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Why Pentose- And Not Hexose-Nucleic Acids? Part 111’) Oligo(2‘,3’-dideoxy-~-~-glucopyranosyl)nucleotides. 
(‘Homo-DNA’): Base-Pairing Properties’) 

The paper presents results of a comprehensive investigation on the pairing properties of homo-DNA oligonu- 
cleotides, the preparation of which has been described in Part IIof this series [2]. The investigation was carried out 
by using established methods described in the literature for the characterization of oligonucleotides in the natural 
series, such as determination of melting temperatures of oligonucleotide duplexes by temperature-dependent UV 
spectrosocpy, determination of thermodynamic data of duplex formation from the concentration dependence of 
melting temperatures, determination of pairing stoichiometry by ratio-dependent UV spectroscopy of binary 
mixtures of pairing partners, temperature-dependent CD spectroscopy, gel electrophoresis under non-denaturing 
conditions, and -in selected cases - ’H- and ”P-NMR spectroscopy. 

The systematic comparison of the paring properties of homo-DNA oligonucleotides with corresponding 
DNA nucleotides (up to dodecamers) indicates that homo-DNA is a highly efficient, autonomous, artificial pairing 
system with a pairing behavior that is in part similar to, but also, in part, strikingly different from, the pairing 
behavior of DNA. The pairing properties established so far are listed below in a manner that reflects the sequence 
of subtitles in Chapt.2 of the text; they were determined under the conditions: H20, 0 . 1 5 ~  NaCI, 0 . 0 1 ~  Tris-HC1 
buffer, pH 7, oligonucleotide concentrations in the ~ L M  range, 1 : 1 ratio of single strands in the case of non-selfcom- 
plementary sequences. 

I) Teile I und I1 der Reihe ’Warurn Pentose- und nicht Hexose-Nucleinsluren? vgl. [I] und [2). Die Arbeit gilt 
zugleich als 7. Mitt. in der Reihe ‘Chemie von cc-Aminonitrilen’. Ein Ted der hier publizierten Ergebnisse 
wurde von C. L .  an der Herbstversammlung der Schweizerischen Chemischen Gesellschaft in Bern am 
20.10.1989 und einer weiterer Teil von J .  H .  an der Herbstversammlung der Schweizerischen Chemischen 
Gesellschaft in Bern am 16.10.199 1 vorgetragen. Uber weitere vorlaufige Darstellungen von Teilergebnissen 
vgl. Anmerkung 1 in [l]; der darin letztzitierte Vortrag ist inzwischen im Druck erschienen [3]. 

Postdoktorat ETH-Zurich 1986-87; z. Zt. Institut fur Organische Chemie, Johann-Wolfgang-Goethe-Univer- 
sitat, DFrankfurt/M. 
Postdoktorat ETH-Zurich 1986-88; z. Zt. Roche Products Ltd., Bombay. 
Summary in collaboration with Prof. Dr. C‘. E. Wintner, Haverford College, Haverford, PA 19041-1392. 

2, Vgl. die Promotionsarbeiten [4-8]. 
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2.1, Adenine pairs with adenine. 

2.2. Adenine pairs with thymine (but less strongly than with itself). 

2.3. Guanine pairs with guanine. 

2.4.  Guanine pairs with cytosine (and more strongly than with itself). 

2.5. Adenine also appears to pair with cytosine (if so, then less strongly than with thymine). 

2.6. Both the purine-pyrimidine and the purine-purine pairing prefer antiparallel strand orientation. 

2.7. Duplexes based on purine-pyrimidine pairing in the homo-DNA series are thermodynamically more 
stable than corresponding duplexes in the DNA series; this difference is not enthalpic but purely entropic in origin. 

2.8. Purine-pyrimidine strands with homo-DNA backbones do not pair with base strands which are comple- 
mentary, but have DNA backbones. 

The pairing strengths of specific homo-DNA base pairs are found to be quasi-independent of the base pair 
sequence, to a degree comparable to that observed in the natural series. It is assumed that there exists a preferred 
pairing mode for each of these pairs of base partners also quasi-independent of the base-pair sequence. On this 
basis, the constitution of the base pairs is deduced from information on strand orientation (established to be 
antiparallel in a number of examples) together with information on the conformation of the nucleosidic bonds 
(established to be antiby NMR spectroscopy for four oligonucleotide duplexes). The pairing modes are found to be 
Watson-Crick for adenine-thymine and guanine-cytosine, and 'reverse'-Hoogsteen for adenine-adenine and gua- 
nine-guanine (Chapr.3). All chemical and physical evidence available so far on the behavior of homo-DNA 
oligonucleotide complexes indicates that, under the chosen experimental conditions, the observed properties are 
those of oligonucleotide duplexes. An important part of the evidence comes from an extensive 'H-, 3'P-, and 
"N-NMR analysis on the structure of the duplex of the self-complementary sequence ddGlc(A-A-A-A-A-T-T-T- 
T-T) carried out by G. Otting in the laboratory of K.  Wiithrich to be described in detail inPart IV of this series. 

The pairing priorities (G-C > A-A - G-G > A-T) observed in homo-DNA oligonucleotides are evidence that 
the Watson-Crick rules (G-C > A-T) are a consequence not only of the intrinsic chemical properties of the four 
bases, but of the specific furanose structure of the natural DNA backbone as well. There are three main structural 
factors whose importance for the specific properties of DNA becomes manifest through the comparison of DNA 
with homo-DNA and in terms of which the difference in properties of the two pairing systems are to be 
rationalized. These factors are (Chapt. 5 ) :  the helical secondary structure of DNA duplexes (vu. the quasi-linear 
structure of homo-DNA duplexes), the stacking distance between the base planes (optimal in DNA, too large in 
homo-DNA), and the high conformational flexibility of the furanose ring in DNA backbones (vs. the conforma- 
tional rigidity of the pyranose chair in homo-DNA backbones). The main divergence in properties to be rational- 
ized in terms of these (and presumably additional) structural factors is the uniformly higher thermodynamic 
stability of homo-DNA duplexes vs. isoconstitutional DNA duplexes, a divergence brought about by a less 
negative enthalpy change overcompensated by a less negative entropy change in their formation from single 
strands. Although a fuller rationalization must await exact information on the structure of homo-DNA duplexes 
by X-ray analysis (cf. also Discussion in Part IV of this series), it is tentatively proposed that the divergence in 
enthalpy change is related to the less than optimal base stacking in the (presumably quasi-linear) homo-DNA 
structure. The finding that entropy opposes duplex formation in the homo-DNA series less strongly than in the 
DNA series is considered to be - at least in part - a consequence of a higher conformational preorganization of 
homo-DNA single strands toward the structure of the duplex backbone. 

The 2',3'-dideoxy-hexopyranose building block of homo-DNA possesses - according to the criterion of a 
structure's potential for constitutional self-assembly - a more complex structure than the hexose sugars of the 
(CH20)6 family (Chupt. 6 ) .  In contrast to the latter, 2,3-dideoxy-hexopyranoses should not be considered to belong 
to the group of potentially prebiological sugars, and, therefore, the investigation of the chemistry of homo-DNA is 
only a model study for an exploration of the pairing properties of oligonucleotides derived from fully hydroxylated 
hexose sugars. Such studies are under way in our laboratory and will be reported in Part VI of this series. 
Meanwhile, Part V will complete the description of the homo-DNA study by discussing pairing properties of 
homo-DNA oligonucleotides containing the purine bases guanine, isoguanine, 2,6-diaminopurine, and xanthine. 

The English Footnotes to Fig. 1-35, Schemes 1-24, and Tables 1-4 provide an extension of this summary 
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1. Einleitung. - In einer einleitenden Abhandlung zu dieser Reihe [l] haben wir 
Problemstellung und Ziel unserer Untersuchungen uber Hexose-Nucleinsauren dargelegt 
und in Teil I1 [2] die Herstellung von Oligonucleotiden des Homo-DNS-Typs beschrie- 
ben. Hier dokumentieren und erortern wir unsere experimentellen Beobachtungen uber 
das Paarungsverhalten von Homo-DNS-Oligonucleotiden. Das Fazit dieser Beobach- 
tungen ist die Einsicht, dass im Struktur-Typ der Homo-DNS ein autonomes kunstliches 
Paarungssystem vorliegt, dessen Paarungseigenschaften von denen des Struktur-Typs der 
naturlichen DNS einesteils ahnlich, andernteils aber in tiefgreifender, zum Teil uber- 
raschender Weise verschieden sind. Uber die Beschreibung der experimentellen Befunde 
hinaus werden wir die bisher beigebrachten Argumente zur konstitutionellen Zuordnung 
der Homo-DNS-Basenpaarungen vorbringen und dazu einige fur die Paarung linearer 
Einzelstrange relevante, topologische Aspekte erortern. Wir werden dann unsere Uberle- 
gungen zu den Unterschieden zwischen den Struktur- und Paarungseigenschaften von 
Homo-DNS- und DNS-Oligonucleotiden darlegen und dabei auch auf die Frage ein- 
gehen, inwiefern nun die Kenntnis des Homo-DNS-Paarungssystems zu einer Vertiefung 
unseres Verstandnisses der naturlichen DNS beitragen kann. Schliesslich werden wir auf 
die Titelfrage der Abhandlungsreihe zuruckkommen, deren Erorterung im Lichte der 
erzielten Resultate uns die Richtung der Fortsetzung der Untersuchungen uber Hexose- 
Nucleinsauren weist. 

Die hier mitzuteilenden experimentellen Daten sind durchwegs an Oligonucleotid- 
Proben bestimmt worden, die - wie in der vorangehenden Arbeit [2] dargelegt - HPL- 
chromatographisch an einem Umkehrphasen- und/oder Ionentausch-System in unserer 
Einschatzung uber 95% einheitlich waren. In der Wahl und in der Handhabung der 
experimentellen Methoden zur Charakterisierung des Verhaltens synthetischer Homo- 
DNS-Oligonucleotide konnten wir uns an Vorbilder halten, die sich in der naturlichen 
Reihe bei der Untersuchung von Oligo-2'-deoxyribonucleotiden bewahrt haben, und 
deren Gebrauch und Leistungsfahigkeit in der Literatur gut dokumentiert sind. Es 
handelt sich dabei vor allem um die temperaturabhangige UV-Spektroskopie (Ermittlung 
der Schmelz-, d. h. Entpaarungs-Temperaturen aus Schmelzkurven) [9] und die tempera- 
turabhangige CD-Spektroskopie [9], die UV-spektroskopische Bestimmung der (relati- 
ven) Paarungsstochiometrie [9] sowie die Beobachtung des gel-elektrophoretischen Ver- 
haltens (vgl. z. B. [lo]) unter nicht denaturierenden Bedingungen; es sind diese Charakte- 
risierungsmethoden, welche mit Oligonucleotid-Mengen im nmol-Massstab auskommen 
und deshalb vor allem auch ein speditives vergleichendes 'screening' des Paarungsverhal- 
tens von Gruppen gezielt synthetisierter Basensequenzen ermoglichen. Erweiterten Ge- 
brauch haben wir auch von der Moglichkeit gemacht, die thermodynamischen Parameter 
von Paarungsvorgangen aus der Konzentrationsabhangigkeit der Schmelz-Temperatu- 
ren der Paarungskomplexe abzuschatzen; das hierzu dienende Vorgehen ist besonders 
instruktiv von Bresluuer und Mitarbeitern [l 11 beschrieben worden. Die hier prasentier- 
ten, UV-spektroskopisch bestimmten Schmelz-Kurven von Homo-DNS-Oligonucleoti- 
den sind durchwegs die bei Temperaturanstieg beobachteten Kurven (AT in der Regel 
O,S"/min); ihre 'Reversibilitat' (ungefahr gleiche Lage und Form der beim Abkuhlen 
beobachteten Kurve) ist - wo nichts anderes angegeben - experimentell nachgewiesen. 

Die gegenuber den eben erwahnten Oligonucleotid-Charakterisierungsmethoden um 
eine Grossenordnung hohere Probe-Menge (um 50 pmol) erfordernde 'H- und 3'P-NMR- 
Spektroskopie hat uns nebst generellen Charakterisierungszwecken vorab zur Feststel- 
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lung des Konformationstyps (anti vs. syn) der Basenverknupfung in (ausgewahlten) 
Paarungskomplexen und damit zur Beschaffung einer wichtigen Teilinformation fur die 
Zuordnung des Paarungs-Konstitutionstyps sowie der (antiparallelen vs. parallelen) 
Strang-Orientierung gedient. Eine zunftgerecht mehrdimensionale, auf eine moglichst 
vollstandige Strukturbeschreibung ausgehende ‘H- und 3’P-NMR-spektroskopische 
Analyse des (ddGlc(A,-T,),)-Duplexes hat G. Otting im Laboratorium von K.  Wiithrich6) 
durchgefuhrt; dariiber wird getrennt im Teil IV dieser Reihe berichtet [12]. Uberdies ist 
im Laboratorium von J.  Richmond6) der Versuch einer Rontgenstruktur-Analyse des gut 
kristallisierenden, selbstkomplementaren Homo-DNS-Duplexes (ddGlc(C-G-A-A-T-T- 
C-G)), im Gange, woriiber gegebenenfalls in einem spateren Teil der Reihe zu berichten 
sein wird. 

Konnte man einerseits auf dem Wege einer qualitativen Konformationsanalyse mit 
einiger Zuversicht zu einer Vorstellung uber bevorzugte Konformationstypen eines 
Homo-DNS-Einzelstrangs gelangen (vgl. Teil I [I], und Anmerkung 17 in Teil I1 [2]) und 
hieraus die Folgerung ziehen, dass solche Strange in einem (bzw. zwei’)) dieser Konfor- 
mationstypen grundsatzlich die Voraussetzungen einer Basenpaarung erfullen, ist es 
anderseits ungleich schwieriger, Prognosen uber den vom Homo-DNS-Riickgrat bevor- 
zugten Modus der Basenpaarung ( Watson-Crick oder Hoogsteen) anzustellen, und zwar 
deshalb, weil ein solcher von den weitraumig topologischen Gegebenheiten des Homo- 
DNS-Einzelstrangs mitbestimmt wird, und letztere mit hoher Empfindlichkeit von der 
Art und dem Ausmass konformationeller Abweichungen vom idealisiert-linearen Kon- 
formationsmodell abhangen. Die experimentelle Erfahrung uber Homo-DNS-Oligonu- 
cleotide hat denn auch sehr rasch eine urspriinglich vom idealisiert-linearen Einzelstrang- 
Model1 inspirierte Paarungsprognose8) als unzutreffend erkennen lassen, in dem sie gleich 
zu Beginn mit einer Uberraschung, dem Phanomen der (Adenin-Adenin)-Paarung, auf- 
wartete (vgl. unten). Dass diese Selbstpaarung in der Homo-DNS-Reihe Anlass zur 
Bildung stabiler Paarungskomplexe geben wurde, durfte auch ruckblickend keineswegs 
als voraussagbar zu betrachten sein, jedenfalls nicht auf der uns zuganglichen, qualitati- 
ven Ebene. 

Das Phanomen der (Purin-Purin)-Paarung hat sich in der Folge als eigentliches 
Spezifikum des Homo-DNS-Paarungssystems enviesen. Dies fiihrte uns in einer spateren 
Untersuchungsphase zu  einer Ausweitung der Untersuchungen auf den restlichen Teil der 
aus chemischer Sicht naturlichen, jedoch nur zum Teil biologisch verwerteten Palette der 
Purin-Basen (vgl. die Diskussion in [l]), namlich nebst Adenin und Guanin auf das 
Hypoxanthin, Isoguanin, 2,6-Diaminopurin und Xanthin [ 131. In der vorliegenden Ar- 
beit beschranken wir uns auf die bezuglich der biologisch relevanten Purin- und Pyrimi- 
din-Basen sowie zusatzlich des Hypoxanthins erzielten Ergebnisse; mit dem bisher in der 
naturlichen Reihe nicht beobachteten Paarungsverhalten der restlichen Purin-Basen im 
Homo-DNS-Paarungssystem werden wir uns im Teil V der Reihe [14] befassen. 

6, 

’) 
Laboratoriurn fur Molekularbiologie und Biophysik, ETH-Zurich. 
Als paarungsfahig haben wir jene Einzelstrang-Konformationstypen bezeichnet, in denen die konstiturionell 
repetitiven Ruckgrateinheiten auch konformationell repetitiv sind, d. h. der Konrormationstyp -sc,ap,sc,sc,up, 
-sc (bei Voraussetzung eines sc,sc -Konformationstyps der Phosphodiester-Gruppierung) bzw. der Konforma- 
tionstyp up, ap,up,sc,up,-sc(bei Zulassung eines sc,ap-Konformationstyps der Phosphodiester-Gruppierung). 
Es war dies die Erwartung gewesen, dass eine Watson-Crick-Paarung enantiomorpher Strange von ddGlc(A,) 
und ddGlc(U,) in paralleler Strang-Orientierung ein bevorzugtes Paarungsverhalten darstellen wiirde. 

8, 
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Bei der Prasentation der Befunde gehen wir nachstehend so vor, dass wir zuerst eine 
empirische Ubersicht iiber die bislang festgestellten Paarungseigenschaften von Homo- 
DNS-Oligonucleotiden geben (Schema 1 )  und dabei den Daten der Homo-DNS-Reihe, 
wo immer moglich, entsprechende Daten der DNS-Reihe gegeniiberstellen; die konstitu- 
tionelle Interpretation der Paarungsphanomene ist dann Gegenstand eines anschlies- 
senden eigenen Kapitels. Die Ubersicht deckt die Paarungseigenschaften von ddGlc-Oli- 
gonucleotiden so weit ab, als wir sie durch UV-spektroskopische Beobachtung des 
Schmelzverhaltens, Aufnahme der CD-Spektren in Abhangigkeit der Temperatur sowie 
(in geeigneten Fallen) Ermittlung des elektrophoretischen Verhaltens unter nicht-denatu- 
rierenden Bedingungen von ddGlc-Oligonucleotiden gezielt gewahlter Basen-Sequenz 
feststellen konnten; 'H- und 3'P-spektroskopische Daten, die an ausgewahlten Paarungs- 
komplexen beschafft wurden, werden im Zusammenhang mit der Zuordnung des Paa- 
rungs-Konstitutionstyps im nachfolgenden Kapitel erortert. 

Schema 1. Konstitution und Konfiguration von Homo-DNS-Oligonucleotiden 
im Vergleich zu DNS-Oligonucleotiden *) 

\ \ 

O b B a s e  

O b B a s e  

o'" 
0.; 

o';'o -0' '0 
-O' yy 

o.>' 

-0' , 

o..' YYBase 
0*; 

O' ''*Base 

o." 
0*; 
-0' '0 

Konstitutionstyp der 
DNS 

o"' 'eBase I 

Konstitutionstyp der 
Homo - DNS 

*) Constitution and configuration of homo-DNA oligonucleotides as compared to DNA oligonucleotides. 
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Die Wahl der Basen-Sequenzen, die in die Untersuchung einbezogen wurden, ging 
vorab von den vom Verhalten der DNS her bekannten Paarungsregeln aus und folgte 
dann im wesentlichen den Erfordernissen, die sich aus den Problemstellungen der Konsti- 
tutionszuordnung sowie der Bestimmung der Strang-Orientierung ergaben. Die dabei 
praktizierte Strategie der Synthese gezielt konzipierter Basen-Sequenzen rnit anschlies- 
sendem Paarungstest ist im wesentlichen ein Konstitutionsermittlungsverfahren mittels 
chemischer Methoden. Es ist - beilaufig bemerkt - beachtenswert, wie weitgehend rnit 
einem solchen Vorgehen die konstitutionellen Aspekte des Paarungsverhaltens eines 
oligonucleotidischen Struk tur-Typs indirekt erfasst werden konnen. 

2. Ubersicht uber das Paarungsverhalten yon Homo-DNS-Oligonu~leotiden~). -In der 
nachstehenden Darstellung der Ergebnisse sind der Ubersichtlichkeit halber jeweils die 
Schlussfolgerungen der zugehorigen Begrundung und Dokumentation der Experimente 
vorangestellt. 

2.1. Adenin paavt mit Adenin. Die erste unserer experimentellen Beobachtungen zum 
Paarungsverhalten von Homo-DNA-Oligonucleotiden war die seinerzeit vollig unerwar- 
tete Feststellung gewesen [4], dass das aus lauter ddGlc-Adenosin-Einheiten bestehende 
Hexamer ddGlc(A,) unter normalen Messbedingungen (vgl. Exper. Ted) der temperatur- 
abhangigen UV-Spektroskopie eine klar sigmaoide Schmelzkurve zeigt, die sich weder 
durch Zugabe von (1 equiv.) ddGlc(U,) noch enantio-ddGlc(U,) verandert. Folgeunter- 
suchungen zeigten eindeutig, dass es sich hier um eine intermolekulare Paarung zwischen 
Adenin-Kernen im Verband des ddGlc-Riickgrats handelt. Fig. l a  zeigt den Drift der 
sigmaoiden Schmelzkurven von ddGlc(A,)-Oligonucleotiden nach hoheren Schmelztem- 
peraturen rnit ansteigendem Oligomerisationsgrad, Fig. l b  und I c  die Abhangigkeit der 
Schmelztemperatur von ddGlc(A,)-Paarungskomplexen von der Konzentration, was die 
Intermolekularitat der sirukturbildenden Interakiion zwischen den Adenin-Kernen nach- 
weist. Solch einstufig-sigmaoide, sowohl rnit hoherem Oligomerisationsgrad als auch mit 
hoherer Konzentration nach hoheren Schmelztemperaturen sich verschiebende Schmelz- 
kurven sind das typische Verhaltensmuster strukturell definierter, kooperativ schmelzen- 
der Oligonucleotid-Duplexe. Auffallend fur die Schmelzkurven der Selbstpaarungskom- 
plexe der ddGlc(A,)-Oligomeren ist der im Vergleich zu den bei Watson-Crick-Duplexen 
der natiirlichen Reihe (vgl. z. B. [ 1 11) auffallend geringe Hyperchromizitatsbereich. 

Das paarungstypische Verhalten der ddGlc(A,)-Oligomeren bei der temperaturab- 
hangigen UV-Spektroskopie findet seine Entsprechung in der Temperaturabhangigkeit 
der CD-Spektren (Fig. Id);  diese reflektiert den Schmelzvorgang durch den nicht-linearen 
Gang der Abflachung der im unteren Temperatur-Bereich charakteristisch profilierten 
CD-Kurven bei schrittweiser Erhohung der Temperatur. Die CD-Kurve des Monomeren 
ddGlc(A,) (Fig. I e )  zeigt keine derartige Temperatur-Abhangigkeit. 

Das zu ddGlc(A,) analoge Oligonucleotid der natiirlichen Reihe d(A,)") verhalt sich 
UV- und CD-spektroskopisch ganz anders (Fig.If und 2). Die zusammen mit der 

') Zur Nomenklatur und Abkiirzungssymbolik vgl. Anmerkung 8 in [2]. Pro memoria : Homo-DNS-Oligonu- 
cleotide = ddGlc-Oligonucleotide, 6-Ende (primare OH-Gruppe an C(6))  = Reginn der Oligonucleotid- 
Kette, bzw. des Oligonucleotid-Formelsymbols. 
Die in der vorliegenden Arbeit zu Vergleichszwecken herangezogenen Oligo-2'-deoxyribonucleotide der 
natiirlichen Reihe (d-Oligonucleotide) wurden ~ sofern nicht kommerziell erhiltlich ~ auf bekannte, der 
Synthese der ddGlc-Oligomere analoge Art maschinell synthetisiert und analog HPL-chromatographisch 
gereinigt. 

lo) 



HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 76 (1993) 265 

10 -. ................. .................... 
. . . . . . . .  

