der Tat stabil ist (Schema 1a). In diesem Ba-
senpaar betr�gt der Abstand zwischen den an der glycosidi-
schen Bindung beteiligten N9-Atomen 11.7 �. Er ist somit
grçßer als der f�r die nat�rlichen Basenpaare (A:T 8.89 �;
G:C 9.01 �). Diese Abweichung kçnnte daf�r verantwortlich

sein, dass Tm nur geringf�gig ansteigt, auch wenn ausgedehnte
Basenpaare in modifizierten B-DNA-Doppelhelices nicht
unbekannt sind.[17]

Die geometrieoptimierte Struktur des 6FP-Ag+-6FP-
Basenpaars mit Ag+-Koordination an N7, d.h. in der f�r einen
parallelen Duplex erforderlichen Hoogsteen-Geometrie
(Schema 1b, Tabelle S3 (Hintergrundinformationen)), ist
ebenfalls stabil. Hier betr�gt der Abstand zwischen den N9-
Atomen 6.69 �. Er ist identisch mit jenem von berechneten
Hoogsteen-Basenpaaren, die nat�rliche Nucleobasen ent-
halten (A:T 6.70 �; G:CH+ 6.67 �). Diese deutlich bevor-
zugte Geometrie l�sst darauf schließen, dass die Bildung
dieser Basenpaare hochgradig stabilisierend sein sollte.
Folglich haben wir zwei Oligonucleotidstr�nge synthetisiert,
die zur Bildung eines parallelen Hoogsteen-Duplexes unter
leicht sauren Bedingungen bef�higt sind. Die Sequenz des
Duplexes mit einer 6FP :6FP-Fehlpaarung ist in Schema 2
gezeigt. Sie ist, abgesehen von der parallelen Strangausrich-
tung, identisch mit der zur Untersuchung des 6FP-Ag+-6FP-
Basenpaars in der Watson-Crick-Anordnung verwendeten
Sequenz.

Temperaturabh�ngige UV-spektroskopische Untersu-
chungen zeigen, dass der parallele Duplex in Abwesenheit
von Ag+ nur wenig stabil ist (Tm = 15.0 8C). Bei Zugabe von
Ag+-Ionen wird das System signifikant stabilisiert (Abbil-
dung 1), und Tm steigt auf 29.5 8C in Gegenwart eines �qui-
valents an Ag+. Die Zugabe von Ag+ im �berschuss hat

Schema 1. Geometrieoptimierte Strukturen des 6FP-Ag+-6FP-Basen-
paars in a) Watson-Crick-Geometrie und b) Hoogsteen-Geometrie.

Schema 2. In den Experimenten untersuchter, paralleler DNA-Duplex
(X = 6FP) und chemische Struktur des k�nstlichen Nucleosids.

Abbildung 1. Anstieg der Schmelztemperatur Tm bei schrittweiser
Zugabe von Ag+ zu einer Lçsung des Duplexes. Der Ausschnitt zeigt
die Schmelzprofile dieses Duplexes in Gegenwart von 0, 1 oder 2 �qui-
valenten Ag+.
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keinen weiteren Einfluss auf die Schmelztemperatur, was
darauf schließen l�sst, dass ein metallvermitteltes Basenpaar
des Typs 6FP-Ag+-6FP gebildet wird. Um die Bildung dieses
Basenpaares unabh�ngig zu best�tigen, wurde die Absorption
des Duplexes bei l = 260 nm gegen die zugegebenen �qui-
valente an Ag+ aufgetragen. Diese Auftragung belegt klar,
dass die Bindungsposition des Duplexes mit der hçchsten
Affinit�t genau ein Ag+ bindet (Abbildung 2), und best�tigt
somit die Bildung des 6FP-Ag+-6FP-Basenpaars.

Auch Circulardichroismus(CD)-Spektren zeigen deutlich
die Bildung eines einfach metallierten Basenpaars. Die Bil-
dung des 6FP-Ag+-6FP-Basenpaars f�hrt zu intensiveren
Cotton-Effekten (Abbildung 3), was die Stabilisierung der
Sekund�rstruktur deutlich macht. Die meisten Wellenl�ngen
der maximalen und minimalen Cotton-Effekte �ndern sich
kaum. Dies best�tigt, dass sich die Gesamtstruktur des Du-
plexes durch die Insertion des Metallions nicht �ndert, d.h.,
dass der Hoogsteen-Duplex auch in Gegenwart des 6FP-Ag+-
6FP-Basenpaars intakt bleibt. Die CD-Spektren unterschei-
den sich deutlich von denen der entsprechenden antiparalle-

len Doppelhelix mit ansonsten identischer Sequenz, wobei
die negativen Cotton-Effekte von geringerer Intensit�t und
die Minima und Maxima leicht verschoben sind.[16] Der po-
sitive Cotton-Effekt bei l = 343 nm kann der Furyl-Einheit
zugeordnet werden und deutet darauf hin, dass diese Gruppe
in p-Stapelwechselwirkungen mit den benachbarten Nucleo-
basen involviert ist und somit in den Basenstapel interkaliert.
Einzig die negative Bande bei l = 249 nm weist eine signifi-
kante Verschiebung in Gegenwart von Ag+ auf. Bei Zugabe
von Ag+ verschiebt sich diese Bande zu l = 254 nm und bleibt
auch in der Gegenwart von �bersch�ssigem Ag+ in dieser
Wellenl�ngenregion. Die CD-Spektren liefern somit einen
weiteren Beleg f�r die Bildung des 6 FP-Ag+-6FP-Basen-
paars.