. a  
8 -  * . -  . 
6 -  

4 -  '- ddGlc(&) r,,, = 43" (9.5 p ~ )  - . ' ddGlc(A,)T,,, =32"(11 p) 

ddGlc(A,) r,,, c 120 (14 p ~ )  * -  
2 -  . .  ddGlC(A&jl8 pMj . ,,: ........................... 
0 1 . 8 .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

40 

30 

20 

10 - 
d o  L 8 - lo  

-20 

-30 

-40 

% Hyperchromtritat (260 nm) 
10 1 

0.15M NaCI. 0.01M Tr~s  HCI pH 7.0 In H 2 0  

. b  
8 -  ddGlc(&) 

- 9.5 pM T, = 43" 
15 pM T, = 4 7 O  

o , . , . .  
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 

IiT,,, [K-l] 
3.31V3 

O,l5u NaCI, 0 . 0 1 ~  Tns HCI pH 7.0 In H 2 0  

C 

1/T,= -5.0351.10-5 Inlc) + 2.5731 R 2  = 0.990 

3 0 1 0 - 3 4 . .  . .  l . .  . .  , . . . . . . . . .  J 
-13 -12 -1 1 -10 9 

Injcj [molil] 

c = 72.8 FM, 0.15M NaCI, 0.01 M Tris HCI pH 7.0 in H 2 0  
30 I 

ddGlc(A) 

10 

-20 I 
-30 

["c, 210 220 230 240 250 260 270 280 280 300 310 320 

c =  1 5 , 2 p ~ , 0 , 1 5 ~ N a C I ,  0.01~Tris HCIpH7.01nH20 

Fig. 1. Selbstpaarung von ddGIc(A,)-Oligonucleotiden *) 

*) Oligonucleotides derived from homo-deoxyadenosine ( = ddGlc(A,)) are self-paired (n > 3, at room tempera- 
ture), in contrast to corresponding oligonucleotides derived from deoxyadenosine ( = d(A,)) of the natural 
series. The self-pairing of ddGlc(A,) oligonucleotides is revealed by temperature-dependent UV spectroscopy. 
The sigmoid hyperchromicity curves show melting temperatures rising with increasing number of repetitive 
units (Fig. l a )  as well as with increasing oligonucleotide concentration, demonstrating that the pairing 
interaction is intermolecular (Fig. Ib, c ) .  Temperature-dependent CD spectroscopy corroborates the self-pai- 
ring, as shown by comparing ddGlc(A,) with ddGlc(A,) (Fig. l d ,  e ) .  Deoxyadenosine-derived oligonucleoti- 
des of the natural series do not show self-pairing under the (neutral) conditions corresponding ddGlc(AJ 
oligonucleotides do. This is documented by the CD spectra of d(A,) as a function of temperature (Fig. 11) as 
well as by the contrast between the UV hyperchromicity curves ofd(A,) and ddGlc(A,) in Fig. 2a. The contrast 
is also manifested by the T, curves derived from the CD spectra of ddGlc(A,) and d(A,) in Fig.2b. The 
sigmoid curve for ddGlc(A,) points to melting temperature of ca. 40", in agreement with the result from UV 
spectroscopy. 
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% Hyperchromizilat (260 nm) 0.15~ NaCI, 0.01~ Trls HCI pH 7.0 !n H20 mol Ellipllzltat (276 nm) 0.15~ NaCI, 0 . 0 1 ~  Trls HCI pH 7.0 in H 2 0  

0 -  

1 
--\ I 

. .  
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 ["C] 0 10 20  30 40 50 60 70  80 90 100 PC 

Fig. 2. Sdhstpaarung von ddClc(A,)-Olignucleotiden *) 

*) See comments to Fig. 1. 

Schmelzkurve von ddGlc(A,) wiedergegebene (unter identischen Bedingungen ermittelte) 
Temperatur-Abhangigkeit der relativen Intensitat der UV-Absorptionsbande von d(A,) 
in Fig. 2a steigt im wesentlichen strukturlos mit hoherer Temperatur an. Solches Verhal- 
ten ist fur Oligoadenylsaure der naturlichen Reihe bei neutralem pH literaturbekannt [ 151 
(S. 302) [16], es wird dort auf die Temperaturabhangigkeit einer (strukturell im Detail 
nicht definierten) intramolekularen Stapelung der Adenin-Kerne zuriickgefuhrt"). Ein 
gleichenveise unmissverstandlicher Gegensatz im Verhalten von ddGlc(A,) und d(A,) 
zeigt sich in der Temperatur-Abhangigkeit des CD-Spektrums: der Kurvenschar von 
d(A,) in Fig. Iffehlt der Struktur-Unterschied zwischen den Tief- und Hochtemperatur- 
CD-Kurven und insbesondere auch ein Driftsprung in der Kurvenschar, welcher auf das 
kooperative Schmelzen einer Struktur hinweisen wurde. Fig. 26 zeigt die fur ddGlc(A,) 
und ddGlc(A,,) aus der Temperaturabhangigkeit der CD-Spektren ermittelte Schmelz- 
kurven; die analoge Auswertung des CD-Spektrums fur d(A,) erzeugt keine solche 
Schmelzkurve. 

Bei gezielten Abweichungen von der Standard-Zusammensetzung der Mess-Losun- 
gen ( 0 , 1 5 ~  NaCl, 0 , O l ~  Tris-Puffer, pH 7,O) zeigt ddGlc(A,) folgendes Verhalten: Die 
Schmelztemperatur ist in der fur Oligonucleotide des DNS-Typs bekannten Weise [ 151 
(S. 145) 1191 von der Salz-Konzentration abhangig (Fig. 3a). Im Bereich von 0,015 bis 1,5M 
NaCl nimmt sie bei ansteigender Salz-Konzentration mit einer (dT,/d In(c))-Steigung 
von +2"/(mol/l) stetig zu (Fig.3b); der Anstieg ist indessen deutlich flacher als der bei 
Watson-Crick-Oligonucleotiden des DNS-Typs beobachtete (ca. +8O/(mol/l), vgl. [20]). 
Zunehmende Mengen Harnstoffin der Mess-Losung verschieben die Schmelztemperatur 
von ddGlc(A,) - ebenfalls einem von Oligonucleotiden der naturlichen Reihe bekannten 
Verhaltensmuster entsprechend - nach tieferen Werten. In 1 6 ~  Harnstoff-Losung ist die 
ddGlc(A,)-Paarungsstruktur vollends denaturiert (Fig. 3c). 

Die Schmelztemperatur (UV) von ddGlc(A,) ist im pH-Bereich von 9 bis 5 von der 
Aziditat der Mess-Losung unabhangig, und das Oligomer uberstand jeweils das Schmelz- 
Experiment konstitutionell unbeschadet (HPLC). Nach einem Schmelz-Experiment bei 

") Polyadenylsaure bildet eine Doppelhelix unterhalb pH-Werten von 4, d. h. wenn Adenin-Kerne in protonier- 
ter Form vorliegen [I51 (S. 305) [17] [18], vgl. auch Kup.3.2. 
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Fig. 3. Einfuss der Salz-Konzentration und von Harnstoflauf die Selbstpaarung von ddGlc(A,) *) 

*) The self-pairing of ddGlc(A,) depends on salt concentration in a manner similar to that of natural (purine-py- 
rimidine-paired) oligonucleotides: T, values increase with increasing salt concentration (Fig. 3a); however, 
the slope of T, vs. h ( c )  is not as steep as that for natural oligonucleotides. On the other hand, T, values 
decrease with increasing urea concentration (Fig. 3c) ;  in 1 6 ~  urea solution ddGlc(A,) is completely denatured. 

pH 4 zeigte indessen die HPLC teilweise Zersetzung an (vermutlich Depurinisierung [21]) 
und bei einem Experiment bei pH 3,5 entsprach die (bei um cu. 10" tieferen Werten 
liegende) Schmelz-Kurve einem vollends irreversiblen Vorgang (iiber Einzelheiten vgl. [ 51 
S. 69). 

Wir haben ddGlc(A,)-Oligomere vorderhand bis zu einer Kettenlange von n = 10 
bzw. 12 hergestellt und charakterisiert. Um diesen Oligomerisationsgrad zeigte sich 
einerseits die Grenze der sauberen praparativen Abtrennbarkeit von (n - 1)-Oligomeren 
mit den von uns verwendeten HPLC-Systemen an, und anderseits stiess die UV-spektro- 
skopische Schmelzkurvenbestimmung unter Standardbedingungen beim Oligomer 
n = 12 (T,  uber 80", c = 4,6 VM) an ihre Grenzen. Aus der zugehorigen Schmelzkurve ist 
zu vermuten, dass hohere ddGlc(A,)-Oligomere ein komplexes inter- und intramolekula- 
res Paarungsverhalten aufweisen konnten. 

Unsere Befunde zur Frage der Strang-Orientierung, Strang-Multiplizitat sowie der 
thermodynamischen Daten von Adenin-Adenin-Paarungskomplexen sind weiter unten 
(vgl. Kup.2.6 und 2.7) behandelt. 

2.2. Adenin paart mit Thymin (aber schwacher als mit sich selbst). Wie Fig, 4a doku- 
mentiert, erfahrt die Schmelz-Kurve von ddGlc(A,) (Standardbedingungen) durch Zugabe 
einer aquimolaren Menge des Homothymidin-Hexamers ddGlc(T,) zur Mess-Losung 
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keine Veranderung, die resultierende Extinktionskurve erscheint im wesentlichen als 
Addition der Individualkurven von ddGlc(A,) und ddGlc(T,), indem der Extinktionswert 
fur ddGlc(T,) von der Temperatur nahezu unabhangig ist. Das Misch-Experiment mit 
ddGlc(A,) und ddGlc(T,), in welchem das Misch-Verhaltnis der beiden Komponenten 
zwischen 100: 0% und 0:100% variiert, zeigt eine lineare Abhangigkeit der UV-Extink- 
tion (260 nm) vom Misch-Verhaltnis; auch dies belegt, dass der Selbstpaarungskomplex 
von ddGlc(A,) und der Einzelstrang ddGlc(T,) unter den Mess-Bedingungen keine (UV- 
spektroskopisch sich aussernde) Reaktion miteinander eingehen (Fig. 4 ~ ) ' ~ ) .  Wie sich 
demgegenuber entsprechende Oligomere der naturlichen Reihe, d. h. die De~ameren'~) 
d(A,,) und dCT,,) bei analogem Vergleich verhalten, zeigen Fig. 4b und 4d:  hier stellt die 
Schmelz-Kurve des (1 : 1)-Gemisches nicht die Addition der beiden Individualkurven, 
sondern die Kurve eines sich aus d(A,,) und d(T,,) bildenden, bei 34" schmelzenden 
Paarungskomplexes dar, und das entsprechende (der Literatur [22] entnommene) Misch- 
Experiment (Fig. 4 4  zeigt zwei unterschiedliche, beim (1 : 1)-Verhaltnis sich schneidende 
Bereiche hearer  Abhangigkeit der UV-Extinktion vom (d(A,,)/d(T,,))-Misch-Verhalt- 
nis, was die Bildung eines Paarungskomplexes mit (1 : 1)-Paarungsstochiometrie belegt. 
Analoges dokumentiert die Gegenuberstellung der CD-Kurven von ddGlc(A,,) vs. 
d(A,,), ddGlc(T,,) vs. d(T,,) und den (1 : 1)-Gemischen ddGlc(A,,)/ddGlc(T,,) vs. d(A,,)/ 
d(T,,) in Fig. 5 sowie das in Fig. 6 wiedergegebene Verhalten der gleichen Vergleichspart- 
ner bei der Gel-Elektrophorese unter nicht-denaturierenden Bedingungen. Der Homo- 
DNS-Selbstpaarungskomplex von ddGlc(AJ4) lauft vergleichbar weit wie der (d(A,,)/ 
d(T,,))-Duplex der naturlichen Reihe. Die Oligomere ddGlc(T,,) und d(T,,) wandern 
ebenfalls vergleichbar weit, als Einzelstrange aber deutlich weiter als die Duplexe von 
ddGl~(A,,)'~) und d(A,,)/d(T,,). Im Gegensatz zu ddGlc(A,,) lauft d(A,,) offenbar als 
Einzelstrang. Ein (1 : 1)-Gemisch von ddGlc(A,,) und ddGlc(T,,) schliesslich zeigt nicht 
wie das Vergleichspaar der natiirlichen Reihe einen einheitlichen (Duplex-)Fleck, son- 
dern zwei Flecken, jenen des Selbstpaarungskomplexes von ddGlc(A,,) und jenen des 
Einzelstrangs ddGlc(T,,). 

Der erste Hinweis darauf, das es eine (Purin-Pyrimidin)-Paarung zwischen Adenin 
und Thymin (bzw. Uracil) in der Homo-DNS-Reihe gibt, hatten wir seinerzeit aus dem 

I*) Dieses Experiment wurde erst vie1 spater im Hinblick auf die Moglichkeit der Bildung eines (Adenin-Adenin- 
Thymin)-Triplexes angestellt. Fiihrte man es in Gegenwart von Mg++-Ionen (O,OSM MgCI2 anstelle von 0 , l S ~  
NaCI, vgl. z. B. [22]) durch, so beobachtete man zwei sich andeutende Bereiche quasi-hearer Abhangigkeiten 
mit leicht unterschiedlicher Steigung, die sich (schleifend) beim Verhaltnis ddGlc(A,)/ddGlc(T,) von ca. 2 : 1 
schnitten. Ein solches, auf die Bildung von (A-A-T)-Triplexen hinweisendes Verhaiten zeigte sich auch in 
orientierenden Experimenten mit ddGlc(A,,) und ddGlc(T,,) bei O", und zwar in sowohl O,OSM MgCI, als auch 
0,15111 NaC1. Das Gemisch der Decameren zeigte zwei Stufen der Schmelz-Kurve bei Misch-Verhaltnissen (A 
zu T) von sowohl2: 1 als auch 1 :1 (T,  == 20" und 75" bei ca. 10 WM). Das in Fig. 5a abgebildete CD-Spektrum 
des (1 : 1)Gemisches differenziert moglicherweise nicht zwischen dem (A-A)-Duplex und dem (A-A-T)-Triplex 
(vgl. hiezu [23]). Eine abgesicherte, experimentelle Untersuchung der Bildung ddGlc((AJ2/(T,))-Triplexen 
steht bislang aus, doch ist auf Grund der vorliegenden Anhaltspunkte zu erwarten, dass die Biidung solcher 
Triplexe unter Standardbedingungen bei genugend hoher Kettenlange (n  > 6) zum Paarungsverhalten von 
Homo-DNS-Oligonucleotiden gehort (vgl. Diskussion zu Schema 21). 
Es ist hier das Decamer anstelle des Hexamers zum Vergleich herangezogen, weil in der naturlichen Reihe 
(d(A)/d(T))-Hexamerduplexe unter den gewahlten Bedingungen unterhalb OD schmelzen, entsprechende 
(ddClc(A)/ddGlc(T))-Hexamerduplexe der Homo-DNS-Reihe jedoch um 30" (vgl. Fig. 7). 
Zur Frage der Duplex-Natur der Selbstpaarungskomplexe ddGlc(A,) (n = 4-10), vgl. Kap.2.7. 

13)  

14)  
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Paarungsverhalten von alternierend-selbstkomplementaren ddGlc(A-T)-Basensequen- 
zen bekommen. Fig. 7 zeigt die Schmelz-Kurven von ddGlc((A-T),)-Oligomeren mit 
n = 3-6: ihre Form und der sukzessive Anstieg des Schmelzpunktes vom Hexameren 
(n = 3, T, = 28") zum Dodecameren (n = 6, T, = 67") belegen die Bildung von zuneh- 
mend stabileren Paarungskomplexen. Es handelt sich hierbei offenbar um (A-T)-Paa- 
rung: die gegenuber (A-A)-Selbstpaarungskomplexen ca. dreifach hohere Hyperchromi- 
zitat und die CD-Spektren (vgl. unten) sowie der Vergleich dieser Eigenschaften mit jenen 
der Block-Oligomeren ddGlc(A,-T,,) (vgl. unten) widersprechen der formal moglichen 
Alternative einer alternierend unterbrochenen (A-A)-Paarung. Der Schar der ddGlc((A- 
T),)-Schmelz-Kurven ist eine entsprechende Kurvenschar gegenubergestellt, welche unter 
(im wesentlichen) identischen Mess-Bedingungen mit den d((A-T)J-Oligomeren der na- 
turlichen Reihe ermittelt wurde. Der Vergleich der Kurvenscharen und entsprechenden 
Schmelzpunkte exemplifiziert einen Befund, der sich in der Folge bei samtlichen experi- 
mentellen Vergleichen konstitutionell analoger Oligonucleotid-Duplexe der Homo- 

d ex [22] 

P 

0,800 - -  

0.700 c 
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Fig. 6. Gel-Elektrophorese unter 
nicht-denaturierenden Bedingungen von 
ddGlcjA,,) in Ah- und Anwrsenheit von 
ddGlC(T/,j *) 

*) Gel electrophoresis under non- 
denaturing conditions provides fur- 
ther corroboration: d(Tlo), d(A,o), 
and ddGlc(TIo) are considered to 
run as single strands, and the 1:l 
mixture of d(Alo) and d(T,,), as a 
duplex. The running position of 
ddClc(Alo) is compatible with the 
supposition that it runs as a duplex 
(and not as a higher-order complex; 
cf: further discussion below). The 
1:l mixture of ddGlc(A,,) and 
ddClc(T,o) runs as the ddGlc(AL0) 
duplex and the ddGlc(T,,) single 
strand. 
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Fig. 7. Selbstpaarung von ddGle( (A-T),)-Oligonucleotiden *) 

*) Temperature-dependent UV spectroscopy of self-complementary (referring to antiparallel strand orientation) 
(A-T),-oligomers (n = 3-6) reveals hyperchromicity curves which are analogous in the DNA and homo-DNA 
series, but which show the following deviations: melting temperatures of the (duplexes of) ddGlc oligomers are 
consistently higher by ca. 3040" than those of the corresponding d-oligomers, and the (maximal) hyperchro- 
micities are uniformly lower in the homo-DNA series (Fig. 7u, d ) .  Not shown are the data which demonstrate 
that corresponding similarities and deviations hold for the self-complementary block oligomers ddGlc(A-A- 
A-A-A-T-T-T-T-T) (henceforth, A,-T,) (T,  = 5 9 O ,  e = 48 p ~ )  and d(A,-T,) (T, = 3 3 O ,  c = 50 p ~ ) .  
Fig. 8 shows that, whereas the CD spectra of ddGlc(A,-T,) and ddGlc((A-T),) show a strong resemblance, 
they both are characteristically different from the CD spectra of ddGlc(A,) oligomers, illustrating the shift 
from adenine-adenine to adenine-thymine pairing 

DNS- und DNS-Reihe bestatigen sollte: Homo-DNS-Duplexe schmelzen durchwegs hoher 
als entsprechende DNS-Duplexe. Auf diese Eigenschaft der Homo-DNS-Oligonucleotide 
wird unten naher eingegangen (vgl. Kap. 2.7). 
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Die temperaturabhangigen CD-Spektren von (A-T)-gepaarten Duplexen der Homo- 
DNS-Reihe zeigen nicht nur (wohl kaum als uberraschend zu empfindende) Unterschiede 
zu den CD-Spektren entsprechender Oligonucleotide der DNS-Reihe, sondern sie sind 
auch in charakteristischer, fur empirisch-diagnostische Zwecke brauchbarer Art ver- 
schieden von den CD-Spektren (A-A)-paarender Oligonucleotide der Homo-DNS- 
Reihe. Fig. 8 illustriert solche Vergleiche. Die darin zum Ausdruck kommenden Unter- 
schiede innerhalb der Homo-DNS-Reihe sind ~ soweit wir bislang feststellten - fur 
(A-T(bzw. U))- vs. (A-A)-Paarung im engeren, und fur (Purin-Pyrimidin)- vs. (Purin- 
Purin)-Paarungen im weiteren Sinne reprlsentativ (vgl. unten). Ein Beispiel der diagno- 
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Fig. 8. Temperatur-ubhungige CD-Speklren von (Adenin/Thymin)-haltigen ddGlc-Oligonucleotiden *) 

*) See comments to Fig. 7. 

stischen Anwendung der CD-Spektren fur die Erkennung des im Duplex vorliegenden 
Paarungstyps gibt der in Fig. 9 enthaltene Vergleich der beiden ddGlc(A-T)-Decamere 
ddGlc(A,-T,) und ddGlc(A,-T,). Der eindeutige Wechsel des CD-Spektrums vom (A-T)- 
Paarungstyp zum (A-A)-Paarungstyp nach Ersatz der innersten Thymin-Einheit in 
ddGlc(A,-T,) durch eine Adenin-Einheit zum ddGlc(A,-T,) deutet an, dass der Duplex 
des letzteren Oligonucleotids nicht mehr (A-T)-gepaart, sondern nunmehr (A-A)-gepaart 
ist (d. h. analog wie in ddGlc(A,), vgl. F~rmelbilder'~) und CD-Kurven in Fig. 9 ) .  Dieses 
Kippen von einem Paarungstyp zum andern findet seinen Ausdruck auch im UV-spek- 
troskopischen Vergleich (Fig. 9d-f) : wahrend die Hyperchromizitat in der Schmelz- 



HILVtTICA CHI\IICA ACTA ~ V O l .  76 (1993) 273 

30, 

20 - 

10 - 

c =  11,2p~,0,15eNaCI,0.01~Tris HCIpH7,Oin H20 

f 

r, = 43" (9.8 PM) 

' 1 a ddGlc(ASTs) 
30 

20 4 
p 10 

I € 0  

fj -10 

rn 

-20 

-30 

-40 

. 5 0 + , , , , , , , , , 8 I  
210 220 230 240 250 260 270 280 290 303 310 320 [nm] 

c=  ~l.OpM,O.15MNaCI.0.01MTris HCIpH7,0mH20  
30 1 

20 

10 - 
01 

Z O  I 

0 

-10 

-20 

-30 
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 [nm] 

c =  13.8 p ~ .  0 . 1 5 ~  NaCI. 0.01M Tris HCI pH 7.0 in H20 

1 
-404 I , , I , , I , , I I 

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 [nm] 

...."........ 

0 10 20 30 40 S O  60 70 80 90 100 PC] 

% Hyperchromizitat (260 nm) 0.15M NaCI. 0.01M Tns HCI pH 7,O in H20 

Tm=54'(10.5NM) 

10 

0 10 ' 2 0  30 40 50 60 70 80 90 100 I"C1 

0 1 0  20 30 40 50 60 70 80 90 100 rCl 

Fig. 9. (Purin-Pyrimidinl- vs. (Purin-Purinl-Paarung in (AdeninlThymin)-haltigen ddGlc-Oligonucleotiden *) 

*) Both the temperature-dependent CD spectrum (Fig. 9a, b )  and the UV-hyperchromicity curve (Fig. 9d, e )  
change markedly, when the base sequence of ddGlc(A,-T,) is changed to ddGlc(A6-T4), thereby destroying the 
base sequence's self-complementarity. The CD data for ddGlc(A6-T,) clearly are indicative of A-A pairing, as 
shown by comparison with the juxtaposed CD spectrum of ddGlc(A,) (Fig. 9 c ) .  The conclusion is corrobor- 
ated by the hrperchromicity curve of ddGlc(A,-T,), which displays the low value of ca. 8%, characteristic for 
ddGlc(A,) oligomer complexes (Fig. 9f). The antiparallel strand orientation, as well as the duplex (vs. 
complexes of higher order) structure depicted in Fig. 9A are anticipatory of conclusions reached later in this 
paper. 

punktskurve von ddGlc(A,-T,) den fur (A-T)-paarende Homo-DNS-Duplexe durch- 
schnittlichen Wert von ca. 20-25 YO aufweist"), fallt diese beim Ubergang zu ddGlc(A,- 
T4) auf einen fur (A-A)-selbstpaarende Homo-DNS-Oligonucleotide charakteristisch 

Beachte die rund doppelt so hohe Hyperchromizitat des entsprechenden Oligonucleotids in der naturlichen 
Reihe (Fig. 7d und 9 d ) .  
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tiefen Wert zwischen 5-10 %. Schliesslich spiegelt sich der Wechsel im Paarungstyp auch 
noch in der Schmelz-Temperatur der Paarungskomplexe. Geht man vom T, = 51" 
(c = 12,5 p ~ )  fur ddGlc(A,-T,) aus, so ware fur ddGlc(A,-T,) bei gleichbleibendem 
Paarungstyp ein um 5-10' tieferer Wert zu envarten (ddGlc(A,-T,): T,,, = 32", c = 13,O 
p , ~  [4]); der Paarungstyp-Wechsel fuhrt indessen fur ddGlc(A,-T,) zu einem T,-Wert von 
54" (c = 10,5 pM). Die Diskrepanz zu 43" (c =9,8 pM) bzw. 47" (c = I5,l pM) fur 
ddGlc(A,) ist nur eine scheinbare, denn der T,,,-erhohende Effekt von uberhangenden 
Nucleotid-Einheiten an den Kettenenden von Duplexen ('dangling ends') ist in der 
naturlichen Reihe wohlbekannt',) und in der Homo-DNS-Reihe ebenfalls beobachtet 
(vgl. Kap. 2.3). 

Die durch den Paarungstyp-Wechsel beim Ubergang von ddGlc(A,-T,) zu ddGlc(A,- 
T,) augenfallig gewordene Existenz einer (Adenin-Thymin)-Paarung im Block-Oligomer 
ddGlc(A,-T,) widerlegt im Verein mit bereits oben erwahnten Kriterien (Schmelz-Tempe- 
ratur, Hyperchromizitat, CD-Spektren) die Alternativ-Hypothese, wonach das UV- und 
CD-spektroskopisch beobachtete Verhalten der Homo-DNS-Oligomeren des Typs 
ddGlc((A-T),) bei gegenseitiger Strang-Verschiebung um eine Baseneinheit durch eine 
jeweils von einem inerten (T-T)-Paar unterbrochene Sequenz von (A-A)-Selbstpaarungen 
zustande kommen wiirde. Die Argumentation impliziert die antiparallele Orientierung 
der Oligonucleotid-Strange in den Paarungskomplexen; diese wichtige Implikation ist 
durch die gezielten zusatzlichen Experimente gestiitzt, die im Kap. 2.6 besprochen wer- 
den. Thermodynamische Daten ausgewahlter Oligonucleotide mit (Adenin-Thymin)- 
sowie (Adenin-Uracil)-Paarung werden im Kap. 2.7 behandelt. 

2.3. Cumin paavt mit Cumin. Das Hexamer des Homo-deoxyguanosins ddGlc(G6) 
weist ein phanomenologisch ahnliches Selbstpaarungsverhalten auf wie das entspre- 
chende Hexamer des Adenins (Fig. 10). Auch hier ist das Verhalten ausgepragt verschie- 
den von dem des entsprechenden, naturlichen Oligonucleotids d(G,) : dessen UV-Hyper- 
chromizitat (250 nm, c = 11,2 p ~ ,  dT/min = 0,5"/min) steigt ab ca. 40" wendepunktslos 
auf ca. 15 % Hyperchromizitat (bei 95") an, bleibt bei Abkiihlung jedoch vorab konstant 
und fallt erst ab ca. 40" mit einem Wendepunkt um 27" auf ca. 5% Hyperchromizitat ab, 
welche dann erst nach ca. 1 h den Ausgangswert des Mess-Experiments wieder erreicht 
(Fig. 10d)17). Demgegenuber zeigt ddGlc(G,) eine ausgepragt sigmaoide, reversibel sich 
einstellende Schmelz-Kurve; sie zeigt - analog wie ddGlc(A,) - eine charakteristisch 
geringe Hyperchromizitat und eine Schmelz-Temperatur, die vergleichbar ist mit jener 
von ddGlc(A,). Die Verwandtschaft zwischen ddGlc(A,) und ddGlc(G,) ist auch durch 
den Vergleich der CD-Spektren (Fig. 1Oe und 9c)  augenfallig, und zwar insbesondere 
dann, wenn man dieselben dem CD-Spektrum eines (Purin-Pyrimidin)-Duplexes (z. B. 
ddGlc(A,-T,), Fig. 9 a )  gegenuberstellt. 

Im Unterschied zu allen anderen (bislang untersuchten) ddGlc-Oligonucleotiden liess 
sich ddGlc(G,) nicht auf ubliche Weise an einer Ionenaustausch-Saule bei pH 7 chroma- 
tographieren, wohl aber ~- wie in [26] u.a. auch fur d(G,) beschrieben - bei pH 12. 
Auch beziiglich seines Verhaltens unter Mess-Bedingungen der NMR-Spektroskopie 

16) 

17) 

Uber das Ausmass und die Begrundung des 'dangling end'-Effekts vgl. [24] und die darin zitierte fruhere 
Literatur. 
Dieses im Vergleich zu ddGlc(G6) UV-spektroskopisch vie1 komplexere Verhalten von d(G,) reflektiert 
vermutlich eine (kinetisch langsame) Bildung einer Oligo-guanosin-Tetrade, vgl. [25] (und daselbst friihere 
Literatur) sowie Kap.3.2. 
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(Kap. 3.2.2) machte ddGlc(G,) spezifische Schwierigkeiten; so war bei der hierzu notwen- 
digen Substratkonzentration (ca. 2 mM) unter Normalbedingungen infolge sukzessive 
eintretender Prazipitation des Messgutes keine zeitlich ausgedehnte NMR-Spektroskopie 
moglich. Das um zwei Nucleotid-Einheiten kurzere Oligomer ddGlc(G,) (vgl. Fig. 1Ua) 
verhielt sich hingegen chromatographisch normal. Dies traf interessanterweise auch fur 
die beiden Oligonucleotide ddGlc(G,-T,) und ddGlc(T,-G,) zu. Diese interessierten uns 
im Zusammenhang mit der Frage nach dem Einfluss uberhangender Pyrimidine ('dang- 
ling ends') auf die Paarungsstabilitat der ddGlc(G,)-Paarungskomplexe. Dabei wurde 
gefunden [27], dass am 4-Ende uberhangende Thymin-Reste auf die Stabilitat von (G-G)- 
Paarungskomplexen praktisch keinen Einfluss haben (ddGlc(G,-T,) schmilzt gleich wie 
ddGlc(G,)), wahrend zwei uberhangende Thymin-Reste am 6'-Ende von ddGlc(G,) die 
Stabilitat deutlich erhohen (vgl. Fig. ZOf). Unterschiede solcher Art im Einfluss von 
'dangling ends' auf die Duplex-Stabilitat sind bei d-Oligonucleotiden bekannt',). 

Die Reihe der bezuglich einer alternierenden (G-T)-Paarung antiparallel selbstkom- 
plementaren Homo-DNS-Oligonucleotide ddGlc((T-G),) (n = 3-5) zeigte UV-spektro- 
skopisch keinerlei Anzeichen einer Komplexierung [6]. Demnach scheint in dieser Reihe 
weder eine (G-T)-Paarung noch eine unter gegenseitiger Strang-Verschiebung mogliche, 
mit inerten (T-T)-Paaren intermittierende (G-G)-Paarung aufzutreten. Weitere experi- 
mentelle Befunde zur (G-G)-Paarung sind in Kap.2.6 und 2.7 erortert. 

2.4. Guanin paart mit Cytosin (undzwav starker als mit sich selbst). Die (G-G)-Paa- 
rung im Selbstpaarungskomplex von ddGlc(G,) wird durch ddGlc(C,) gebrochen und 
durch die thermodynamisch stabilere (G-C)-Paarung ersetzt. Der Selbstpaarungskom- 
plex wird bei Zugabe von 1 mol-equiv. des ddGlc(C,)-Einzelstrangs in den um ca. 20' 
hoher schmelzenden (1 : 1)-Mischpaarungskomplex ddGlc(G,)/ddGlc(C,) umgewandelt, 
wie aus den in Fig. 11 ersichtlichen Beobachtungen hervorgeht. Am Vergleich der 
Schmelz-Kurven des Selbstpaarungskomplexes von ddGlc(G,) und des Mischpaarungs- 
komplexes ddGlc(G,)/ddGlc(C,) (Fig. l l a )  fallt vor allem auch der Unterschied in den 
Hyperchromizitatsbereichen auf; ein solcher ist in der Homo-DNS-Reihe fur den Uber- 
gang von (Purin-Purin)-Paarungen zwischen identischen Purinen und (Purin-Pyrimidin)- 
Paarungen charakteristisch. Die (1 : 1)-Stochiometrie der Umwandlung des ddGlc(G,)- 
Selbstpaarungskomplexes in den (ddGlc(G,)/ddGlc(C,))-Mischpaarungskomplex ist 
durch das in Fig. l l b  illustrierte Ergebnis des Titrationsexperiments belegt, in welchem 
die UV-Absorption bei 280 nm von Mess-Losungen konstanten Gesamtnucleotid-Ge- 
halts, jedoch zwischen 0% und 100% komplementar sich andernden Gehalts an 
ddGlc(G,) und ddGlc(C,) ermittelt wurde. Die Lage des Schnittpunkts der beiden (appro- 
ximierten) Mess-Geraden zeigt, dass unter den verwendeten Bedingungen (0,15111 NaCl, 
pH 7,O) sich ein Duplex (oder gegebenenfalls Tetraplex), jedoch kein (UV-spektro- 
skopisch erfassbarer) Triplex bildet"). Das temperatur-abhlngige CD-Spektrum des 
(ddGlc(G,)/ddGlc(C,))-Mischpaarungskomplexes (Fig. 1 l c )  zeigt den typischen Habitus 
eines (Purin-Pyrimidin)-Paarungskomplexes, wie ein Vergleich mit den CD-Spektren der 
Fig. 8-10 belegt. 

Wahrend die Selbstpaarung von Homo-DNS-(Purin-Purin)-Oligonucleotiden gel- 
elektrophoretisch hochstens indirekt nachweisbar ist, lasst sich die Umwandlung des 

l a )  Ein orientierender Versuch rnit ddGlc(G6) und ddGk(C,) in Gegenwart von OJSM MgCI, gab einen Hinweis 
auf die Bildung nicht eines Triplexes, sondern eines Tetraplexes rnit G/C 3 :I .  vgl. [6], S. 179. 
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Fig. 11. Mischpaarung yon ddGlc(G,) mit ddGlc(C6) *) 

*) The self-pairing of ddGlc(G,) is broken, when 1 mol-equiv. of (single-stranded) ddGlc(C6) is added, according 
to UV-hyperchromicity curves (Fig. l l a ) ,  ratio-dependent UV absorption (280 nm, Oo) of ddGlc(G,)/ 
ddClc(C6) mixtures (Fig. Zlb), temperature-dependent CD spectra (Fig. I lc ) ,  and gel electrophoresis under 
non-denaturing conditions (Fig. I l d ) .  The resulting 1:l complex (Fig. I l b )  shows a CD spectrum which 
recalls, for example, that of ddGlc(A,-T,) (Fig. 8). On gel electrophoresis, both (single-stranded) ddGlc(Cb) 
and (self-paired) ddGlc(G,) run distinctly differently from their 1 :1 mixture, the ddGlc(G6) spot being 
smeared, but much less so than the corresponding spot of d(G,) which runs hardly at all under the conditions 
used. The self-complementary oligomers ddGlc((C-G)3) (T ,  = 62") and ddGlc((G-C),) (T, = 6 4 O )  have 
melting temperatures similar to that of the 1 :I complex ddGlc(G,)/ddGlc(C,) (T, = 61°, c r 50 p~), and also 
similar CD spectra [6]. 
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(Purin-Purin)-Selbstpaaruiigskomplexes ddGlc(G,) in den (Purin-Pyrimidin)-Mischpaa- 
rungskomplex ddGlc(G,)/ddGlc(C,) durch Gel-Elektrophorese unter nicht-denaturie- 
renden Bedingungen direkt sichtbar machen (Fig. 11). Unter den in solchen Experimen- 
ten verwendeten (im Vergleich zu den UV-spektroskopischen Messungen, hoheren) Sub- 
strat- und Salz-Konzentrationen (vgl. Exper. Teil) wandert der Selbstpaarungskomplex 
von ddGlc(G,) (im Unterschied zu jenem von ddGlc(A,), vgl. auch Fig. 6 nebst Fig. 11) 
nicht als einheitlicher, sondern als verschmierender Fleck") ; ddGlc(C,) wandert weit und 
als scharf umgrenzter Fleck. Das zum Vergleich geprufte Hexamere der naturlichen Reihe 
d(G,) wandert unter den Versuchsbedingungen kaum, d. h. es zeigt lediglich einen ver- 
schmierten Startfleck. Der (ddGlc(G,)/ddGlc(C,))-( 1 : 1)-Mischkomplex wandert in einer 
Laufposition, die zwischen den Positionen der Selbstpaarungskomplexe von ddGlc(G,) 
und ddGlc(A,) liegt (der Schweif des an sich scharfen Flecks durfte auf eine geringe 
Uberschuss-Menge an ddGlc(G,) zuruckzufuhren sein). 

Samtliche an ddGlc(C,) gemachten Beobachtungen (UV- und CD-Spektroskopie, 
gel-elektrophoretisches Verhalten, Fig. ii) weisen darauf hin, dass dieses Pyrimidin- 
Oligomer ebenso wie ddGlc(T,) (Fig. 4a und 6 )  unter normalen Beobachtungsbedingun- 
gen als Einzelstrang vorliegt. Die Pyrimidin-Oligomere der Homo-DNS-Reihe unter- 
scheiden sich hierin nicht von jenen der DNS-Reihe. 

Die Hexameren ddGlc((C-G),) und ddGlc((G-C),) verhalten sich beide als selbstkom- 
plementare Oligonucleotide, indem sie Paarungskomplexe bilden, die vergleichbar hoch 
schmelzen wie der (1 : 1)-Mischpaarungskomplex von ddGlc(G,)/ddGlc(C,) (62", 64" und 
61" bei c NN 50 p~). Die teniperatur-abhangigen CD-Spektren der beiden Komplexe sind 
unter sich sehr ahnlich und vom gleichen Typus wie die CD-Spektren des Mischpaarungs- 
komplexes ddGlc(G,)/ddGlc(C,) (vgl. Daten in [6], S. 177). 

2.5. Auch Adenin scheint mit Cytosin zupaaren ( d a m  aber schwacher als rnit Thymin), 
Die Prufung des UV-spektroskopischen Verhaltens von ddClc((A-C),)-Oligonucleotiden 
mit n = 3-6 hat die Tatsache aufgedeckt, dass diese in der Homo-DNS-Reihe ab einer 
genugend grossen Kettenliinge (n > 4) Paarungskomplexe bilden (Fig. 120). Dieses Ver- 
halten steht im Gegensatz zu jenem entsprechende Oligonucleotide der DNS-Reihe, wie 
Fig. 12d im Vergleich zur Fig. 12a zeigt. Die Schmelz-Temperaturen der ddGlc((A-C),)- 
Paarungskomplexe liegen (auf gleiche Konzentrationen bezogen) generell rund 20-30" 
tiefer als die der entsprechenden ddGlc((A-T),)-Komplexe, aber immerhin noch etwas 
hoher als jene der d((A-T),)-Oligomers in der natiirlichen Reihezo). Fur den Fall von 
ddGlc((A-C),) wurde nachgewiesen, dass die charakteristische sigmaoide Schmelz-Kurve 
einen intermolekularen Paarungsprozess widerspiegelt : die Schmelz-Temperaturen sind 
- wie es fur einen intermolekularen, nicht aber intramolekularen Vorgang zu fordern ist - 
im erwarteten Sinne konzentrationsabhangig (Fig. 12b und c). Auch sein CD-Spektrum 
(Fig. 12e) belegt durch seine Temperatur-Abhangigkeit den Paarungsprozess. Ein in jeder 
Beziehung analoges Verhalten wurde in der invers-isomeren Reihe der ddGlc((C-A),)- 
Oligonucleotide (n = 3-6) beobachtet (Einzelheiten vgl. [7]). 

19) 

*O) 

Vgl. in diesem Zusammenhang das Verhalten von ddGlc(G6) hei HPLC (vgl. oben) sowie unter den Mess- 
Bedingungen der NMR-Spektroskopie (Kap. 3.2.2). 
So z. B. schmilzt d((A-T),) bei 24" bei c = 8,9 +M unter sonst gleichen Bedingungen; vgl. auch Fig. 7;  die 
Konzentrationen sind dort jedoch hoher. 
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Fig. 12. Selbsrpaurung von ddGlc( (A-C),)-Oligonucleotiden *) 

*) ddGlc((A-C),) oligomers (n > 3) show clean-cut pairing, according to temperature-dependent UV (Fig. I2u- 
c )  and CD spectroscopy (Fig. 12e), in sharp contrast to the corresponding oligomers in the natural series 
(Fig. 124.  According to T, values, the pairing of ddGlc((A-C)(,)) oligomers, is distinctly weaker than that of 
corresponding ddGlc((A-T),,) oligomers, whereas their CD spectra are of similar type. However, the CD 
spectra of ddGlc(As-C5) are reminiscent of those of ddGlc(A,) (adenine-adenine pairing, Fig. Id), whereas the 
spectra of ddGlc(A,-T,) resemble those of ddGlc((A-T),) (A-T pairing, Fig.8). Scheme 2 gives an interpreta- 
tion of these observations, considering the existence of a specific A-C pairing as very probable, but the 
(formally possible) alternative of interrupted A-A pairing in ddGlc((A-C)(,)) oligomers as not rigorously 
excluded. 
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Der Typus des CD-Spektrums des Paarungskomplexes von ddGlc((A-C),) ist ahnlich 
jenem des CD-Spektrums von ddGlc((A-T),) (Fig. S), aber klar verschieden vom Typ des 
CD-Spektrums z. B. des ddGlc(A,,)-Selbstpaarungskomplexes (Fig. 8). Umgekehrt ist 
aber das CD-Spektrum des bei 35" (c = 7 FM) schmelzenden Block-Oligomers ddGlc(A,- 
C,) nicht dem Spektrum des entsprechenden Block-Oligomers ddGlc(A,-T,), sondern 
jenem des Selbstpaarungskomplexes von ddGlc(A,,) (Fig. 8) ahnlich. Hieraus darf gefol- 
gert werden, dass im Unterschied zu ddGlc(A,-T,) im Block-Oligomer ddGlc(A,-C,) die 
Komplexierung durch eine (A-A)-Selbstpaarung, und nicht durch eine (Purin-Pyrimi- 
din)-Paarung zustande kommt. Analoges gilt fur ddGlc(A,-C,) (T,  = 16", c = 10 p ~ ,  vgl. 

Beim Selbstpaarungskomplex mit ulternierender (Adenin-Cytosin)-Sequenz 
ddGlc((A-C),) konnte es sich auf Grund des CD-Spektrums sehr wohl um eine spezifische 
(A-C)-Paarung handeln. Da diese schwacher zu sein hatte als die (A-T)-Paarung (vgl. 
Schmelz-Temperaturen, Fig. 12u), ware das Umkippen in die (A-A)-Paarung im Kom- 
plex des isomeren Block-Oligomers ddGlc(A,-C,) plausibel (Schema 2). Die Alternative 
einer intermittierenden (A-A)-Paarung mit Strang-Verschiebung in ddGlc((A-C),) und 
analogen Oligomeren ddGlc((A-C),) kann allerdings nicht eigentlich ausgeschlossen wer- 
den; indessen betrachten wir eine solche, von einem neutralen (Pyrimidin-Pyrimidin)- 
Paar unterbrochene (Purin-Purin)-Paarung aus zwei Grunden als eher unwahrscheinlich: 
erstens weil eine analoge Paarung in der Reihe ddGlc((T-G),) (n = 3-5) UV-spektrosko- 
pisch nicht beobachtet wird (vgl. Kup. 2.3), obwohl sich dort eine konstitutionell und 
energetisch analoge Gelegenheit dazu bote, und zweitens weil der z. B. von ddGlc((A-C),) 
gezeigte Betrag an Duplexierungsenthalpie (vgl. Tub. I ,  Nr. 9 ) ,  der sich in der (A-A)-Paa- 
rungsversion im wesentlichen auf sechs (A-A)-Paarungen beziehen miisste, sich mit der 
fur ddGlc(A,) ermittelten Duplexierungsenthalpie (vgl. Tub. I, Nr. I I )  schwerlich vertra- 
gen wiirde. 

P-1). 

Schema 2. Verg1eic.h der Selbstpuarirng von ddGlc[A,-T3) und von ddGir[A,-C,) *) 

ddGlC( A-A-A-A-A-T-T-T-T-T 
( G b d d G l c  

ddGlC( A-A-A-A-A -T-T-T-T-T) - 
(T-T-T-T-T- [ Z b d d G l c  

- 
7 ddGlc( A-C-A-C-A-C-A-C-A-C 

( r b d d G l c  
ddGlC( A -C- A 6 -  A -C- A -C- A -C) 

( C - ~ - C - ~ - C ~ - C - ~ - C - ~ d d G l c  - 
*) See comments to Fig. 12. 

Fig. 13 zeigt noch das Ergebnis eines Experiments, das nach Kenntnis der Eigenschaf- 
ten von (A-C)-Sequenzen in der Homo-DNS-Reihe im Hinblick auf die Frage nach einem 
chemischen Nachweis der Strang-Orientierung bei der (A-A)-Selbstpaarung durchge- 
fiihrt worden ist. Im Ruckblick steht das Ergebnis als erganzende Illustration der Anti- 
parallelitat der (A-A)-Paarung, wie sie aus den spater durchgefuhrten Experimenten mit 
(A-G)-Sequenzen mit einem hoheren Grad an Verlasslichkeit gefolgert werden konnte 
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10 - 
. a  

8 -  

6 -  ......... ..... ..... ... .... 4 -  

." --...- .... .. -. .. *" ddGlc(A,C,Ap) (9.4 p ~ )  
2 -  . .- 
0. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

10 - 
. b  

8 -  

.... 
8 -  .... ..... 

+ %  

-... +...... w.... 

.. 
4 -  

ddGlc(A2C3A4) (9.6 PM) 
2- 

, .a* 

0. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

10 
, c  ....... ....... 8 -  ..... ..... ... ......... ...... 

I.. 

6 -  

4 -  .* ddGlc(A-A-A-A-C-C-C-A-A) 
( A-A- A-A-C-C-C-A-A)ddGlC 

* - ..' r, = 21 0 (8.2 PM) .... .... 

*) This experiment anticipates other (and more significant) experiments discussed below, demonstrating strand 
orientation in A-A pairing. The complex formed upon mixing equimolar amounts of ddGlc(A,-C,-A,) and 
ddGlc(A2-C,-A,) is - according to T,,, values - more stable than the self-paired complexes of the two 
components. Since the former (as well as the latter [7]) have CD spectra characteristic of A-A-paired 
complexes (Fig. 13d), the higher stability of the former points to antiparallel strand orientation in A-A pairing; 
the stability relationship could be expected to be reversed, were A-A pairing to prefer parallel strand 
orientation. 