Wir haben hier vom ersten Ag+-vermittelten Basenpaar in
einem parallelen Hoogsteen-DNA-Duplex berichtet. Es wird
von der k�nstlichen Nucleobase 6-Furylpurin als Homoba-
senpaar gebildet. Diese Nucleobase ist in der Lage, sowohl
Watson-Crick-artige metallvermittelte Basenpaare (f�r anti-
parallele Doppelhelices, Ag+-Koordination an N1) als auch
Hoogsteen-artige metallvermittelte Basenpaare (f�r parallele
Doppelhelices, Ag+-Koordination an N7) zu bilden. Eine
Reihe von Experimenten sowie Rechnungen zeigen, dass das
Hoogsteen-artige 6FP-Ag+-6FP-Basenpaar in paralleler
DNA das Ag+-vermittelte Basenpaar mit der bisher hçchsten
Stabilisierung ist, vermutlich weil parallele DNA selbst in-
trinsisch instabil ist. Folglich kann parallele DNA durch die
Bildung koordinativer Bindungen signifikant stabilisiert
werden. Das substituierte Purinderivat 6FP ist eine exzel-
lente k�nstliche Nucleobase zur Bildung metallvermittelter
Basenpaare, da in Abh�ngigkeit von den experimentellen
Bedingungen (z. B. Oligonucleotidsequenz, pH) verschiedene
Basenpaare generiert werden kçnnen. Wegen des großen
stabilisierenden Effekts, der mit der Bildung des 6FP-Ag+-
6FP-Basenpaars einhergeht, ist die hier vorgestellte, parallele
DNA vielversprechend f�r Sensoranwendungen auf Basis
metallvermittelter Basenpaare.

Experimentelles
Das 6FP-Phosphoramidit und die Oligonucleotide wurden wie fr�her
berichtet synthetisiert.[16] Die entsalzten Oligonucleotide wurden
durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie charakterisiert (oberer
Strang: ber. f�r [M+H]+: 4171 Da, gef.: 4170 Da; unterer Strang: ber.
f�r [M+H]+: 3877 Da, gef.: 3875 Da). Die MALDI-TOF-Massen-
spektren wurden an einem Bruker-Reflex-IV-Ger�t mit einer 3-Hy-
droxypicolins�ure/Ammoniumcitrat-Matrix aufgenommen. Die UV-
Schmelzexperimente wurden an einem CARY-100-Bio-UV-Spektro-
meter mit einer Heizrate von 1 8C min�1 und einem Datenintervall
von 0.5 8C durchgef�hrt. Die Tm-Werte wurden als Maxima der ersten
Ableitung der jeweiligen Schmelz-/Abk�hlkurven bestimmt. Die CD-
Spektren wurden bei 10 8C an einem JASCO-J-815-Spektropolari-
meter aufgenommen. Die experimentellen Bedingungen waren 3 mm

Oligonucleotid-Duplex, 500 mm NaClO4 und 5 mm MES (2-(N-
Morpholino)ethansulfons�ure) (pH 5.5).

Alle Rechnungen wurden mit dem Amsterdam-Density-Func-
tional-Programm (ADF 2013.1)[18] wie in fr�heren Arbeiten be-
schrieben durchgef�hrt.[19] Basen und Basenpaare wurden auf dem
ZORA-BLYP-D3(BJ)/TZ2P-Level ohne symmetrische Randbedin-
gungen optimiert. Die einzelnen Basen weichen nur geringf�gig von
der Planarit�t ab, und die Geometrien der Basenpaare wurden auch

Abbildung 2. Die Auftragung der Absorption bei l =260 nm einer
Lçsung des Duplexes zeigt, dass der Duplex selektiv ein �quivalent
Ag+ bindet. Der Einschub zeigt das UV/Vis-Spektrum des Duplexes in
Gegenwart steigender �quivalente an Ag+ (0!2 �quiv.).

Abbildung 3. CD-Spektren des Duplexes in Gegenwart verschiedener
�quivalente an Ag+.
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in Cs-Symmetrie zwecks Simulation der experimentellen Situation im
DNA-Basenstapel optimiert. Ein Vergleich der Cs- und C1-Energien
best�tigt, dass die planaren Basenpaare keine signifikant hçheren
Energien aufweisen als die ohne geometrische Randbedingungen.
Diese Energiedifferenz kann durch die Stapelwechselwirkungen
leicht ausgeglichen werden.[20] Lçsungsmitteleffekte f�r Rechnungen
in Wasser wurden durch das Conductor-like Screening Model
(COSMO) abgesch�tzt.[21]
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