30 

20 

10 - 
g o  
0 

-10 

-20 

-30 

(vgl. Kap. 2.6). Die Selbstpaarungskomplexe2') der beiden Komponenten (Fig. 13a und b )  
sind unstabiler als der (1 : 1)-Mischpaarungskomplex (Fig. 13c), dessen CD-Spektrum 
(Fig. 13d) ihm eindeutig den Konstitutionstyp der (A-A)-Paarung von ddGlc(A,)-Selbst- 
paarungskomplexen zuweist. Wurde die (A-A)-Paarung paralleIe Strang-Orientierung 
bevorzugen, hatte das Umgekehrte beobachtet werden mussen (vgl. die Erorterungen im 
Kap. 2.6). 

2.6. Sowohl (Purin-Pyrimidin)- als auch (Purin-Purin)-Paarungen bevorzugen anti- 
parallele Strang-Orientierung. Die gegenlaufige Anordnung der Ruckgrat-Ketten ist bei 
Oligonucleotid-Duplexen der natiirlichen Reihe die Norm. Dass indessen eine Parallel- 
Paarung durchaus existiert, wenn die Komplementaritat der Basensequenzen sich spezi- 
fisch auf eine parallele und nicht auf eine antiparallele Anordnung der Ruckgrat-Ketten 
bezieht, ist in letzter Zeit an verschiedenen Beispielen gezeigt worden 1281. Wir haben die 

~~ 

'I) Dass solche Komplexe unter den Mess-Bedingungen vorliegen, zeigen die CD-Spektren (vgl. Abbildungen in 
[7]), welche den CD-Spektren von ddGlc(A,)-Selbstpaarungs-Komplexen ahnlich sind. 

11 
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Antiparallelitat der Basenpaarung in Homo-DNS-Oligonucleotiden nicht einfach aus 
Analogiegrunden vorausgesetzt, sondern durch speziell entworfene Paarungsexperi- 
mente mit spezifisch antiparallel vs. parallel komplementiren Basensequenzen experi- 
mentell nachgepruft. Fur die bislang besprochenen (Purin-Pyrimidin)-Paarungen des 
Typs ddGlc((Purin . Pyrimidin),,) und ddGlc((Purin), . (Pyrimidin),) weist zwar die be- 
obachtete Selbstkomplementaritat der Sequenzen rnit Nachdruck auf den antiparallelen 
Paarungsmodus hin, doch konnten - wenigstens grundsatzlich - auch Parallel-Paarungen 
fur zumindest einen Teil der Beobachtungen stehen"). Fur die bislang besprochenen Falle 
von (Purin-Purin)-Paarungen hingegen geben die bisherigen experimentellen Beobach- 
tungen (von der Vonvegnahme jener in Fig. 13 abgesehen) bezuglich der Strang-Orientie- 
rung antiparallel vs. parallel keine Auskunft. 

Schema 3 illustriert das Konzept und Fig. 14 die Ergebnisse eines Experiments, dessen 
Zielsetzung die Entscheidung daruber ennoglicht, ob in der Homo-DNS-Reihe eine aus 
den vier naturlichen Basen Adenin, Guanin, Thymin und Cytosin bestehende Basen- 
sequenz fur die (Purin-Pyrimidin)-Paarung die antiparallel-komplementare oder die par- 
allel-komplementare Partner-Sequenz vorzieht. Zu diesem Zweck wird das Oligonucleo- 
tid mit der weder antiparallel- noch parallel-selbstkomplementaren Sequenz ddGlc(A-A- 
C-T-A-C-T) in einem der Experimente rnit dem Partner-Oligonucieotid ddGlc(T-T-G-A- 
T-G-A) rnit parallel-komplementarer Basensequenz hybridisiert und in einem zweiten 
Experiment mit dem Partner ddGlc(A-G-T-A-G-T-T), dessen Basensequenz antiparullel- 
komplementar zur ersten Sequenz i ~ t * ~ ) .  Der Vergleich der UV-spektroskopisch ermittel- 
ten Schmelz-Kurven (Fig. 14a) zeigt vollig eindeutig die Bevorzugung der antiparallelen 
Strang-Orientierung (T, des antiparallelen Duplexes 42" vs. ca. loo beim Alternativ-Ex- 
periment, vgl. auch Fussnote 23). Gleiches bezeugt ein Gel-Elektrophorese-Experiment 
(Fig. 146): das (1 : 1)-Gemisch der zwei Oligonucleotide rnit parallel-komplementlrer 
Basensequenz zeigt identisches Laufverhalten wie die beiden Komponenten, wahrend das 

Schema 3. Experiment m r  Frage dcr Strung-Orientierung in ( A - T I -  irnd (G-C)-gepacrrten ddGlc-Oligonucleotiden*) 

4-Ende 

4-Ende antiparallel 1 komplementar 

parallel ddGlC(A-A-C-T-A-C-T) 

komplementar [ ddGlc(T-T-G-A-T-G-A) 

(T-T-G-A-T-G-A)ddGlc A 
4-Ende 

*) The sequences of three ddGlc oligomers which are not self-complementary, but mutually complementary with 
respect to purine-pyrimidine pairing, depending on whether the strand orientation is antiparallel or parallel. 
Relative stabilities of corresponding 1 : 1 complexes are expected to demonstrate whether purine-pyrimidine 
pairing in the homo-DNA series prefers antiparallel or parallel strand orientation. 

So z. B. konnten Basensequenzen des Typs ddGlc((A-T),) dadurch parallel paaren, dass nach gegenseitiger 
Strang-Verschiebung um eine Mononucleotid-Einheit anstelle von 2n antiparallel angeordneten Paarungen 
(2n - 1) parallel angeordnete (A-T)-Paarungen mit einem iiberhangenden A-Mononucleotid am 6-Ende und 
einem iiberhangenden T-Nucleotid am 4'-Ende vorliegen wiirden. Die in Fig. 9 illustrierten UV- und CD- 
Spektren von ddGlc(A,-T,) und ddGlc(A,-T,) sind indessen rnit einer parallelen Strang-Orientierung der 
(A-T)-Paarung nicht vereinbar, lassen aber diese Frage beziiglich der (A-A)-Paarung offen. 
Die beiden Gudnin-haltigen Partner-Nucleotide sind zwar formal nicht-seibstkomplementar, zeigen jedoch 
schwache Selbstpaarung rnit T,-Werten von weniger als 20" (c z 10 PM). 
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% tiyperchramizilat (260 nm) 0 . 1 5 ~  NaCI. 0 , 0 1 ~  Tris HCI pH 7.0 In H70 
20 

a ................ ....... .- 
ddGlc(A-A-C-T-A-C-T) 

l5 1 (T-T-G-A-T-G-A)ddGIc.' 
antiparallel, T,= 4 2 O  (10 PM) * 

ddGlc (A-A-C-T-A-C-TI 10 
ddGlc iT-T-G-A-T-G-Aj 
parallel (1 t p ~ )  ......... Y ...... " ........ .............. n. ... ,.a. 

. .' ...... .- _.. .... "......*. 
0 10 20 30 40 50 80 70 80 90 100 ["C] 

Fig. 14. Experiment zur Frage der Strung-Orientierung in 
(AIT)- und (GIG)-gepaarten ddGlc-Oligonucleotiden *) 

20% Palyacrylamid, 0,09M Tris'E(0H)g. 0.05M MgC12 
4 nM Oligonukleotld/Bahn, 10 W. 15 h. RT. Detektion 
mil 'stains all. 

*) Both the T, values from UV-hyperchromicity curves and the gel-electrophoretic behavior under non-denatur- 
ing conditions, of the two complexes formed upon mixing equimolar amounts of the ddGlc oligomers 
presented in Scheme 3, demonstrate that antiparallel strand orientation is preferred for purine-pyrimidine 
pairing in the homo-DNA series. The partners of these two I :1 complexes themselves show self-pairing to a 
degree (cf. [7]) that corresponds to T, values of less than 20' (c sz 10 p ~ ) .  An analogous strand orientation 
test, with the same result, has been carried out with ddGlc(T-A-A-A-T-A-T-T) and the two corresponding 
partner sequences (cf: [4]). 

(1 : 1)-Gemisch der Oligonucleotide mit antiparallel-komplementarer Basensequenz of- 
fenbar als eine neue Spezies (Duplex) Iauft, indem es einen im wesentlichen einzigen 
Lauffleck zeigtZ4), der in seiner Position mit keinem der Flecken der individuellen Oligo- 
nucleotid-Partner identisch ist. 

Ein solcher spezifischer Nachweis der Antiparallelitat der (Purin-Pyrimidin)-Paarung 
war vorgangig fur die (Adenin-Thymin)-Sequenz ddGlc(T-A-A-A-T-A-T-T) durchge- 
fuhrt worden. Infolge der Eigenschmelzpunkte der drei zugehorigen Partnersequenzen 
(Einzelheiten vgl. [4] S. 100-1 10) war der UV-spektroskopische Nachweis der Paarungs- 
antiparallelitat in dieser Reihe weniger augenfallig, um so mehr jedoch der Gel-Elektro- 
phorese-Test, bei welchem das (1 : 1)-Gemisch der antiparallel-komplementaren Oligonu- 
cleotide ddGlc(T-A-A-A-T-A-T-T) und ddGlc(A-A-T-A-T-T-T-A) als ein durch sein 
Laufverhalten sehr deutlich erkennbarer Duplex wanderte, wahrend das (1 : 1)-Gemisch 
von ddGlc(T-A-A-A-T-A-T-T) und der parallel-komplementaren Sequenz ddGlc(A-T- 
T-T-A-T-A-A) sich zweifleckig als Gemisch der Individual-Oligonucleotide verhielt (vgl. 
Abbildungen in [4]). 

Die beiden (Purin-Purin)-Paarungen Adenin-Adenin und Guanin-Guanin verlangen 
ebenfails eine antiparallele Strang-Orientierung. Wir schliessen dies aus der Gesamtheit 
unserer Beobachtungen uber das Paarungsverhalten von rein purinischen (Adenin-Gua- 
nin)-Sequenzen, die wir einerseits zur Abklarung der Frage nach der stereochemischen 
~~ 

24) Der schwache Nebenfleck entspricht in seiner Position dem Laumeck von (T-T-G-A-T-G-A)ddGlc, das im 
( 1  :I)-Gemisch des Experiments offenbar in geringem Uberschuss anwesend war. 
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Kompatibilitat der beiden Homopurin-Paarungen und andererseits im Hinblick auf die 
Frage nach der Beobachtbarkeit einer gemischten (A-G)-Paarung gezielt hergestellt 
haben. Die beiden Homopurin-Paarungen erwiesen sich in der Tat als stereochemisch 
kompatibel, d. h. innerhalb eines Oligonucleotid-Stranges ohne erkennbaren Unterschied 
der Paarungsqualitat miteinander kombinierbar. Bei diesen Versuchen haben wir keinen 
authentifizierten Fall einer Heteropurin-Paarung Adenin-Guanin angetroffen; falls eine 
solche uberhaupt in bislang untersuchten Paarungsbeispielen auftritt (und nicht durch 
alternativ mogliche Homopurin-Paarungen simuliert wird), muss sie jedenfalls deutlich 
schwacher sein als die beiden Homopurin-Paarungen. Die hier zugehorigen Experimente 
sind die folgenden. 

Unter Bedingungen, da die Selbstpaarungskomplexe der homopurinischen Hexame- 
ren ddGlc(A,) und ddGlc(G,) hohe Schmelz-Temperaturen von (z.T. uber) 40" aufweisen, 
zeigen die beiden gemischt-purinischen Block-Oligomeren ddGlc(A,-G,) und ddGlc(G,- 
A,) Schmelz-Kurven, deren zugehorige Schmelz-Temperaturen in beiden Fallen sehr tief, 

15 . 
: 
. 

l o  1 

% Hyperchromlzltat (260 nm) 0 . 1 5 ~  NaCI. 0 . 0 1 ~  Tris HCI pH 7.0 in H20 % Hyperchromizitat (260 nm) 0 , 1 5 ~  NaCI, 0 . 0 1 ~  Tris HCI pH 7,O In H20 

................ " 
ddGlc(Gq-Aq) -....' .. ..* r,,, = 29" (8.6 $ 1 ~ )  .......................... 
ddGlc(A4-Gq) -.*"" 
Tm = 29' (8.3 liM) . .* ddGlc(A44q) + ddGlc(Gq-Aq) .. . . r, = 50" ( E . z ~ M )  

*,- I 
. .  
0 

.............. 

60 4 0  50 70 ao pc] 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 ["C] 0 10 20 30 

0.615 

0,610 

0.605 

0,600 

0,595 

0,590 

0.585 

AbsorDlion bet 260 nm 120") 

0 10 20 30 40 50 6 0  70 80 90 100 %ddGlc(A3-G3) 
100 90 80 70 60 50 40 3Q 20 10 0 'IQddGlc(G3-Ag) 

Fig. 15. Mtrcliung von ddGlc(G,-A,) und ddGlc( A,-~;,)-Oli6.onu~Ieotideti *) 

*) ddGlc(G,-A,) and ddGlc(A,-G,) together form a 1 :1 complex (Fig. 15c) which is more stable than the 
self-pairing complexes of both hexamers (Fig. 1 5 ~ ) .  The corresponding two octamers ddGlc(G,-A,) and 
ddGlc(A4-G,) show analogous behavior (Fig. 1%). That the hyperchromicity curves of the latter two oligo- 
mers (T,* = 2 9 O )  are due to intermolecular complexation has been checked by the concentration dependence of 
their T, values [6]. The CD spectra reproduced in Fig. 16 indicate that all complexation involved is based on 
purine-purine pairing. The gel-electrophoretic behavior of these complexes (Fig. 1 7 )  corroborates the conclu- 
sions drawn. 
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d. h. im Bereich oberhalb 0" und unterhalb 15" liegen. Demgegenuber schmilzt dus (1: l ) -  
Gemisch der beiden Hexumeren unter sonst gleichen Bedingungen (c  = 8,4 p ~ )  bei 26" 
(Fig. 15a). Analoges Verhalten zeigen die beiden entsprechenden Octameren ddGlc(A4- 
G4) und ddGlc(G,-A,); bei ihnen liegen beide Individual-Schmelztemperaturen bei 29" 
und die Schmelz-Temperatur des (1 :l)-Gemisches bei 50" (Fig. 15b). Dass bei den beiden 
bei 29" schmelzenden Komplexen es sich um inter molekulare Selbstpaarungen handelt, 
wurde durch Nachweis der Konzentrationsabhangigkeit der Schmelz-Temperatur iiber- 
priift [6]. Fur die Mischkomplexierung ddGlc(A,-G,)/ddGlc(G,-A,) ist die (1 : 1)-Stochio- 
metrie durch Verfolgung des Verlaufs der UV-Absorption der Gemische bei 260 nm/20" 
(Gesamtkonzentration der Hexameren 8 p ~ )  in Abhangigkeit zur Gemisch-Zusammen- 
setzung nachgewiesen (Fig. 1 5 ~ ) .  Die temperatur-abhangigen CD-Spektren (Fig. 16) glei- 
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c = 8.2 pu, 0.15~ NaCI, 0.01M Tris HCI pH 7.0 in H20 c =  8.2 p ~ .  0 , 1 5 ~  NaCI. 0.01~ Tris HCI pH 7.0 in Ha0 
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-30 -15 

U 
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210 220 230 240 250 280 270 280 290 300 310 320 [nm] 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 [nm] 

c = 8.2 pM. 0,15M NaCI, 0.01M Tris HCI pH 7.0 In HpO c ~ 6 . 4 ~ ~ . 0 , 1 5 ~ N a C I . 0 . 0 1 m T r i s - H C I p H 7 , 0 1 n H ~ 0  

Fig. 16. Terperutur-abhatrgige CD-Spektren der Setbsr- und ~ischpuurungskomp~ex~ 
von ddGlc(G,-A,)- und ddGlc(A,-G,)-Oligonucleotide *) 

*) See comments to Fig. 15. 

chen in ihrer Struktur in beiden Versuchsreihen den CD-Spektren der homopurinischen 
Selbstpaarungskomplexe von ddGlc(A,) (Fig. I d )  und ddGlc(G,) (Fig. IOe), und zwar gilt 
dies sowohl fur die Selbstpaarungskomplexe von ddGlc(A,-G,) und ddGlc(G,-A,) (n = 3 
und 4) als auch fur deren Mischpaarungskomplexe ddGlc(An-G,)/ddGlc((Gn-A,) (1 : 1). 
Schliesslich wird die Bildung anscheinend einheitlicher Mischpaarungskomplexe in 
beiden Versuchsreihen auch durch die in Fig. I 7  reproduzierten Gel-Elektrophorese- 
Diagramme augenfallig demonstriert. 
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20% Polyacrylamid, 0 . 0 9 ~  Tris B(OH13. 0.05M MgClZ 

15 h. RT , Detektion mit 'stains all' 
4 nM (brw rechls 3 nM) Ol!qonudeotidlBahn. 7 W. 

Fig. 1 I .  Gel-elektrophoretisches Verhalten der Selbst- und Mischpaarungskamplexe 
yon ddGlc(G,,-A,)- und ddGlr(A,-G,)-Oligonucleotide*) 

*) See comments to Fig. IS. 

Sind in der Reihe der ddGlc(A,,-GJ- und ddGlc(G,-A,)-Oligomeren die Mischpaa- 
rungskomplexe eindeutig stabiler als die entsprechenden Selbstpaarungskomplexe der 
individuellen Oligonucleotide, so zeigen die Hexameren mit den palindromischen (Ade- 
nin-Guanin)-Sequenzen ddGlc(A,-G,-A,) und ddGlc(G,-A,-G,) das gegenteilige Verhal- 
ten. Dies belegen die in Fig. 28 zusammengefassten experimentellen Beobachtungen. 
Insbesondere weist das gel-elektrophoretische Experiment nach, dass sich die beiden 
Selbstpaarungskomplexe der individuellen Oligonucleotide im (1 : 1)-Gemisch nicht in 
einen Mischpaarungskomplex umwandeln. 

Fur die Interpretation der in den Fig.15-18 behandelten Befunde hat man davon 
auszugehen, dass man vorab nicht weiss, ob erstens eine heteropurinische Paarung 
Adenin-Guanin gegenuber den homopurinischen Paarungen Adenin-Adenin und 
Guanin-Guanin bevorzugt ist, ob zweitens auch hier der antiparallele Paarungsmodus 
dem parallelen Modus uberlegen ist und ob drittens gegebenenfalls gar das eine fur das 
erste und das andere fur das zweite (und umgekehrt) zutrifft. Von der begrundeten 
Vorau~setzung~~) ausgehend, dass es sich bei diesen in beiden Versuchsreihen beobachte- 

2 5 )  Es ist dies eine Extrapolation der experimentell begriindeten Auffassung, wonach es sich in den (Purin-Purin)- 
Selbstpaarungs-Komplexen ddGlc(A,) sowie ddGlc((A-G),) (vgl. Kap. 2.7und 3.2) um Duplexe handelt. Fur 
den Mischpaarungs-Komplex ddGlc(A3-G3)/ddGlc(G3-A,) wurde explizite ausgeschlossen, dass es sich um 
einen Komplex mit ungerader Paarung-Stochiometrie (2. R. einen Triplex) handeln konnte (vgl. Fig. 15) .  
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% Hyperchromizlfal(260 nm) 0 . 1 5 ~  NaCI. 0 . 0 1 ~  Trls HCI pH 7 0 In H70 c =  11.8pM.0.15MNaCI.0.01MTris HCIpH7,OmHpO 

5 -  . ....... . ... ... ..". ... . . .. . . .. 
4 -  

3 -  ..' ddGlc(AAGGAA) 
2 -  r, = 27" (7.9 pM) 

% Hyperchromiritat (260 nm) 0.15M NaCI, 0 . 0 1 ~  Tris HCI pH 7.0 in H20 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 ["C] 

Hyperchromizilat (260 nm) 0.15M NaCI, 0.01M Tris HCI pH 7.0 In H20 

2 I , , . , .:!.-, , dd:A( ddGlc(GGAAGG) :Gy: +, 1:i , , , 

0 ..*. 

7, = 28" (7.9 pM) 

1 

..* .... 
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 ["CI 

25 , 1 

-25 -20 ~ 
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c =  11,8p~,0,15~NaCI.O,01~Tris HCIpH7,On H20 
25 

2o ddGlc(GGAAGG) 2" 
A 15" 15 
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-1 5 

-20 

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 [nm] 

20% Polyacrylamid, 0.09M Tris B(OH)g, 0.05~ MQCI 
4 n~ OligonucleottdlBahn, 7 W, 15 h, RT , Deleklion 
mil 'slain5 all' 

Fig. 18. Selbstpaarung der palindromischen Oligonucleotide ddGk(  A2-G,-A,) und ddGlc(G,-A,-G,) *) 

*) UV-Hyperchromicity curves and gel-electrophoretic behavior under non-denaturing conditions, of the palin- 
dromic oligomers ddGlc(A-A-G-G-A-A) and ddGlc(G-G-A-A-G-G) indicate that the self-pairing complexes 
of both oligomers (T,  = 2 7 O  and 29', respectively) do not disproportionate to a more stable complex on 1 : 1 
mixing, in sharp contrast to the oligomers of Fig. 15-17. The self-pairing of the palindromic sequences is 
reflected in CD spectra (Fig. 18d, e )  which are characteristic for homo-DNA purine-purine pairing (see Fig. Id 
and 10e). The observations summarized in Fig. 15-18 point to a spatial compatibility of adenine-adenine with 
guanine-guanine pairing in homo-DNA complexes. 

ten Selbst- und Mischpaarungskomplexen durchwegs um Duplexe handelt, zeichnet 
Schema 4 den Weg der Argumentation nach, welche zur Schlussfolgerung der antiparalle- 
len homopurinischen Paarung fuhrt. 

Unabhangig davon, welcher der in Schema 4a links aufgefiihrten, grundsatzlich mogli- 
chen Paarungstypen fur die Selbstpaarungskomplexe der Oligonucleotide ddGlc(A,-G,) 
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und ddGlc(G,-A,) tatsachlich zutrifft (Analoges gilt fur ddGlc(A,-G,) und ddGlc(G,-A,)), 
ist aus der in dieser Reihe beobachteten Tatsache der bevorzugten Bildung eines Misch- 
paarungskomplexes (Duplexes) zu schliessen, dass antiparallele Heteropurin-Paarungen 
oder parallele Homopurin-Paarungen weniger stabil sind als antiparallele Homopurin- 
Paarungen oder parallele Heteropurin-Paarungen. Diese Folgerung gilt rigoros auch 
dann, wenn die Selbstpaarungskomplexe der Komponenten nicht als sechsfach gepaarte, 
sondern nur als dreifach gepaarte Duplexe mit verschobenem Paarungsrahmen (Schema 
4 b )  vorliegen. In diesem Fall musste der Mischpaarungskomplex ohnehin stabiler sein, 
da dieser den jeweils gleichen Paarungsmodus sechsfach statt dreifach anbietet; er ware 
damit jedenfalls auch stabiler als die in Schema 4a aufgefuhrten Selbstpaarungskom- 
plexe. In der Reihe der palindromischen Hexameren ddGlc(A,-G,-A,) und ddGlc(G,-A,- 
G,) verhalten sich die individuellen Strange als selbstkomplementar und bilden Selbst- 
paarungskomplexe (Duplexe), die als solche stabiler sind als beide in Frage kommenden 
Mischpaarungskomplexe (Schema 4 c ) .  Dies muss heissen, dass antiparallele oder paral- 
lele Homopurin-Paarungen stabiler sind als antiparallele oder parallele Heteropurin-Paa- 
rungen. Die Kombination der beiden Folgerungen aus den beiden Versuchsreihen fuhrt 
zur Schlussfolgerung, dass unter den vier Paarungsmodi homopurinisch-parallel, homopuri- 
nisch-antiparallel, heteropurinisch-parallel und heteropurinisch-antiparallel der Modus 
der antiparallelen Homopurin-Paarung (ceteris paribus) der stabilste ist. Die (AIAJ-  und 
(GIG) -Paarungen der Homo-DNS-Reihe verlangen demnach antiparallele Strang- 
Orientierung. 

Schema 5 .  Weitere Beispiele von ( A I A ) -  und IGlG)-gepaarten ddGlc-Duplexen *) 

< 15" ( 7 . 0 ~ ~ )  ddGlC(A-A- G-A-G -G 
G-(GAGI- A- A)ddGlc 

< 10" (7.9pM) 

ddGlc( A-A-G-A-A -G) 
( G - F b d d G l c  34'' (14.8 VM) 

31" ( 1 3 . 2 ~ ~ )  ddGlc(A- A-G-A-G-A 
( L 1 A ) d d G l c  

*) Further adenine- and guanine-containing ddGlc oligomers which have been shown by UV-hyperchromicity 
measurements to pair with themselves (see T,  values) and (in the case of the first two sequences) to form a 
mixed 1 : 1 complex which is more stable than the self-pairing complexes of the partner strands. All complexa- 
tion can be interpreted consistently as based on quasi- isomorphic adenine-adenine and guanine-guanine pairs 
with antiparallel strand orientation and (with the exception of the mixed complex) frame-shifts to maximize 
the number of purine-purine pairs. The mutual pairing behavior of the oligomers ddClc(A-A-G-A-G-G) and 
ddGlc(G-G-A-G-A-A) as well as of ddGlc(A,-G,) and ddGlc(G3-A,) excludes the possibility that adenine- 
guanine pairing is being dealth with (cf [6]). 



290 HELVEITCA CHIMICA ACTA ~ VOl. 76 (1993) 

In Schema 5 sind weitere (Adenin-Guanin)-Sequenzen aufgefiihrt, welche wir im Zuge 
der Untersuchungen iiber die Homopurin-Paarung in der Homo-DNS-Reihe hergestellt 
habe#). Alle diese Sequenzen bilden gemass ihrer UV-spektroskopisch bestimmten 
Schmelz-Kurven Selbstpaarungskomplexe, die beiden erstaufgefiihrten Sequenzen zu- 
dem einen (hoher schmelzenden) Mischpaar~ngskomplex~~). Die Komplexe sind hier als 
antiparallel-gepaarte Duplexe mit maximaler Zahl von Homopurin-Paarungen formu- 
liert, was bei samtlichen Selbstpaarungs-Komplexen eine gegenseitige Verschiebung des 
Sequenzrahmens erfordert. Die Basensequenz ddGlc((A-G),) mit regelmassig alternie- 
renden (Adenin-Guanin)-Basen bildet einen Duplex, den wir 'H- und "P-NMR-spektro- 
skopisch naher charakterisiert haben (Kap. 3.2.3); Fig. 19 zeigt seine UV- und CD-spek- 
troskopischen Kenndaten im Vergleich mit den entsprechenden Daten des Hexamers 
d((A-G),) der natiirlichen Reihe. 

c 

% 1 
€ 

f 

4 

2 

. . . . . . . . . .  

rchromtzitat (260 nm) 0.15M NaCI. 0.01M Tris HCI pH 7.0 In Ha0 % Hyperchromizitat (260 nm) 0 . 1 5 ~  NaCI, 0 . 0 1 ~  Tris HCI pH 7.0 In H: 

............ ... ... .... 
a*.. 

* .. .*.. 
ddGlc[(A-G)Q] 
T,,,=35"(14,6p~) 

*..' 

13 

10 

5 - P 
I E O  
0 

3 

-10 

30 
( 

...... 
l o \ ,  , , ;., ....... , , ;.; , , , , , , , , , 

....... 
*** 

I"Cl 0 10 20 30 40 50 60 7 0  80 90 100 PC] 

c =  14.5 pM. 0,15M NaCI. 0 . 0 1 ~  Tris HCI pH 7,O m H20 
30 

20 

10 - 
n - E 0  

- ,o 
a 

-20 

-15 -30 
210 220 230 240 250 260 270 260 290 3w 310 320 [nm] 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 : 

Fig. 19. Vergleich von ddGlc((A-G),) mit dj(A-G),) *) 

*) The self-pairing of ddGlc((A-G),) compared with the behavior under similar conditions of the corresponding 
hexdmer d((A-G),) in the natural series. 

26)  Uber die Herstellung und (orientierende) Charakterisierung von (vermutlichen) Hairpin-Oligonucleotiden des 
Typs ddGlc(A5)-d(T4)-ddGlc(A5), deren Eigenschaften mit dem Postulat der Antiparallelitat der (Adenin- 
Adenin)-Paarung iibereinstimmen, vgl. [5 ] .  
Die (1 : 1)-Stochiometrie der Mischpadrung von ddGlc(A-A-G-A-G-G) und ddGlc(G-G-A-G-A-A) wurde 
UV-spektroskopisch (260 nm, 20°, Z c  = 8.10-6 M) und die Bildung eines Mischpaarungskomplexes durch 
Gel-Elektrophorese (analog wie in Fig. 17)  nachgewiesen (vgl. [6], S. 49). 

27) 
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Zur Frage nach den Eigenschaften einer bislang hypothetisch verbliebenen, antiparal- 
lel-heteropurinischen (Adenin-Guanin)-Paarung in Homo-DNS-Oligonucleotiden zei- 
gen insbesondere die Erfahrungen mit den Sequenzen ddGlc(A-A-A-G-G-G) und 
ddGlc(G-G-G-A-A-A) (Schema 4u) sowie ddGlc(A-A-G-A-G-G) und ddGlc(G-G-A-G- 
A-A) (Schema 5 ) ,  dass eine solche Paarung - wenn sie uberhaupt eine Rolle spielt - im 
Vergleich zu den homopurinischen Paarungen schwacher zu sein hat. 

2.7. (Purin-Pyrimidin)-gepaarte Duplexe der Homo-DNS-Reihe sind thermodyna- 
misch stabiler als entsprechende Duplexe der DNS-Reihe; die Griinde hierfur sind nicht 
enthalpischer, sondern ausschliesslich entropischer Natur. Wie bereits im Kup. 2.2 am 
Beispiel von (Adenin-Thymin)-gepaarten Komplexen illustriert und erortert, weisen Oli- 
gonucleotid-Paarungskomplexe der Homo-DNS-Reihe durchwegs hoher liegende 
Schmelz-Temperaturen auf als entsprechende Duplexe der DNS-Reihe. Ebenso wie fur 
ausschliesslich (Adenin-Thymin)-gepaarte Komplexe trifft dies - wenn auch weniger 
ausgepragt - fur solche mit (Guanin-Cytosin)-Paarung zu; Duplexe mit Paarungen 
beiderlei Typs verhalten sich analog. In dem Sinne, dass fur exklusiv durch (Purin-Purin)- 
Paarungen zusammengehaltene Duplexe keine direkten Vergleichskomplexe in der DNS- 
Reihe existieren, gilt die Aussage von der hoheren Stabilitat der Homo-DNS-Duplexe 
auch fur diese letztgenannten Paarungstypen. Durch Ermittlung der thermodynamischen 
Daten aus der Konzentrationsabhangigkeit der Duplex-Entpaarungstemperaturen nach 
der von Bresluuer [l 11 beschriebenen und begrundeten Art des Vorgehens (vgl. Exper. 
Teil) haben wir den Stabilitatsvergleich quantifiziert; Tub. I gibt den Uberblick uber die 
erhaltenen Daten. Dadurch, dass wir diese Methode der Bestimmung von AH-, A S -  und 
AG-Werten der Paarungsprozesse anwenden, unterstellen wir zum einen eine derart 
weitgehende Kooperativitat der Entpaarungs(Schmelz)vorgange, dass das der Theorie 
der Bestimmungsmethode zugrunde liegende ‘Zwei-Zustande-Modell’ [ 1 11 zur erlaubten 
Approximation wird, und zum andern unterstellen wir die Richtigkeit des Postulats, dass 
die Stochiometrie der Paarungsprozesse in allen untersuchten Fallen jene einer Duplexie- 
rung ist. Die erste der Annahmen durfte bei (kurzen) Oligonucleotiden der Homo-DNS- 
Reihe ebenso - wenn nicht gar eher - zu Recht bestehen als in der DNS-Reihe, denn 
generell tendieren Homo-DNS-Schmelzkurven eine eher ausgepragt sigmaoide Form 
aufzuweisen als entsprechende Schmelzkurven der DNS-Reihe; dementsprechend zeigen 
die der Ermittlung der (AH/AS)-Werte dienenden l /Tm vs. (In c)-Relationen (vgl. Fig. Ic, 
7c undf, IOc, 12c, 20c sowie Exper. Ted) generell befriedigende Linearitat innerhalb des 
fur die Wert-Ermittlung benutzten Konzentrationsbereichs. Das Postulat der Duplex- 
Struktur der untersuchten Homo-DNS-Paarungskomplexe stutzt sich auf die generell 
einstufige Form der Schmelz-Kurven im zuganglichen Temperatur-Messbereich unter 
den gewahlten Mess-Bedingungen, auf den entsprechenden Verlauf der temperaturab- 
hangigen CD-Spektren, in ausgewahlten Fallen mit nicht-selbstkomplementaren Basen- 
sequenzen auf UV-spektroskopische Ermittlung der Paarungsstochiometrie (vgl. Fig. 4d, 
I Ib,  ISc), auf das relativ zu authentischen Duplexen beobachtete gel-elektrophoreti- 
sche Laufverhalten (vgl. Fig.6, 11, 14b, 17, 18f, 21, 22) sowie schliesslich in vier Fallen 
auf die Interpretation von ‘H-NMR-spektroskopischen Daten (vgl. Kup. 3.2.3 und insbe- 
sondere die NMR-Strukturanalyse fur ddGlc(A,-T,) im Teil IV dieser Reihe [12]). Im 
iibrigen weisen die auf der Basis des Duplex-Postulats ermittelten thermodynamischen 
Daten unter sich und in Relation zur Substrat-Konstitution eine dergestalt durchgehende 
Koharenz der Zahlenwerte auf, dass diese an sich eine gewichtige Stutze des Postulats 
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darstellt”). Eine unabhangige mikrokalorimetrische Bestimmung der AH- und AS- 
Werte, welcher bei ubereinstimmung in ihrer Grossenordnung mit den aus der 
Konzentrationsabhangigkeit der Schmelz-Temperaturen ermittelten AH- und A S -  
Werte den Rang einer unabhangigen und spezifischen Bestatigung der Duplex- 
Natur zukommt [29], ist bislang einzig fur den besonders wichtigen Fall der Selbst- 
paarung von ddGlc(A,) vorgenommen worden; das Ergebnis (vgl. Tab. 1, Nr. 11) 
weist nach, dass der beobachtete Paarungskomplex von ddGlc(A,) in der Tat ein Duplex 
i ~ t ~ ~ ) .  

Die in der Tab. 1 30) aufgefiihrten Homo-DNS-Oligonucleotide sind in die zwei Grup- 
pen (Purin-Pyrimidin)- und (Purin-Purin)-Paarungskomplexe aufgeteilt. Ein Vergleich 
der thermodynamischen Daten mit entsprechenden Daten der naturlichen Reihe ist dabei 
nur innerhalb der ersten Gruppe moglich, da sich in der DNS-Reihe unter den in Frage 
stehenden Bedingungen rnit kurzen, exklusiv aus Adenin oder Guanin bestehenden 
Basensequenzen keine kooperativ und reversibel schmelzenden Oligonucleotid-Duplexe 
beobachten lassen (vgl. Fig. If, 2, IOd, 19c und 19d). Die Vergleichsmoglichkeit fehlt auch 
fur die Duplexe mit alternierenden (Adenin-Cytosin)-Sequenzen ddGlc((A-C),) und 
ddGlc((C-A)J3’), denn in der DNS-Reihe bilden sich keine solchen Duplexe (vgl. 
Fig. 1 2 4 .  In der Gruppe der auf (Purin-Pyrimidin)-Paarung beruhenden Homo-DNS- 
Duplexe haben wir (bislang) bei acht Beispielen den Vergleich der thermodynamischen 
Daten der Duplexierung rnit den entsprechenden Daten der entsprechenden, meist eigens 
zu diesem Zwecke hergestellten und unter identischen Bedingungen gemessenen Oligo- 
nucleotid-Duplexe der DNS-Reihe herbeigefiihrt. Die in den Schmelz-Temperaturen 
zum Ausdruck kommende, hohere thermodynamische Stabilitat der Oligonucleotid-Du- 
plexe des Homo-DNS-Typs gegeniiber jenen des DNS-Typs reflektiert sich im wesentli- 
chen durchgehend in entsprechend deutlich negativeren AG-Werten; einzig bei den Hexa- 
meren rnit alternierenden (G-C)-Basenpaaren (Nr. 5,d und 8a) liegen die Vergleichswerte 
wohl innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmungsmethode. Ausnahmslos prasentieren 
sich die AG-Unterschiede zwischen Homo-DNS- und DNS-Reihe als das Ergebnis von 
geringer-negativen AH-Werten und uberkompensierend geringer-negativen TAS-Wer- 
ten der Homo-DNS-Duplexierung. Dabei variieren die (AH/dS)-Relativgewichte ziem- 

28)  In der fur die Ermittlung der (AH/dS)-Werte von Paarungsprozessen selbstkomplementarer Strange benutz- 
ten Beziehung l/T, = a In c + b [7] (vgl. Exper. Ted und [l I]) bedeuten c = Oligonucleotid-Konzentration, 
a = R(n - l)/AH und b = AS(n - l)R In(2) + R In(n)/dH, n = Molekularitat des Paarungsprozesses. 
Wurde man bei der Ermittlung der thermodynamischen Daten z. B. fur die Selbstpaarung von ddGlc(A6) nach 
dieser Beziehung fur n den Wert 3 (Bildung eines Triplexes) einsetzen, so ergabe dies die Werte AH = -78,9 
kcal/mol und TAS = -60,4 kcal/mol anstelle der mit n = 2 (Bildung eines Duplexes) sich errechnenden Werte 
AH = -39,4 kcal/mol und TdS = -30,2 kcal/mol. 
Die erst kurzlich durchgefuhrte, kalorimetrische Bestimmung der Paarungsenthalpie und -entropie von 
ddGlc(A,) erfolgte auf einem Microcal MC-2 Differenzmikrokalorimeter nach literaturbekannten und an 
DNS-Oligonucleotiden erprobten Verfahren[30] [I lb] (c = 0,908 mMddGlc(A,) in 10 mMNa-Phosphat-Puffer, 
0,lSM NaCl in H20,  pH 7; AH- und AS-Werte durch Flachenintegration ermittelt). Die experimentellen 
Details zu diesen Messungen werden in einer spateren Publikation von einem von uns (C. L . )  enthalten sein [3 I]. 
Samtliche Bestimmungen der thermodynamischen Daten wurden nach [I I] unter folgenden Bedingungen 
(falls nicht anders angegeben) durchgefuhrt: NaCI, 0,Olu Tris.HCl-Puffer, pH 7,O. Uber Einzelheiten 
der hier aufgefuhrten Daten vgl. [6] fur Nr.44,12-23, [5] fur Nr. 11, (41 fur Nr.3 sowie [7] fur Nr. 1,2, 7, 9,  10. 
Die UV-spektroskopische Uberprufung der d((C-A),)-Reihe (n = 3 4 )  ergab ein vollig analoges Bild wie bei 
der d((A-C),)-Reihe in Fig. 12, vgl. [7]. 

2y) 

30) 

”) 
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lich stark mit der Basensequenz; bei den Duplexen Nr. 3 , 4  und 5 liegt der AH-Wert der 
Homo-DNS-Duplexierung um rund z/3 des AH-Werts der entsprechenden DNS-Duple- 
xierung. Die Frage nach der Interpretation der Unterschiede in den thermodynamischen 
Daten der Duplex-Bildung in der Homo-DNS- und DNS-Reihe wird in Kap. 5 erortert. 

Tab. I enthalt eine zusatzliche Rubrik, in welcher die bei der UV-spektroskopischen 
Bestimmung der Schmelz-Kurven beobachteten Hyperchromizitats-Bereiche (mit Detek- 
tionswellenlange) aufgefiihrt sind. Diese sind in der Homo-DNS-Reihe generell geringer 
als jene entsprechender Duplexe der DNS-Reihe; dieses Phanomen ist im Zusammen- 
hang mit der die Basenstapelung und damit die Riickgrat-Konformation miteinzubezie- 
henden Erorterung der Paarungsenthalpien von Belang. 

2.8. (Puvin-Pyrimidin)-Basensequenzen mit Homo-DNS-Uuckgrat paaven nicht mit 
Basensequenzen, die z war komplementav sind, abev ein DNS-Ruckgvat aufweisen. Im 
einfuhrenden Teil [I]  zu dieser Abhandlungsreihe ist dargelegt worden, dass die zum 
Ensemble der geringst gespannten Konformationen zugehorige und zugleich paarungsfa- 
hige (idealisierte) Konformation eines Homo-DNS-Einzelstrangs linear sein wurde, die 
entsprechend (idealisierte) Konformation eines DNS-Einzelstrangs jedoch aus dem 
Grunde der Funfgliedrigkeit des Furanose-Rings (rechtsgangig) helikal ist. Diese Vor- 
aussage fiihrt unmittelbar zur Frage: Sind Oligonucleotid-Einzelstrlnge paarungsfahig, 
wenn ihre Basensequenzen zwar komplementar sind, jedoch das Ruckgrat des einen 
Strangs dem Homo-DNS- und dasjenige des andern dem DNS-Typ angehort? Ob die 
beiden unterschiedlichen Ruckgrat-Strukturtypen in Richtung auf einen die Hybrid-Paa- 
rung erlaubenden Struktur-Typ konformationell geniigend deformierbar sein werden, 
d. h. ob der enthalpische Ansporn von Basenpaarung und Basenstapelung zu einer sol- 
chen konformationellen Anpassung geniigen wiirde, war schwierig vorauszusagen. Die 
Frage ist jedoch experimentell leicht beantwortbar. Fig. 20 und 21 zeigen Experimente, 
die wir zu ihrer Abklarung angestellt haben. 

Die beiden sigmaoiden Schmelz-Kurven in Fig. 20 illustrieren normales Paarungsver- 
halten der zueinander (antiparallel) komplementaren (aber nicht-selbstkomplementa- 

Basensequenzen d (bzw. ddGlc) (A-A-C-A-T-A-C-T) und d (bzw. ddGlc) (A-G-T- 
A-T-G-T-T) innerhalb der DNS-, wie auch der Homo-DNS-Reihe; charakteristisch sind 
wiederum die hohere Schmelz-Temperatur, die geringere (negative Paarungsenthalpie, 
die iiberkompensierend geringere (negative) Paarungsentropie sowie die geringere Hy- 
perchromizitat des Duplexes in der Homo-DNS-Reihe (Nr. 7 in Tab. I ) .  Der Kern des 
Experiments besteht in der Beobachtung des Paarungsverhaltens bei Zugabe von 1 equiv. 
des DNS-Einzelstrangs d(A-A-C-A-T-A-C-T) zu 1 equiv. des Homo-DNS-Oligonucleo- 
tids ddGlc(A-G-T-A-T-G-T-T)") (antiparallel komplementare Basensequenz) : die resul- 
tierende Hyperchromizitatskurve zeigt uberzeugend Nicht-Paarung im gesamten Mess- 
Bereich. Das der Vollstandigkeit halber ebenfalls in der Versuchsreihe aufgenommene 
Homo-DNS-Octamer ddGlc(T-T-C-T-A-T-C-A) mit parallel-komplementarer Basen- 
sequenz zeigt ebenfalls keine Anzeichen einer Hybrid-Paarung. 

32) Die ausgewahlten Basensequenzen sind nicht-selbstkomplementar beziiglich normaler Watson-Crick-Paa- 
rung. Im temperatur-abhangigen UV-Spektrum zeigen die beiden d-Sequenzen fur sich bei Temperatur-An- 
stieg von 0-80° nur einen linearen Anstieg der Hyperchromizitat auf ca. 8%. Die Hyperchromizitatskurve 
von ddGlc(A-G-T-A-T-G-T-T) prasentiert sich hingegen als Plateau (Hyperchromizitat ca. 5 %), das ab ca. 
20" gegen 0" abfallt; demgegeniiber bildet die Sequenz ddGIc(A-A-C-A-T-A-C-T) einen bei 20" (c = 8,5 FM) 
schmeizenden Selbstpaarungskomplex. Zur Konstitutionsfrage vgl. Kap. 3. 
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220 DNS-Reihe d(A-A-C-A-T-A-C-TJ 
(T-T-G-T-A-T-G-A)d (9.0 VM) 

ddGlc(A-A-C-A-T-A-C-T) 
(T-T-G-T.A-T-G-A)ddGIc (9,:;~) Homo-DNS-Reihe 

d(A-A-C-A-T- A-C-TJ - DNS f Homo-DNS 

5 - 

*) Do non-self-complementary base sequences on a homo-DNA backbone pair with complementary base 
sequences on a DNA backbone? The example of Fig. 20, specifically designed to test the question, yields an 
undmbiguos ‘No’. Whereas the (antiparallel) complementary base sequences (A-A-C-A-T-C-T) and (T-T-G- 
T-A-G-A) pair cleanly among themselves, when they belong to the same type of backbone (Tvz 48” for the 
ddGlc-pair and 22” for the d-pair at 9 p~), they do not pair when the backbones are not the same, nor does 
d(A-A-C-A-T-A-C-T) pair with ddGlc(T-T-G-T-A-T-G-A), whose base sequences would be complementary 
on parallel strand orientation. 

ddGlc(T-T-G-T- A-T-G- A) (12 p ~ )  parallel komplementar 

,~;~;I.I..~~~ d(A-A-C-A-T-A-C-T) - DNS I Homo-DNS ....... .... (T-T-G-T-A-T-G-A)ddGIc (9.2 PM) antiparallel kornplementar 
O t 4 - r - ? ” ? . , . , . , . , . , . , . , .  

Die UV-spektroskopisch gemachten Beobachtungen der Fig. 20 werden durch das in 
Fig. 21 dokumentierte gel-elektrophoretische Verhalten der Test-Sequenzen (bzw. Se- 
quenz-Gemische) bestatigt. Die beiden (1 : 1)-Mischungen der antiparallel-komplementa- 
ren Sequenzen innerhalb der DNS- und der Homo-DNS-Reihe erscheinen als scharf- 
umgrenzte Flecken (Nr. 3 und 7 von 1. nach r.), die klar verschieden (d. h. langsamer) 
wandern als die Flecken der entsprechenden Einzelstrange bzw. Mi~chkomponenten~’) 
(Nr. I und 2 sowie 4 und 6 ) .  Das (1 : 1)-Homo-DNS/DNS-Hybridisierungsgemisch der 
entsprechenden (antiparallel-komplementaren) Sequenzen wandert nicht als ein Fleck, 
sondern als zwei Flecken (Nr. S), deren Lage genau den in die Mischung eingesetzten 
Komponenten (Nr. I und 6 )  entspricht. Fazit: Zwischen d(A-A-C-A-T-A-C-T) und 

33) Unter den Bedingungen der Gel-Elektrophorese, wo die Oligonucleotide im Vergleich zu den UV-spektrosko- 
pischen Bestimmungen bei hoherer Eigenkonzentration in verschiedenem Salz-Milieu und bei tiefer Tempera- 
tur vorliegen, wandern die Homo-DNS-‘Einzelstrange’ - im Gegenstz zu den DNS-Einzelstrangen - anschei- 
nend als Selbstpaarungskomplexe. Vgl. auch die Selbstpaarung von ddGlc(A-A-C-A-T-A-C-T) unter den 
Bedingungen der UV-Spektroskopie (Fussnore 32). 
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Fig. 21. Experiment zur Fruge nuch der Kreuzpaurung zwischen ddGlc- und d-Oligonucleotiden: 
Gel-elektrophoretisches Verhulten *) 

*) Electrophoresis under non-denaturing conditions corroborates the conclusion from Fig. 20 : The 1 : 1 mixtures 
of d(A-A-C-A-T-A-C-T) with ddGlc(A-G-T-A-T-G-T-T), as well as with ddGlc(T-T-G-T-A-T-G-A), run 
unambiguously as separated components, whereas the d/d and ddGlc/ddGlc 1 : 1 mixtures of (antiparallel) 
complementary oligonucleotides run as duplex spots clearly differentiable from the partner spots. Note the 
wide difference in mobility of the d and the ddGlc series. The three ddGlc oligonucleotides, when not mixed 
among themselves, very probably run as self-paired duplexes in the MgC12-containing medium (3"). Whereas 
ddGlc(A-G-T-A-T-G-T-T) does not show a sigmoidal UV-melting curve under standard conditions, 
ddGlc(A-A-C-A-T-A-C-T) does so with T,,, % 20" (c = 8.5 PM) [7]). Another cross-pairing test was carried out 
with the sequences referred to in Fig. 4a, b : the UV-hyperchromicity curve of d(A,,) does not change upon 
addition of ddClc(T,,) (not shown; but see [4]). 
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ddGlc(A-G-T-A-T-G-T-T) findet unter den (nicht-denaturierenden) Bedingungen der 
Gel-Elektrophorese keine Paarung statt, sehr wohl jedoch paaren unter diesen Bedingun- 
gen d(A-A-C-A-T-A-C-T) mit d(A-G-T-A-T-G-T-T) sowie ddGlc(A-A-C-A-T-A-C-T) 
mit ddGlc(A-G-T-A-T-G-T-T). Der Homo-DNS-Strang ddGlc(T-T-G-T-A-T-G-A) 
(Nr. 5 )  verhalt sich gegenuber dem paralZeE-komplementaren DNS-Strang d(A-A-C-A- 
T-A-C-T) (Nr. I)  bei der Gel-Elektrophorese als ebenfalls nicht-hybridisch-paarend 
(Nr. 9) .  

Vorgangig zum oben besprochenen Kreuzungsexperiment hatten wir ein solches mit 
einem ausschliesslich A- und T-haltigen Oligonucleotid-Paar durchgefuhrt ; auch dieses 
Experiment hatte das Nichteintreten einer hybridischen Basenpaarung zwischen Homo- 
DNS- und DNS-Strangen angezeigt. Das Experiment war in das in Fig. 4b besprochene 
einbezogen und hatte darin bestanden, dass man UV-spektroskopisch die Temperatur- 
Abhangigkeit der Hyperchromizitat des DNS-Einzelstrangs d(A,,) nach Zugabe einer 
aquimolaren Menge des Homo-DNS-Einzelstrangs ddGlc(T,,) prufte. Durch diese Zu- 
gabe anderte sich im wesentlichen nichts an der Hyperchromizitatskurve (vgl. [4], S. 119), 
ganz im Gegensatz zu dem in Fig. 4b dokumentierten Experiment, in welchem die Zugabe 
einer aquimolaren Menge d(Tlo) die linear ansteigende Hyperchromizitatskurve von 
d(Alo) in die sigmaoide Schmelz-Kurve des (d(Al,,)/d(Tlo))-Duplexes umwandelt. Es ist in 
diesem Zusammenhang der Erwahnung wert, dass ein analoger Hybridpaarungstest mit 
ddGlc(A,,) und d(T,,) nicht signifikant ware, da ddGlc(A,,) (im Gegensatz zu d(A,,)) eine 
starke Selbstpaarung eingeht. 

3. Zur Konstitution der Basenpaarungen in der Homo-DNS-Reihe. - Im vorstehenden 
Kapitel haben wir uns auf die Wiedergabe und Erorterung der empirischen Beobachtun- 
gen und Ermittlungen zum Paarungsverhalten von Homo-DNS-Oligonucleotid-Stran- 
gen beschrankt und die Unterschiede zum Verhalten entsprechender Oligonucleotide der 
DNS-Reihe herausgearbeitet. In diesem Kapitel befassen wir uns mit der Frage nach der 
Konstitutionszuordnung fur die in der Homo-DNS-Reihe mit den vier (bzw. fiinf) kon- 
ventionellen Basen beobachteten und vorstehend behandelten Basenpaarungen. Die Aus- 
fiihrungen betreffen dabei in erster Linie die Ableitung des Konszitutionstyps, wie er sich 
aus den Ergebnissen der bisher besprochenen, gezielt auf die Konstitutionsfrage hin 
angelegten Paarungsexperimenten ergibt ; sie behandeln aber auch zusatzliche, aus der 
Konstitutionsfrage hervorgegangene Experimente chemischer und spektroskopischer 
Art, deren Ergebnisse fur getroffene Konstitutionszuordnungen mitentscheidend waren. 
Mit der Dokumentation und Erorterung der in diesem Zusammenhang durchgefuhrten 
NMR-spektroskopischen Untersuchungen gehen wir in diesem Teil der Reihe nur soweit, 
als dies fur die Herleitung des Konstitutionstyps der einzelnen Basenpaarungen notwen- 
dig ist; eine im heutigen Sinne zunftgerechte, auf die Ermittlung der konformationellen 
Aspekte der Struktur hinzielende NMR-Analyse eines Homo-DNS-Duplexes ist Gegen- 
stand des Teils IV dieser Reihe [12]. 

Die hier darzulegenden Herleitungen des Konstitutionstyps von Basenpaarungen aus 
dem Paarungsverhalten spezifisch fur die Konstitutionsfrage entworfener Basensequen- 
Zen gehen von dem arbeitshypothetischen Postulat aus, dass es einen bevorzugten Konsti- 
tutionstyp der Paarung zwischen zwei gegebenen Basen gibt und dass dieser Konstitu- 
tionstyp nicht wesentlich von der Basenpaar-Sequenz abhangt, d. h. z. B. der fur den 
Duplex von ddGlc(A,-T,) abgeleitete (A-T)-Paarungskonstitutionstyp auch fiir den Du- 
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plex von ddGlc((A-T),) gilt. Unsere bisherigen Erfahrungen - d. h. die Koharenz einer 
grossen Anzahl experimenteller Beobachtungen und deren auf envahnter Grundlage 
vorgenommenen Interpretation - weisen darauf hin, dass dieses Postulat in der Homo- 
DNS-Reihe zurecht besteht. Dennoch sind die Darlegungen uber die Konstitution der 
Basenpaarungen in der Homo-DNS-Reihe gerade auch wegen dieses Postulats so lange 
mit problemgerechtem Vorbehalt aufzunehmen, als sie nicht durch Rontgenstruktur- 
Analysen bestatigt sind. 

3.1. Konstitution der (Purin-Pyrimidin)-Paarungen. Das Paarungsverhalten in der 
Homo-DNS-Reihe ist in sowohl quantitativer als auch qualitativer Hinsicht vonjenem in 
der DNS-Reihe so stark verschieden, dass nicht von vornherein von der Annahme 
auszugehen war, die konventionellen (Purin-Pyrimidin)-Paarungen wurden dem von der 
DNS-Reihe her bekannten Watson-Crickschen Konstitutionstyp angehoren. Indem un- 
sere Beobachtungen uber das Paarungsverhalten von Homo-DNS-Oligonucleotiden suk- 
zessive zeigten, dass die Watson-Crickschen Paarungsregeln fur die DNS nicht nur eine 
Konsequenz der Eigenschaften der Basen, sondern ebensosehr eine solche der spezifi- 
schen Furanose-Struktur des Zucker-Bausteins des Ruckgrats darstellen, hatten somit 
Fragen offenzubleiben wie z. B. die, ob in der Homo-DNS-Reihe nicht etwa der Hoog- 
sten -Paarungsmodus gegenuber dem Watson-Crick-Modus fur die (Adenin-Thymin)- 
Paarung bevorzugt sein konnte. Die vermutete Existenz einer fur die Homo-DNS-Reihe 
spezifischen (Adenin-Cytosin)-Paarung betont die Berechtigung solcher Vorsicht. Die 
nachstehenden drei Abschnitte legen dar, wie weit wir zur Zeit die Fragen uber die 
Konstitution der (Purin-Pyrimidin)-Paarungen in der Homo-DNS-Reihe beantworten 
konnen. 

3.1.1. Adenin und Thymin paaren auch in der Homo-DNS-Reihe bevorzugt nach dem 
Watson-Crick-Modus. In Schema 6 sind die insgesamt 16 topischen Varianten zusam- 
mengestellt, nach welchen (grundsatzlich) eine (A/T)-Paarung innerhalb eines Oligonu- 
cleotid-Duplexes erfolgen kann34). Die 16 Varianten ergeben sich aus drei Variablen: 
erstens, dem Paarungs-Konstitutionstyp, fur den aus Struktur- und Reaktivitatsgrunden 
(bei Ausschluss von unstabilen Adenin- und Thymin-Tautomeren) insgesamt vier Vari- 
anten in Frage kommen ( Watson-Crick, ‘reverse’- Watson-Crick, Hoogsteen und ‘reverse’- 
Hoogsteen ; vgl. Schema 7), zweitens, der Strung-Orientierung, gemass welcher die beiden 
Oligonucleotid-Strange im Duplex konstitutionell parallel oder antiparallel angeordnet 
sein konnen, und drittens, der Konformation der Basen-Zucker- Verknupfung, die entwe- 
der dem anti- oder syn-Typ (vgl. Schema 6, unten) entsprechen kann. Der Paarungs-Kon- 
stitutionstyp ist hier deshalb mit den beiden andern Variablen in Relation gesetzt, weil 
diese experimentell leicht beobachtbar sind (vgl. Schema 7 fur die (anti/syn)-Dichotomie 
und Kap. 2.6 fur die Strang-Orientierung) und mit dem Paarungskonstitutionstyp eindeu- 
tig korrelieren. 

Im voranstehenden Kapitel (vgl. Kap. 2.6) ist nachgewiesen worden, dass (die dort 
behandelten) (Purin-Pyrimidin)- (insbesondere auch Adenin-Thymin)-gepaarten Homo- 
DNS-Oligonucleotide antiparallele Strang-Anordnung bevorzugen, und im Teil IV die- 
ser Reihe [ 121 wird ‘H-NMR-spektroskopisch dokumentiert werden, dass im Paarungs- 

34) Uber Definition und Nomenklatur von Oligonucleotid-Paarungsparametern und ihre Rolle in der Chemie der 
Oligonucleotide der naturlichen Reihe, vgl. (z. B.) [15]. 
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Schema 6 .  Beziehungen zwischen Paarungsrnodus. Basenkonformation und Strang-Orientierung *) 
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Watson- Crick 
................. 

anti wn, anti j syn 1 anti I anti SYn j syn 
antiparallel parallel parallel : antiparallel j 

.................. ,-.----.--~--.-._, ).____^._________,  
- 

j syn 
anti : anti : : syn : syn 

I ,  reverse anti j v n .  ; anti 

Watson-Crick parallel j antiparallel i i antiparallel i parallel . .  

Hoogsteen 

reverse 
Hoogsteen 

Konstitutionstyp 
der Paarung 

. .  
1 - _ _ - - - - _ _ - - . _ _ _ _ 1  1 _ _ _ _ _ . _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1  ............. ...., .................. 

I t  j syn 
anti : anti ; : syn : syn 
parallel i antiparallel j * I  j antiparailel parallel 

anti anti j syn 

I I anti anti i vn, , I  

.................................... ................. 

anti SYn : SYn 
parallel j antiparallel j 

I ................. 

anti’syn : Konformationstyp der Basen-Pyranose-Verknupfungen 
antusyn 
antiparaliel/parallel: Strang-Orientierung 

\ \. NOE (’H-NMR) 

\ NOE 
0 -  

NOE b 
anti .o&vo N, uu ..A O y H  

t/ 
NOE 

*) Relationships among the constitutional type of base pairing (‘pairing mode’), the conformational type at the 
nucleosidic bond (anti or syn), and the strand orientation (antiparallel or parallel). For the constitutional 
details of the four pairing modes in the case of specific base pairs, see the relevant schemes below. 

komplex von ddGlc(A,-T,) sowohl die Adenine als auch die Thymine in anti-Konforma- 
tion vorliegen. Unterstellt man die Zulassigkeit der Verallgemeinerung dieser Befunde 
auf Homo-DNS-(Adenin/Thymin)-Paarungen generell, so entfallen von den in Schema 6 
aufgefiihrten 16 Varianten samtliche bis auf deren zwei, namlich der Konstitutionstyp der 
antiparallelen Watson-Crick-Paarung mit anti-anti- Konformation der Basen, und der 
Typ der antiparallelen ‘reverse’-Hoogsteen -Paarung mit ebenfalls anti-anti-Konforma- 
tion der Basen (Schema 7) .  Die iibliche [32] Entscheidung zwischen diesen beiden Paa- 
rungstypen bestiinde in der ‘H-NMR-spektroskopischen Beobachtung eines NOE zwi- 
schen dem als H-Briicke agierenden Imino-Proton des Thymins und dem in der Watson- 
Crick-Paarung unmittelbar benachbarten (in der ‘reverse’-Hoogsteen-Paarung jedoch 
weitab liegenden) C(2)-Proton des Adenin-Kerns (vgl. Schema 6) .  Wie bei der Beschrei- 
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Schema 7. (Adenin1Thymin)-Paarung: Konstitution *) 

Watson-Crick anti 
anti 
anti parallel 

Hoogsteen anti 
ant! 
parallel 

reverse anti 

Watson-Crick 

reverse anti 
anti 

‘oogs‘een antiparallel 

*) Among the four chemically feasible modes for adenine-thymine pairing, it is the Watson-Crick mode that 
prevails in duplexes of homo-DNA oligonucleotides. Both bases in the (antiparallel) duplex of ddGlc(A,-T,) 
have anti-conformation (see Part IV [12]). The formally allowed reverse-Hoogsteen alternative is excluded by 
NMR observations [12] and is contradicted by the observations of Fig.22 as well. 

bung der ‘H-NMR-Strukturanalyse von ddGlc(A,-T,) darzulegen sein wird [ 121, versagt 
dieses Vorgehen in der Homo-DNS-Reihe infolge zu raschen Austausches des Imino- 
Protons mit dem Losungsinittel H,O. Die Entscheidung, dass der ddGlc(A,-T,)-Duplex 
in der Tat Watson-Crick- (und nicht ‘reverse’-Hoogsteen)-Paarung aufweist, beruht auf 
der ‘H-NMR-spektroskopischen Beobachtung Watson-Crick-spezifischer Interstrang- 
NOE’s durch Otting und Wuthrich [12]; dies wird im Ted I V  der Reihe im Detail 
dokumentiert . 

Die am Duplex von ddGlc(A,-T,) ‘H-NMR-spektroskopisch beigebrachten Grunde 
zugunsten des Watson-Crickschen Paarungstyps stehen in Ubereinstimmung mit einer 
ganzen Reihe auf chemischem Wege gewonnener Beobachtungen und Argumente zur 
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Konstitution der (A/T)-Paarung. Die von der NMR-Studie unabhangigen Argumente 
sind vor allem im Hinblick auf die Frage nach der Gultigkeit des Postulats von Belang, 
wonach ein in einer gegebenen Duplex-Basenpaarsequenz als bevorzugt erkannter Paa- 
rungstyp auch bei anderen Basenpaar-Sequenzen der bevorzugte sein SOU. Ein in diesem 
Zusammenhang wichtiges, auf chemischem Wege erbrachtes Ergebnis ist die antiparallele 
Strang-Orientierung, denn die Beobachtung der Gegenlaufigkeit der Basensequenz- 
Komplementaritat ist fur eine breit gestreute Palette unterschiedlicher Basenpaar-Se- 
quenzen gemacht worden (Kap.2).  Vor allem aber ist auf chemischem Wege fur den 
Duplex-Typ ddGlc(A,)/ddGlc(T,) nachgewiesen, dass der Watson-Crick-Typ der (A/T)- 

20% Polyacrylamid. 0.09M Tris B(OH)3,0,05M MgCIZ 
4 nM OligonudeofldlBahn. 7 W. 15 h, RT. Defektion 
rnit ‘stains all. 

% Hyperchromtzitaf (260 nm) 
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Fig. 22. (Adenin/ Thj)min)-Puurung: Murkierungsexperiment mit 7-Carbaudenin *) 

*) ~~GIC(’~”A,-A),  in which five adenine nuclei are replaced by the 7-carbaadenine nucleus, is observed to 
undergo normal purine-pyrimidine pairing with ddGlc(T,), to form a complex, the temperature-dependent 
CD spectra of which show a characteristic similarity to those for adenine-thymine paired ddGlc-duplexes (see 
Fig.8).  Note that such a complex can only pair in the Watson-Crick and not in the reverse-Hoogsteen mode 
(see also comments to Fig. 25, below). 

Paarung im Homo-DNS-System raumlich zwangslos realisierbar ist. Fig. 22 illustriert das 
hierzu durchgefuhrte Experiment. Dieses macht von der generellen Moglichkeit Ge- 
brauch, das Potential einer adenin-haltigen Oligonucleotid-Kette zur Hoogsteen -Paa- 
rung dadurch selektiv zu eliminieren, dass man bei der Synthese des Oligonucleotid- 
Strangs den Adenin-Baustein systematisch durch 7-Carbaadenin [33] ersetzt. Das als 



304 HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 76 (1993) 

Einzelstrang existierende Hexanucleotid ~ ~ G ~ C ( ~ ~ A , - A ) ~ ’ ) ,  in welchem funf der Adenine 
je durch ein 7-Carbaadenin ersetzt sind, bildet zusammen rnit dem Einzelstrang 
ddGlc(T,) einen durch seine sigmaoide Schmelz-Kurve (Fig. 22), sein temperatur-abhan- 
giges CD-Spektrum (Fig. 22b) sowie sein gel-elektrophoretisches Verhalten (Fig. 22) klar 
erkennbaren Paarungsk~mplex~~)). Dieser kann nur ein Watson-Crick- (oder ‘reverse’- 
Watson-Crick)-Duplex sein. Sein CD-Spektrum ist den CD-Spektren normaler (A/T)-ge- 
paarter Duplexe der Homo-DNS-Reihe (vgl. Fig. 8) sehr ahnlich. 

Tub. 2 erinnert an die relativen Stabilitaten der Paarungskomplexe der vier bislang 
hergestellten Homo-DNS-Oligonucleotide, die samtliche vier kanonischen Basen enthal- 
ten und in deren Duplexen die zwei (Purin-Pyrimidin)-Paare in variierender Basenpaar- 
Sequenz vorkommen. Solche Duplexe haben einen einheitlichen Paarungstyp zu betati- 
gen, denn Watson-Crick- und ‘reverse’-Hoogsteen -Paarung weisen (vgl. Schema 7) eine 
raumlich drastisch verschiedene Ausrichtung der Basenverankerungs-Bindungsachsen 
relativ zueinander auf. Das Argument nimmt die im Kap. 3.1.2 begrundete Zuordnung 
vonveg, wonach die (G/C)-Paarung in Homo-DNS-Oligonucleotiden nach dem Watson- 
Crick-Typ erfolgt. Sterische Verankerungsprobleme wurden ubrigens auch dann auftre- 
ten, wenn in einem Duplex nur Adenine und Thymine alternierten, diese aber miteinan- 
der nach dem ‘reverse’-Hoogsteen -Typ (bei gleichbleibender Basenkonformation) ge- 
paart zu sein hatten. 

Tab. 2. Ruumliche Kompatibilitat der (AdeninlThyminj- mit der (GuaninlCytosinJ-Paarung *) 

Tnl [“CI dG (25’) [kcal/mol] 

ddGlc(A-A-C-T-A-C-T) 
(T-T-G-A-T-G-A)ddGlc 

ddGlc(A-A-C-A-T-A-C-T) 
(T-T-G-T-A-T-G-A)ddGIc 

ddGlc(C-G-A-A-T-T-C-G) 
(G-C-T-T-A-A-G-C)ddGIc 
selbstkomplementar 

ddGlc(C-G-C-G-A-A-T-T-C-G-C-G) 
(G-C-G-C-T-T-A-A-G-C-G-C)ddGk 
selbs tkomplementar 

42 (10 pM) - 

48 (9 PM) -10,3 

51 (10 p ~ )  -10,6 

86 (10 PM) -14,s 

*) Adenine-thymine pairing in homo-DNA duplexes containing all of the four canonical bases must be assumed 
to be stereochemically compatible with guanine-cytosine pairing, as judged from the relative stabilities of the 
four duplexes presented above. 

Entsprechung vs. Nicht-Entsprechung der Basenverankerungs-Geometrie bei (Purin- 
Pyrimidin)-Alternanz bei gleichbleibender Konformation der Basenverkniipfung ist ein 
bedeutender (wenn nicht gar der bedeutendste) Unterschied, der zwischen dem Watson- 
Crick- und ‘reverse’-Hoogsteen-Paarungstyp besteht. Da dieser Aspekt besonders auch 
bei der (Purin-Purin)-Paarung in der Homo-DNS-Reihe eine Rolle spielt, wird er im 
Kap. 4 gesondert abgehandelt. 

35) Zur Herstellung vgl. [2]. Das Hexamer ddGlc(HCA,-A) wurde im Zusammenhang rnit dem (Adenin-Adenin)- 
Paarungsproblem hergestellt, vgl. Kap. 3.2.1 ; dort wird in Fig. 25 auch dokumentiert, dass das Oligonucleotid 
keine Selbstpaamng zeigt. 
Pro memoria: das normale Hexamer ddClc(A,) bildet rnit ddGlc(T6) keinen Paarungskomplex, weil ersteres 
rnit sich selbst paart, vgl. Kup. 2.2. 

36) 
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3.1.2. Die jGuanin/Cytosin)-Paarung erfolgt nach dem Watson-Crick-Modus. Ahnlich 
wie in der DNS-Reihe ist auch in der Homo-DNS-Reihe die (G/C)-Paarung enthalpisch 
vie1 starker als die (A/T)-Paarung. Schon allein diese Tatsache lasst in Anbetracht der 
spezifischen Dreizahnigkeit der Watson-Crick-Paarung beim (G/C)-Paar kaum Zweifel 
uber den Paarungsmodus offen. Wahrend fur den Watson-Crick-Modus keine konstitu- 
tionell vernunftige 'reverse '-Alternative zu erkennen ist, bedarf ein von Triplexen der 
DNS-Reihe her bekannter (C/G)-Hoogsteen -Paarungstyp [34] deswegen einer Prufung, 
weil er eine Protonierung des Cytosin (oder Guanin)-Kerns voraussetzt, dadurch inner- 
halb eines Paarungskomplexes positive Ladungen im Umfeld der Phosphat-Gruppen und 
somit eine Situation schafft, die bei einer gegenuber der DNS raumlich so unterschiedli- 
chen Basenverankerung in Homo-DNS-Duplexen nicht von vornherein abgetan werden 
darf. Infolge der Antiparallelitat der (G/C)-Paarung (vgl. Kap. 2.6) kame indessen nur die 
'reverse'-Hoogsteen-Alternative in Frage (vgl. Schema 8). Das Vorliegen einer solchen 

Schema 8.  (Gunnin/C?.tosini-PonricnR: Konstittction *) 

H 
I 

anti 
anti 
anti parallel 

Hooasteen anti reverse anti 
anti 

(probniert) oarallel 
anti 

Hoogsteen antiparallel 
(protoniert) 

*) The only chemically feasible alternatives to the conventional Watson-Crick mode of guanine-cytosine pairing 
would be the Hoogsteen- and the reverse-Hoogsteen-modes, both of which, however, would require an 
additional proton per pairing unit. Both modes are excluded by the observation that the strength of the 
guanine-cytosine pairing in two test examples (see below) is not increased by lowering the pH. 
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liesse sich experimentell dadurch erkennen, dass die Stabilitat eines auf diesem Interak- 
tionstyp beruhenden Paarungskomplexes entlang einer Reihe fallender pH-Werte der 
Losung zuzunehmen hatte [34]. Wir haben dies fur den Paarungskomplex des reprasenta- 
tiven Hexanucleotids ddGlc((G-C),) nachgepruft und festgestellt, dass die Schmelz-Tem- 
peratur innerhalb des signifikanten pH-Bereichs bei fallendem pH-Wert nicht steigt, 
sondern tendenziell fallt (Fig. 23). Auch der Paarungskomplex des Dodecamers ddGlc(C- 
G-C-G-A-A-T-T-C-G-C-G) schmilz bei pH 4 tiefer als bei pH 737). Diese Beobachtungen 
schliessen den ‘reverse’-Hoogsteen-Typ fur die (G/C)-Paarung aus. Sie und alle in den 
Kap. 2.4, 2.6 und 2.7 besprochenen experimentellen Ergebnisse stehen im Einklang mit 
der durch intrinsische chemische Plausibilitat nahegelegten (letztlich aber experimentell 
bislang nicht eigentlich bewiesenen) Auffassung, dass die (G/C)-Paarung in der Homo- 
DNS-Reihe die normale dreizahnige Watson-Crick-Paarung ist. 

o ! . , . , . , . , . , . , . , . , . , .  
0 1 2  3 4 5 6 7 8 9 10pH 

Fig. 23 .  Prujiung der pH-Abhangigkeit von Puarungen *) 

*) Is the stability of ddClc duplexes based on guanine-cytosine, adenine-cytosine, or guanine-guanine pairing 
increased by lowering the pH (protonating one of the base partners)? In the two of the three test examples in 
which an effect is observed at all, it runs in the opposite direction. The same is true for the duplex of 
ddGlc(C-G-C-G-A-A-T-T-C-G-C-G) [35]. That this kind of test can be meaningful is seen in the allopyrano- 
syl-(4+6’)-oligonucleotide series [36], where guanine-cytosine pairing is found to be strengthened efficiently 
by protonation. 

3.1.3. Zur Frage der (Adenin1Cytosin)-Paarung. In allen im Kup. 2 beschriebenen, 
gezielt auf den Nachweis der Existenz spezifischer Basenpaarungen ausgerichteten Expe- 
rimenten konnte jeweils das Vorkommen einer gegebenen Basenpaarung experimentell 
eindeutig belegt oder widerlegt werden, mit der einzigen Ausnahme der (A/C)-Paarung. 
Die bislang durchgefuhrten Experimente reichen nicht aus, um die Alternative rigoros 
auszuschliessen, dass die bei Homo-DNS-Oligonucleotiden des Typs ddGlc((A-C),) und 
ddGlc((C-A),) (n = 4-6) beobachtete (relativ schwache) Komplexierung durch eine inter- 

37) Dass ein solcher Stabilitatstest (T,  in Abhangigkeit zum pH-Wert) in der Chemie der Hexose-Oligonucleotlde 
signifikant sein kann, zeigen insbesondere van Fischer und Helg [35] [36] in der Reihe derp -o-Allopyranosyl- 
Oligonucleotide gemachte Beobachtungen; dart steigt die Stabilitat van (G-C)-Paarungskomplexen mit 
fallendem pH-Wert drastisch an. 
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mittierende (A-A)-Paarung zwischen antiparallel orientierten, um eine Baseneinheit ge- 
geneinander verschobenen Strangen zustande kommen konnte. Titel und nachstehende 
Bemerkungen zum Konstitutionstyp einer (gegebenenfalls in der Homo-DNS-Reihe 
existenten) (A-C)-Paarung sind deshalb betont im Konjunktiv gehalten. 

Fur eine (A-C)-Paarung kamen von den konstitutionellen Gegebenheiten her an sich 
die drei in Schema 9 wiedergegebenen Konstitutionstypen in Frage. Von diesen kann man 
den Watson-Crick- Typ ausschliessen, da er eine Protonierung des Adenin-Kerns voraus- 
setzt [37]. Eine solche steht im klaren Gegensatz zum Ergebnis des gezielt in diesem 
Zusammenhang angestellten Experiments, wonach die Schmelz-Temperaturen des 
ddGlc((A-C),)-Paarungskomplexes mit fallendem pH-Wert der Losung nicht steigen, 

Schema 9. (Adenin/Cyfosin)-Paarung: Konsfifufion *) 

Watson-Crick anti reverse anti 

(protoniertf antiparallel Watson-Crick anli 

reverse 
Hoogsteen 

anti 
anti 
antiparallel 

I-...-...-...-.---..------------.--------------------------~ 

*) Since the stability of duplex ddGlc((A-C)6) is not raised by lowering the pH of the solution (see Fig.23),  and 
since self-pairing is no longer observed when the adenine in ddGlc((A-C),) is replaced by 7-carhaadenine (see 
[7], p. 102), the only option for the mode of an adenine-cytosine pairing would be reverse-Hoogsteen. 
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sondern fallen (vgl. Fig. 23). Des weiteren haben wir festgestellt, dass das Selbstpaarungs- 
vermogen von ddGlc((A-C),) vollig verschwindet, wenn anstelle des Adenins das 7- 
Carbaadenin in die Oligonucleotid-Kette eingebaut ist (Einzelheiten vgl. [7]). Dies 
schliesst zusatzlich die Variante der ‘reverse’- Watson-Crick-Paarung aus, wurde indessen 
in Ubereinstimmung mit dem einzig noch verbleibenden Modus der ‘reverse’-Hoogsteen - 
Paarung stehen. Leider gilt solche Ubereinstimmung auch fur das Alternativ-Model1 
einer intermittierenden (A/A)-Paarung in gegeneinander verschobenen, antiparallel 
orientierten Strangen (vgl. Kap. 3.2.1 und Schema 2) .  

3.2. Konstitution dev (Puvin-Puvin)-Paavungen. Wie eingangs erwahnt, beschranken 
wir uns in dieser Arbeit auf (Purin-Purin)-Paarungen des Adenins und Guanins. Bislang 
wurden mit diesen beiden Purin-Basen nur Homo-(Purin-Purin)-Paarungen festgestellt. 
Eine an sich denkbare Hetero-(Purin-Purin)-Paarung zwischen den beiden Purin-Basen 
konnte bislang nicht explizite beobachtet werden, d. h. bei jenen Homo-DNS-Oligo- 
nucleotiden, wo sie an sich auftreten konnte, scheint sie durch die offenbar starkeren 
Homo-(Purin-Purin)-Paarungen Adenin-Adenin sowie Guanin-Guanin uberdeckt zu 
werden. Die als Teil V dieser Reihe vorgesehene Arbeit [ 141 wird den Homo-(Purin-Pu- 
rin)-Paarungen des Isoguanins und 2,6-Diaminopurins [ 131 sowie vor allem den Hetero- 
(Purin-Purin)-Paarungen des Isoguanins mit Guanin [ 131 und des 2,6-Diaminopurins mit 
Xanthin [ 13a] gewidmet sein3*). Die Paarungseigenschaften des Hypoxanthins [8] wurden 
indessen im Zusammenhang mit dem Problem der Konstitutionszuordnung der (A/A)- 
Paarung uberpruft und die dabei gemachten Beobachtungen sind deshalb nachstehend 
im Kap. 3.2.1 behandelt. 

Wie in den Kap.2.1, 2.3 und 2.6 dargelegt wurde, ist das Auftreten von stabilen, 
spektroskopisch scharf erfassbaren Paarungskomplexen von Oligonucleotiden kleiner 
Oligomerisationszahl, die nur die Purin-Basen Adenin und (oder) Guanin enthalten, ein 
fur den Struktur-Typ der Homo-DNS-spezifisches Phanomen. Zur Zeit, da wir erstmals 
das Phanomen der (A/A)-Paarung am Homo-DNS-Oligonucleotid ddGlc(A,) feststellten 
(Mai 1988 [4]), hatte die DNS-Literatur zwar Erorterungen klassifikatorischer Natur [38] 
und theoretische Berechnungen [39] iiber konstitutionelle Moglichkeiten einer Paarung 
zwischen beidseitig neutralen Adenin-Kernen enthalten, jedoch keinerlei experimentelle 
Hinweise uber ein Vorkommen eines solchen Paarungstyps bei naturlichen Nucleinsau- 
ren oder DNS-Oligonucleotiden. Hingegen wusste man seit langem von der Polyadenyl- 
saure, dass sie, zwar nicht unter neutralen, aber unter protonierenden Bedingungen 
geordnete Doppelhelices bildet, die durch Paarung von neutralen, mit N-protonierten 
(bzw. von beidseitig N-protonierten) Adenin-Kernen zusammengehalten werden [ 171 
[40]. Auch iiber homopurinische (G-G)-Sequenzen in der DNS-Reihe existierten bereits 
zahlreiche Beobachtungen, aus welchen die Vorstellung von einer (G/G)-Paarung des 
Hoogsteen -Typs hervorgegangen war, welche den Struktur-Typ einer sog. Guanin- 
Tetrade in einem Quadruplex (bzw. einem Quadruplex-Bezirk) zu bilden vermag [4 11; 
eine Vorstellung, welche erst kiirzlich rontgenstrukturanalytisch und NMR-spektrosko- 
pisch belegt werden konnte [25]. Schema I0 ruft im Hinblick auf die nachstehenden 
Erorterungen den Konstitutionstyp der beiden klassischen (Purin-Purin)-Paarungstypen 
der naturlichen Reihe in Erinnerung. In allerjungster Zeit haufen sich Veroffentlichun- 

3R) Fur eine vorlaufige Orientierung uber die Homo- sowie Hetero-(Purin-Purin)-Paarungen dieser Basen vgl. [3]. 
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Schema 10. (PurinlPurinl-Paarungen in der ncrturlichen Reihe’) 

309 

I 
H 

anti 
anti 
parallel 

anti svn, 
anti oder anti 
parallel antiparallel 

Konstitut;onstyp der ( A ~ * - A ~ * ) . ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  in ,jer 
Polyadenylsaure-Doppelhelix in saurer 
Losung (hypothetisch), nach [40] 

Konstitutionstyp der Guanin-Tetrade 
homopurinischer d(G,)-Sequenzen bzw. 
Sequenzbereiche, nach 1411 [25] 

*) Duplex formation based on purine-purine pairing under neutral conditions is a specific behavioral feature of 
oligonucleotides in the homo-DNA series. In the DNA series, guanine-guanine pairing of a different sort has 
long been known [41], and the legendary guanine tetrade structure motif (right-hand formula) has recently 
found its confirmation by X-ray- and NMR-studies [25]. Until very recently, adenine-adenine pairing in the 
DNA series has been confined to cases in which protonated adenine nuclei interact with each other in the 
manner proposed for the double helix of polyadenylic acid (left-hand formula) [I71 [MI. Recently, the 
constitutional type of adenine-adenine and guanine-guanine pairing, found to be so prominent in the homo- 
DNA series, has been recognized as present also in the DNA series ~ so far confined, however, to purine- 
purine-pyrimidine triplexes [42]. 

gen, in welchen homopurinische (A/A)- sowie (G/G)-Paarungen in DNS-Triplex-Bezir- 
ken involviert sind [42]; wir werden darauf weiter unten im Zusammenhang mit der 
zusammenfassenden Diskussion der homopurinischen Paarungen der Homo-DNS- 
Reihe zuruckkommen. 

3.2.1. Die (AdeninIAdeninj-Paarung erfolgt nach dern ‘reverse’-Hoogsteen-Modus. 
Die Ermittlung des Konstitutionstyps der neuartigen (A/A)-Paarung in Homo-DNS- 
Oligonucieotiden erwies sich im Laufe der Untersuchungen als eines unserer zentralen 
Probleme. Es gelang (vorerst) nicht, von Oligonucleotiden des Typs ddGlc(A,) zur Ront- 
genstruktur-Analyse geeignete Kristalle zu erhalten3’). Zudem zeigte es sich, dass bei der 
NMR-Spektroskopie von Homo-DNS-Oligonucleotiden im Unterschied zu Oligo- 
nucleotiden der naturlichen Reihe infolge zu raschen Austauschs mit dem Losungsmittel 
(normalerweise) keine NOE’s mit den Amino- und Imino-Protonen beobachtet werden 
konnen, womit die Moglichkeit einer direkten NMR-spektroskopischen Beobachtung 

39) Innvischen ist es in unserem Laboratorium Ling Peng gelungen, solche Kristalle von dem bei 43” schmelzen- 
den (c = 17,8 p ~ )  Paarungskomplex der Sequenz ddGlc(C-G-A-A-A-A-C-G) zu erhalten. 
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des Konstitutionstyps der (A/A)-Paarung entfiel (vgl. Kap. 3.2.3 und insbesondere Teil IV 
[ 121). Es wurde deshalb versucht, rnit NMR-spektroskopisch zuganglicher Teil-Informa- 
tion und mit vonviegend chemischen Methoden und Argumenten die Konstitutionsfrage 
anzugehen. Zur Schlussfolgerung, wonach von den vier aus chemischer Sicht fur die 
(A/A)-Paarung in Betracht zu ziehenden Konstitutionstypen (Schema 11 ) per exclusio- 
nem schlussendlich nur der Modus der ‘reverse’-Hoogsteen -Paarung in Frage kommt, 
gelangte man auf folgendem Wege. 

Ausgangsinformation war die antiparallele Strang-Orientierung. Diese ergab sich fur 
(A/A)-gepaarte Strange hauptsachlich aus der in Kap. 2.6 erorterten Relation zwischen 
der Basensequenz und dem Paarungsverhalten (A/G)-gemischter Homo-DNS-Oligo- 
nucleotide. Der fur die (A/A)-Paarung an sich plausibelste und deshalb zuerst in Betracht 
gezogene Modus der ‘reverse’- Watson-Crick-Paarung (Schema 11, rechts oben) hatte 
deshalb zu entfallen, weil nach dem ‘H-NMR-Spektrum die (Basen-Pyranose)-Verknup- 
fung sowohl in ddGlc(A,) als auch in ddGlc((A-G),) anti-Konformation aufweist (vgl. 
Kap. 3.2.3). Dies ist bei ‘reverse’- Watson-Crick-Paarung nur rnit paralleler Strang-Orien- 
tierung vereinbar. Weil der Konstitutionstyp der Hoogsteen -Paarung (Schema 1 I ,  links 
unten) bei anti-anti-Konformation der Basen ebenfalls parallele Strang-Orientierung 
verlangt, entfallt dieser Paarungsmodus aus gleichen Grunden. 

Ein normaler, mi t an tiparalleler Strang-Orien tierung einhergehender Paarungsmodus 
des Watson-Crick-Typs zwischen zwei Adeninen ware dann moglich, wenn einer der 
beiden Adenin-Kerne als Imin-Tautomer am Paarungsprozess teilnehmen wiirde 
(Schema 11, oben links). In einer der fruhen Phasen der Untersuchung richtete sich unser 
Bemuhen auf diese Moglichkeit, und zwar aus zwei Grunden. Zum einen weist dieser 
Paarungsmodus eine ahnliche Geometrie der Basen-Zucker-Verankerung auf wie die 
normale Watson-Crick -(Purin-Pyrimidin)-Paarung (Distanz zwischen Verankerungsstel- 
len allerdings ca. 13 8, statt ca. 11 A); dieser Aspekt schien uns seinerzeit deshalb von 
Gewicht zu sein, weil das Paarungsverhalten von Basensequenzen, die zum Zwecke der 
Bestimmung der Strang-Orientierung von (A-T)-Duplexen untersucht wurden, das Vor- 
kommen von sowohl (A/A)- als auch (A/T)-Paarungen im gleichen Paarungskomplex 
wahrscheinlich machte (vgl. Fussnoten 32 und 33). Zum andern schien uns die Moglich- 
keit einer (Adenin/Adenin-1min)-Paarung unvoreingenommene Aufmerksamkeit aus 
chemischer Sicht zu verdienen: zwar scheint die Literatur uber Oligonucleotide der 
naturlichen Reihe kein authentifiziertes Beispiel zu kennen, in welchem Adenin als 
Imin-Tautomer in einem Basenpaar vorkommt [ 151 (S. 1 lo), und spektroskopische Un- 
tersuchungen uber die Lage des (Amin-1min)-Gleichgewichts von Adeninen in wasseriger 
Losung hatten zum Schluss gefuhrt, dass darin das Amino-Tautomer um einen Faktor 
zwischen lo2 bis lo4 iiberwiegen diirfte [43] [15] (S. 114). Doch durch die Kombination 
eines (Adenin-imin)- mit einem (Adenin-amin)-Tautomer nach dem Watson-Crick-Mo- 
dus entstunde insofern eine einzigartige und allen konventionellen Basenpaarungen 
fremde Situation, als hier ein zweizahniges H-Bruckensystem mit identischen Grenzstruk- 
turen des zweifachen synergistischen Protonenwechsels vorliegen wurde (vgl. Formelbil- 
der in Fussnote 40). Von einem solchen, kraft seiner besonderen konstitutionellen Sym- 
metrie perfekt synergistischen System ware (zumindest) in Erwagung zu ziehen, dass es 
sich durch einen symmetriebedingten Bonus an H-Verbruckungsenthalpie auszeichnen 
und dadurch einen zusatzlichen Teil der ihr entgegenwirkenden Tautomerisierungsen- 



HELVETICA CHIMICA ACTA ~ Vol. 76 (1993) 

Schema 1 1. (Adenin/Adenin)-Paarung: Konstirution *) 

311 

Adenin-imin-Tautomer ?% 
Watson-Crick anti 

anti 
antiparallel 

Hoogsteen anti 
anti 
parallel 

reverse anti 

Watson-Crick ;;'~llel 

reverse anti 
Hoogsteen anti 

*) The assignment of the 'reverse'-Hoogsfeen mode to adenine-adenine pairing in the homo-DNA series rests on 
the following arguments: 'H-NMR spectroscopy of the ddGlc(A,) duplex reveals the anti-conformation at the 
nucleosidic bonds (Fig. 29). Since strand orientation in homo-DNA duplexes based on purine-purine pairing 
is antiparallel (Scheme 4), the pairing cannot be either reverse- Watson-Crick or Hoogsteen. The chemically 
appealing possibility that homo-DNA (but not DNA) topology might sustain the special case of Watson-Crick 
adenine-adenine pairs, in which one of the adenine partners would participate as its (per se, unstable) imino 
tautomer, has been considered. A synergistic H-bond system between identical base partners, one participating 
as an unstable tautomer, would be uniquely symmetrical, with bonding energy expected to be higher than that 
of a normal base pair (see. Fig. in Footnote 40). If it were the case that this - toghether with a specific 
topological preference provided by the homo-DNA backbone ~ would overcompensate the (opposing) 
tautomerization energy, then adenine-hypoxanthine pairing should occur in the homo-DNA series and be 
stronger than adenine-adenine pairing. The experimental results show the opposite (see comments to Scheme 
I2 and Fig.24).  Finally, in corroboration, the pairing properties of ddClc(A,), when five of the adenines are 
replaced by 7-carbaadenines (see Fig. 25) ,  demand that adenine-adenine pairing in homo-DNA engage the 
N(7) of at least one adenine partner. 
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thalpie kompensieren wiirde4"). Entscheidend fur das Auftreten eines solch unkonventio- 
nellen Paarungsmodus hatte indessen eine topologisch spezifische Begiinstigung der 
Basen-Zucker-Verankerung eines (Purin-Purin)-Basenpaares nach dem Watson-Crick- 
Typ durch das Homo-DNS-Riickgrat zu sein. 

Das erste Argument, auf Grund dessen der Watson-Crick-Modus der (A/A)-Paarung 
der Homo-DNS-Reihe zu entfallen hatte, war chemischer Natur und beruhte auf dem 
eigens zur Klarung der Frage untersuchten Paarungsverhalten von Homo-DNS-Oligo- 
nucleotiden rnit (Adenin/Hypoxanthin)-Paarung [8]. Falls die bei Homo-DNS-Oligo- 
nucleotiden beobachtete (A/A)-Paarung tatsachlich vom Watson-Crick-Typ ware, d. h. 
eine (Amin-1min)-Paarung implizierte, stiinde zu envarten, dass die (Adenin-Hypo- 
xanthin)-Paarung in der Homo-DNS-Reihe ebenfalls topologisch spezifisch begiinstigt 
zu sein hatte wie die (A/A)-Paarung, da sie als Watson-Crick-Paarung isomorph ware mit 
der (AdeninlAdenin-imin)-Paarung (vgl. Schema 12). Da sie iiber die topologische 
Gleichstellung hinaus aber keine obligat endotherme Tautomerisierung eines der beiden 
Paarungspartner voraussetzte, wie dies die (Adenin-/Adenin-imin)-Paarung tun wiirde, 
miissten Homo-DNS-Oligonucleotide rnit antiparallel selbstkomplementaren (Adenin- 
Hypoxanthin)-Sequenzen stabilere Duplexe bilden als Homo-DNS-Oligonucleotide mit 
entsprechenden (A-A)-Sequenzen. Experimentell findet man genau das Gegenteil. 

40) Prof. T.  K .  Ha (Institut fur physikalische Cheniie, ETH-Zurich) hat fur uns orientierende ah initio-Berechnun- 
gen (Hartree-Fock SCF, Bassisatz 3-21 G) der Energetik der beideu Varianten der Selbstpaarung des Adenins 
( Watson-Crick und 'reverse'- Watson-Crick) durchgefuhrt. In dem von ihm benutzten Modell [44] betriige die 
Stabilisierung des Ensembles .je eines Amin- und Imin-Tautomeren durch H-Verbriickung nach dem Wutson- 
Crick-Modus 20,s kcal/mol, die Stabilisierung zweier normaler Adenine nach dem 'reversel- Watson-Crick- 
Modus nur 16,4 kcal/mol. Da in diesem Modell der Ubergang eines Adenins in sein Imin-Tautomer 15,6 
kcal/mol benotigt 1441 (vgl. auch [45]) ,  ware also eine konventionelle 'reverse'- Watson-Crick-Paarung um 11,2 
kcal/mol gunstiger als die Wutson-Crick-Paarung via das Imin-Tautomer. Folgeberechnungen rnit weitgehen- 
der Geometrie-Optimierung veranderten dieses Bild nur unwesentlich. Wir danken Prof. T. K .  Ha fur seine 
Hilfe und die freundliche Erlaubnis. seine Ergebnisse hier erwahnen zu diirfen. - - 

I 
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Schema 12. (Adenin1Hypoxanthin)-Paarung: Konstiturion *) 

313 

Watson-Crick anti Hoogsteen anti 
anti anti 
antiparallel parallel 

The two chemically feasible pairing modes for hypoxanthine-adenine pairing. The Watson-Crick mode would 
be isomorphous with the Watson-Crick adenine-adenine-imine pair of Scheme 11. 

*) 

Das Homo-DNS-Oligonucleotid ddGlc(H,) [8] zeigt unter Bedingungen, da 
ddGlc(A,) den bei 47" schmelzenden Paarungskomplex (Fig. l a )  bildet, weder eine tempe- 
ratur-abhangige Hyperchromizitatskurve, noch eine Temperatur-Abhangigkeit seines 
CD-Spektrums4'). Ein Gemisch aquimolarer Mengen der beiden Oligonucleotide zeigt 
keinerlei Anzeichen einer Mischpaarung ; in der Gel-Elektrophorese erscheint kein 
Mischpaarungsfleck, sondern die Flecken der beiden Komponenten wandern vollig 
unabhangig (und deutlich verschieden) voneinander [8]. Der Paarungskomplex von 
ddGlc(A,) wird also durch den Einzelstrang ddGlc(H,) nicht gebrochen, ahnlich wie dies 
auch bezuglich ddGlc(T,) zutrifft (vgl. Kap. 2.2). Die Existenz einer spezifischen (Adenin- 
Hypoxanthin)-Paarung zeigte sich indessen in der Reihe der antiparallel selbstkomple- 
mentaren Block-Polymeren ddGlc(A,-H,) beim Duplex von ddGlc(A,-H,) : wahrend die 
temperatur-abhangigen CD-Spektren der bei 34" bzw. 47" (c x 11 FM) schmelzenden 
Paarungskomplexe von ddGlc(A,-H,) (Fig. 2 4 )  und ddGlc(A,-H,) (Fig. 24a) klar dem 
CD-Spektrum des Duplexes von ddGlc(A,) (Fig. I d )  entsprechen, ist das CD-Spektrum 
des (bei c = 12 ~ L M  unterhalb 1 5") [8] schmelzenden Duplexes von ddGlc(A,-H,) (Fig. 24c) 
von eindeutig anderem Typ. Dies ist dahin zu interpretieren, dass die zwei erstgenannten 
Oligonucleotide Komplexe bilden, die auf (A/A)-Paarung unter Sequenzrahmen-Ver- 
schiebung beruhen, ddGlc(A,-H,) hingegen einen Komplex mit (Adenin-Hypoxanthin)- 
Paarung vorstellt (vgl. das Verhalten entsprechender Sequenzen, die Thymin anstelle von 
Ilypoxanthin enthalten, Kap. 2.2). Grundsatzlich kann es sich in dieser (Adenin-Hypo- 
xanthin)-Paarung um den Watson-Crick- oder den Hoogsteen -Typ handeln (vgl. Schema 
12). Nach dem Ergebnis der weiter unten (Kap. 3.2.3) naher beschriebenen, 'H-NMR- 
spektroskopischen Ermittlung der Konformation der nucleosidischen Basenverknupfung 
(diese ist fur beide Basen anti), muss es der Watson-Crick-Typ sein. Das (Adenin-Hypo- 

4') Die Herstellung der hier erorterten Hypoxanthin-haltigen Homo-DNS-Oligonucleotide ist im Teil I1 dieser 
Reihe [2] nicht bcschrieben, wird jedoch im Teil V [I41 nachgetragen werden. Die hier erwahnten, mit 
Ausnahme der Fig. 24 hier nicht dokumentierten Paarungseigenschaften von Hypoxanthin-haltigen Homo- 
DNS-Oligonucleotiden sind in [8] beschrieben. 

12 
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Fig. 24. (Adenin/Hypoxanthin)-Paarung: Nachweis durch DC-Spektroskopie *) 

*) ddGlc(H,) does not show a UV-melting curve or temperature dependence of its CD-spectrum [8], nor does 
ddGlc(H,) break the duplex of ddGlc(A,) when the two oligonucleotides are present in a 1 : 1 mixture (UV, gel 
electrophoresis) [8] If adenine-adenine pairing were of Watson-Crick type, one would expect the isomorphous 
hypoxanthine-adenine pairing to be stronger, since promotion of a stable to an unstable tautomer is not 
required in the latter case. Watson-Crick hypoxanthine-adenine pairmg is believed to operate in the case of 
(antiparallel) self-complementary ddGlc(A,-H,), according to CD (Fig. 24c as compared to Fig. 24a, 6) as well 
as NMR spectroscopy (Fig. 30) (anti-conformation of adenines as well as hypoxanthines). For the prepara- 
tion of hypoxanthine-containing ddGlc-oligonucleotides, see [S]. 
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xanthin)-Basenpaar in ddGlc(A,-H,) weist also in raumlicher Hinsicht jene Riickgrat- 
Verankerung auf, welche auch die Watson-Crick sche (Adenin/Adeninimin)-Paarung in 
ddGlc(A,)-Duplexen aufzuweisen hatte, falls deren (A/A)-Paarung dem Watson-Crick- 
Typ angehorte. Die experimentell offen gelegte Schwache der (Adenin-Hypoxanthin)- 
Paarung nach dem Watson-Crick-Modus (sie ist schwacher als die (A/T)-Paarung) 
schliesst die Vorstellung aus, wonach eine (Adenin/Adeninimin)-Paarung in der Homo- 
DNS-Reihe durch eine topologisch besonders vorteilhafte Basenpaar-Verankerung er- 
moglicht sein konnte42). 

Von den vier in Schema 1 I formulierten Paarungsvarianten, die fur die (A/A)-Paa- 
rung in ddGlc(A,)-Oligonucleotiden aus chemischer Sicht in Betracht zu ziehen waren, 
kam schlussendlich nach dem bisher Gesagten nur noch der 'reverse'-Hoogsteen -Modus 
(Schema 11, unten rechts) in Frage. Als wir aus den an sowohl ddGlc(A,-T,) als auch an 
ddGlc(A,) angelaufenen Versuchen zur NMR-spektroskopischen Struktur-Ermittlung 
zur Kenntnis nehmen mussten, dass in der Homo-DNS-Reihe die NMR-spektroskopi- 
sche Direktbeobachtung des Basenpaarungsmodus infolge der hohen Austauschge- 
schwindigkeit der N-gebundenen Protonen auf Schwierigkeiten stosst, haben wir die im 
praparativen Ersatz von Adenin durch 7-Carbaadenin liegenden Moglichkeiten der che- 
mischen Konstitutionskontrolle auf das Problem der (A/A)-Paarung angewandt. Das zu 
diesem Zwecke hergestellte (vgl. [2])  und zum Aufbau entsprechend markierter ddGlc- 
Oligonucleotide verwendete 7-Carbaadenin haben wir dann im Zuge der Untersuchun- 
gen auch zur Klarung anderer Paarungs-Konstitutionsprobleme eingesetzt ; die Ergeb- 
nisse von zwei solchen Einsatzen sind bereits erortert worden (vgl. Fig. 22, Kap. 3.1.1 und 
3.1.3). 

In allen 7-Carba-markierten Oligonucleotiden, die an ihrem 4'-Ende eine ddGlc-Ade- 
nosin-Einheit aufweisen, ist das endstandige Adenin (als einziges aller in der Sequenz 
vorkommenden Adenine), unmarkiert; dies hat praparative Griinde : beim Aufbau 7- 
Carba-markierter Oligonucleotide wurde jeweils ein mit unmarkiertem ddGlc-Adenosin 
belegtes Synthesetragermaterial verwendet. 

Das fiinffach markierte Homo-DNS-Oligonucleotid ddGlc("'A,-A) zeigt weder UV- 
noch CD-spektroskopische Anzeichen einer Selbstpaarung (Fig. 25). Dies steht in Uber- 
einstimmung mit der Erwartung und stutzt den Vorschlag, dass die Selbstpaarung von 
(unmarkiertem) ddGlc(A,) nach dem 'reverse'-Hoogsteen -Modus erfolgt. Die Relevanz 
der Beobachtung findet eine willkommene Stiitze darin, dass derselbe markierte (Ein- 
ze1)Strang mit dem Einzelstrang ddGlc(T,) eine normale ( Watson-Crick sche) Mischpaa- 
rung eingeht, wie im Kap. 3.1.1 dargelegt und in Fig. 22 illustriert wurde. Der Verlust der 
Selbstpaarungsfahigkeit des ddGlc(A,)-Strangs durch die obige (N -+CH)-Markierung 
des Adenin-Kerns in Stellung 7 stiitzte im ubrigen nicht nur die getroffene Zuordnung des 
Konstitutionstyps der (A/A)-Paarung, sondern schliesst auf zusatzliche Art auch noch 
die beiden eingangs erorterten Watson-Crick-Varianten dieser Paarung aus. 

Der Hoogsteen- bzw. 'reverse'-Hoogsteen -Modus der (A/A)-Paarung ist ein in Kri- 
stall-Gittern von monomeren Adenosin-Derivaten rontgenanalytisch schon mehrfach 

,*) Dass anderseits diese Art der Basenverankerung in der Homo-DNS-Reihe keine spezifischen Nachteile mit 
sich bringt, werden die Eigenschaften der im Teil V dieser Reihe [ 141 zu beschreibenden Hetero-(Purin-Purin)- 
Paarungen zwischen (Guanin-1soguanin)- sowie (2,6-Diaminopurin-Xanthin)-Sequenzen zeigen (vgl. vorlau- 
fig [3n. 
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Fig. 25. (AdeninlA denin) -Puurung: Markierungsexperiment rnit 7-Carbaadenin *) 

*) The replacement of five adenine moieties in ddGlc(A,) by 7-carbaadenine gives an oligonucleotide that no 
longer pairs with itself. Its capacity for Watson-Crick pairing remains intact, as the pairing with ddGlc(T6) 
(Fig. 22) demonstrates. 

angetroffener Kontakt-Typ von Adenin-Kernen (vgl. Fussnote 14 in [2]) .  Das neueste 
Beispiel ist wohl das Kristall-Gitter des Homo-deoxyadenosins ddGlc(A,), selbst, dessen 
Rontgenstruktur im Teil 11 dieser Reihe beschrieben (vgl. Fig.2 in [2 ] )  und dessen 
(Adenin-Adenin)-Paarungsmuster hier zur Orientierung uber die Struktur-Daten dieses 
Paarungstyps in Fig. 26 wiedergegeben ist. 

3.2.2. Die (GuaninlGuanin) -Paarung erfolgt ebenfalls nach dem 'reverse'- Hoogsteen- 
Modus. Die Konstitutionszuordnung fur die (GIG)-Paarung geht vom Paarungsverhal- 
ten aus, welches an den in den Schema 4und 5 behandelten Homo-DNS-Oligonucleoti- 
den mit den gezielt gewahlten (Adenin-Guanin)-Sequenzen beobachtet wurde und wel- 
ches einerseits die antiparallele Strang-Orientierung und anderseits die anscheinend 
zwangslose strukturelle Kompatibilitat von (G-G)- mit (A-A)-Basenpaaren in alternie- 
render Anordnung innerhalb solcher Paarungskomplexe nachweist. Am Duplex des 
Oligonucleotids ddGlc((A-G),) ist 'H-NMR-spektroskopisch festgestellt, dass in ihm 
sowohl die Adenin- als auch die Guanin-Basen anti- Konformation einnehmen (vgl. 
Kap. 3.2.3). Der Versuch, diesen Nachweis auch fur den um 40" (vgl. Fig. I I )  schmelzen- 
den Selbstpaarungskomplex von ddGlc(G,) zu fuhren, scheiterte an dessen Eigenschaft, 
unter den Konzentrations-, Temperatur- und Zeit-Bedingungen einer zweidimensionalen 
'H-NMR-Analyse irreversibel aus der Mess-Losung auszufallen (weiteres daruber vgl. 
unten). Zur Zeit beruht deshalb die unserer Konstitutionszuordnung fur die (G/G)-Paa- 
rung zu Grunde gelegte anti-Konformation der Base einzig auf der an ddGlc((A-G),) 
gemachten Beobachtung. 

anti-Konformationstyp der nucleosidischen Basen-Verkniipfung und antiparallele 
Strang-Orientierung sind als Entscheidungskriterien hinreichend, um von den insgesamt 
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Fig. 26. (AdeninlAdenin) -Paarung beim kristallinen Homo-2’-deoxyadenosin *) 

*) The X-ray crystal structure of the nucleoside homo-2’-deoxyadenosine (see part I1 of this series [2]) shows the 
adenine nuclei H-bonded in reverse-Hoogsteen fashion. 

vier aus chemischen Grunden in die Betrachtung einzubeziehenden Konstitutionstypen 
einer (G/G)-Paarung den Modus der ‘reverse’-Hoogsteen -Paarung als den einzig in Frage 
kommenden zu postulieren**) (Schema 13). Er entspricht auch der oben erwahnten 
Forderung, mit der (A/A)-Paarung strukturell kompatibel sein zu mussen. Der Konstitu- 
tionstyp der ‘reverse’-Hoogsteen -Paarung ist fur die Selbstpaarungen des Adenins und 
des Guanins zwar nicht isomorph, aber doch quasi-isomorph, wie Schema 14 andeutet. 

Der vorgenommene Ausschluss der beiden ‘reverse’- Watson-Crick- Varianten 
(Schema 13, oben) ist durch Beobachtungen chemischer Art zusatzlich gestutzt. So hat 
die an sich interessante Moglichkeit, dass ein (G/G)-Paar in ‘reverse’- Watson-Crick-An- 

**j Note added in proof. In the meantime, we have confirmed that ~ ~ G I C ( ’ ~ ~ G , - G )  does not pair with itself, but 
pairs normally with ddGlc(C6) (experiments by A. Holzner). 
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Schema 13. (GuaninlGuaninj-Paarung: Konstitution *) 

reverse anti 
Watson-Crick ;;;al,el 

Hoogsteen anti 
anti 
parallel 

reverse anti 
Watson-Crick ;;;illel 
(deprotoniert) 

reverse anti 
anti 

Hoogsteen antiparailel 

*) That guanine-guanine pairing in ddGlc(A,G)-oligonucleotides (Scheme 4 )  prefers antiparallel strand orienta- 
tion, and that the conformation of the guanine bases in the duplex of ddGlc((A-G),) is unti (see Fig. 28u, b ) ,  
both point to reverse-Hoogsteen as the mode for guanine-guanine pairing in homo-DNA duplexes. The 
formally appealing possibility of a mono deprotonated guanine-guaninate pairing is additionally excluded by 
the observation that the T,,, value of self-paired ddGlc(G,) is independent of pH in the region pH 4-9 (Fig. 23). 
Note that the pairing mode postulated for guanine-guanine self-pairing in the homo-DNA series is different 
from the one present in the guanine tetrade in the natural series. 
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Schema 14. Quasi-lsoniorphie der (Adenin1Adenin)- und (Guunin1Guanin)-Puarung *) 
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Guanin 

Guanin 

Adenin 
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/ ant! 
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*) Experiment strongly indicates that adenine-adenine and guanine-guanine pairing in homo-DNA must be 
spatially compatible with each other within a duplex (Scheme 4 and 5 ) .  In fact, the ‘reverse’-Hoogsteen modes 
of the two pairings are not completely, but quasi-isomorphous. 

ordnung mit aussergewohnlicher Leichtigkeit ein Proton verlieren konnte, weil dadurch 
eine perfekt synergistisch-dreizahnige H-Verbruckung zustande kame (Schema 13, oben 
rechts) in einer Friihphase der Untersuchungen eine uberprufung der pH-Abhangigkeit 
der Selbstpaarung von ddGlc(G,) veranlasst. Dabei wurde gefunden, dass die Schmelz- 
Temperatur des Paarungskomplexes im pH-Bereich 4-9 von der Aziditat der Losung 
unabhangig ist (Fig. 23). Was die zweizahnige (neutrale) Version der ‘reverse’- Watson- 
Crick-Paarung anbetrifft (Schema 13, oben links), so wiirde diese die ungefahr gleiche 
Energetik aufzuweisen haben wie die entsprechende (isomorphe) (Hypoxanthin/Hypo- 
xanthin)-Paarung. Von letzterer ist nachgewiesen, dass sie bei ddGlc(H,) oberhalb Oo 
nicht auftritt (vgl. Kap. 3.2.1 und [S]). 

Der hier auf Grund von Strang-Orientierung und Basenkonformation ausgeschlos- 
sene Hoogsteen -Paarungsmodus (Schema 13, unten links) ist jener, der die Moglichkeit 
der Erganzung zu einer Guanin-Tetrade in sich tragt, wie dies in der naturlichen Reihe 
beobachtet wird (vgl. Schema 10). Die Konstitution dieser Tetrade erlaubt die cyclisch 
geschlossene Absattigung der im (G/G)-Paar des Hoogsteen-Typs noch verbleibenden 
freien Paarungsaffinitaten. Eine Absattigung der entsprechenden Affinitaten des ‘re- 
verse’-Hoogsteen- Paars kame einem Oligomerisierungsprozess in der zu den Ruckgrat- 
Strangen des (G/G)-Duplexes orthogonalen Richtung gleich (Schema IS), was (im Falle 
einer idealisiert linearen Duplex-Struktur) zu einer Schicht-Vernetzung durch ‘reverse’- 
Hoogsteen -Verbriickung mit durchgehender Antiparallelitat benachbarter Strange fuh- 
ren wurde. Der Gedanke liegt nahe, diese Oligomerisationsmoglichkeit eines ‘reverse’- 
Hoogsteen -(G/G)-Duplexes mit der oben erwahnten Beobachtung in Zusammenhang zu 
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Schema 15. Assoziationsrnoglichkeit bei ddGlc(G,)-Duplexen *) 

*) Self-paired ddGlc(G,) could not be analyzed by NMR spectroscopy, because of precipitation from solutions 
when concentrated. In contrast to the (Hoogsteen) guanine-guanine pairing operating in the guanine tetrade 
(see Schme I1 ), ‘reverse’-Hoogsteen guanine-guanine pairing in a ddGlc(G6) duplex does not saturate all 
pairing valences of the base partners, leaving open the opportunity for the hypothetical inter-duplex aggrega- 
tion shown above. 

bringen, dass der Paarungskomplex von ddGlc(G,) unter den (relativ hochkonzentrierten 
und langere Zeit beanspruchenden) Bedingungen einer zweidimensionalen ‘H-NMR- 
Analyse irreversibel aus der Losung ausfiel. 

3.2.3. ’H-NMR-spektroskopische Bestimmung des Konformationstyps der (Zucker- 
Basen)- Verknupfung in den Paarungskomplexen von ddGlc(A,) , ddGlc( (A-G),)  und 
ddGlc(A,-H,) 43). Der Konformationstyp der nucleosidischen Verkniipfung (anti- bzw. 
syn, vgl. Schema 6) lasst sich in der Homo-DNS-Reihe analog wie bei Oligonucleotiden 
der naturlichen Reihe [32] [46] aus den relativen Intensitaten der intranucleotidischen 
Kern-Overhauser- Effekte (NOE) zwischen den Protonen H-C(8) der Purin-Base und 
den Protonen H-C(2’) und H-C( 1’) des Zucker-Teils bestimmen. Bei eindeutiger 
anti- Stellung (typischerweise -170” < x < - 9 O O )  sind ausgehend vom Purin-Proton 
H-C(8) abnehmende NOE Intensitaten in der Reihenfolge H,-C(2’) > Ha-C(2’) 

43) Im Hinblick auf Teil IV dieser Reihe [I21 beschriinkt sich hier die Behandlung der NMR-analytischen 
Untersuchungen an den drei Oligonucleotiden ddGlc(A,), ddCil~((A-G)~) und ddGlc(A,-H4) auf die im 
vorliegenden Zusammenhang unmittelbar interessierenden Ergebnisse. Ins Detail gehende Darstellungen der 
NMR-Analysen finden sich in den gedruckt vorliegenden Dissertationen von Bohringer [S] (fur ddGlc(A,), 
vgl. S. 109-149), Hunziker [6] (fur ddGlc((A-G),), vgl. S. 132-1 59) und Diederichsen [8] (ddGlc(A4-H4), vgl. 
S. 66-85). Die Spektroskopie von ddGlc(A,) wurde grossenteils im Laboratorium von Dr. H. Widmer (Sandoz 
AG, Basel) durchgefuhrt, wofur wir Herrn Dr. Widmer zu Dank verpflichtet sind. 
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>> H-C(1’) zu erwarten, bei eindeutiger syn-Stellung (40” <,y < 90’) - umgekehrt 

Die Spektren von ddGlc(A,) [5] und ddGlc((A-G),) [6] zeigen je sechs verschiedene 
chemische Verschiebungen fur die Protonen H-C( 1’) und funf unterscheidbare ”P-Ver- 
schiebungen, ddGlc(A,-H,) [8] entsprechend acht H-C( 1’) und sieben 3’P-Verschiebun- 
gen (Fig. 27 und Tab. 3-5). Dies entspricht der aus den bisher erorterten Untersuchungen 
abgeleiteten Vorstellung, dass die drei Oligonucleotide bei den in den NMR-Proben 
vorliegenden Konzentrationen weitgehend einheitlich als antiparallel-gepaarte Duplexe 
vorliegen, welche, zumindest im Zeitmittel uber die NMR-Zeitskala, uber C,-Symmetrie 
verfugen (s. untenstehende Diskussion des Paarungsfunktionstauschs). Voraussetzung 
fur die Abschatzung der relevanten ‘crosspeak‘-Intensitaten in den NOESY Spektren von 
ddGlc(A,), ddGlc((A-G)J und ddGlc(A,-H,) ist eine gesicherte Zuordnung der Signale 
von H-C( l’), H,-C(2’) und H,-C(2’) jeder Zucker-Einheit. Diese gelang rnit Hilfe von 
DQF-COSY- und (fur ddGlc((A-G),) sowie ddGlc(A,-H,)) TOCSY-Spektren; sie findet 
sich in den Tab. 3-5, in denen samtliche getroffenen Signal-Zuordnungen fur die drei 
Komplexe zusammengestellt sind. Mit Ausnahme der praktisch isochronen (H-C(2’))- 
Systeme der ersten beiden Hypoxanthin-Einheiten in ddGlc(A,H,) sind die Zuordnungen 
fur H-C( l’), HE-C(2’) und H,-C(2’) eindeutig. Im stark uberlappenden Bereich von 
H-C(5’) und H-C(6’) dagegen, sind einzelne Zuordnungen (insbesondere fur ddGlc(A,- 
H,)) entweder mehrdeutig oder mussen ganz offen bleiben. Fur alle drei Paarungskom- 
plexe gelang auch die sequentielle Zuordnung der einzelnen Zucker-Einheiten uber die 
skalare (1H,3’P)-Verschiebungskorrelation und, im Fall von ddGlc((A-G),) und 
ddGlc(A,-H,), rnit Hilfe erganzender Information aus sequentiellen NOESY ‘cross- 
peaks’. Die Korrelation der einzelnen Purin-(H-C(8))-Protonen rnit dem zur gleichen 
Nucleotid-Einheit gehorigen Zucker-Spinsystem ergibt sich aus den NOESY ‘crosspeaks’ 
zu den (HB-C(2))-Protonen; diese (intranucleotidischen) ‘crosspeaks’ sind deutlich star- 
ker als alle anderen NOE zu H-C(8). 

In den NOESY-Spektren (Misch-Zeit > 100 ms) der drei Komplexe zeigen die Purin- 
(H-C(8))-Protonen durchwegs einen starken ‘crosspeak’ rnit H,-C(2’), einen schwache- 
ren mit H,-C(2’) und einen deutlich schwacheren mit H-C(1’). Um den Einfluss der 
Spin-Diffusion ([32], S. 328) zu uberprufen, wurden fur ddGlc((A-G),) und 
ddGlc(A,-H,) auch NOESY-Spektren rnit kurzeren Mischzeiten (50-60 ms) aufgenom- 
men (Fig. 28-30 ; umstandehalber stehen fur ddGlc(A,) keine NOESY Spektren mit 
weniger als 100 ms Misch-Zeit zur Verfugung). In ihnen sind die ‘crosspeaks’ von H-C(8) 
zu H-C( 1’) und (weniger ausgepragt) auch zu H,-C(2’), bezogen auf H-C(8)/HP-C(2’), 
deutlich schwacher als in den Spektren rnit langeren Misch-Zeiten; dies weist klar darauf 
hin, dass sie hauptsachlich der Spin-Diffusion von H,-C(2’) uber das nahegelegene 
geminale H,-C(2’) zum H-C( 1 ’) zuzuschreiben sind. Das beobachtete, einheitliche 
Inteositiitsmuster ist nur rnit der Annahme einer anti-Stellung ( Winkelbereich 
,y = -120 f 60”) samtlicher Basen in allen drei untersuchten Paarungskomplexen zu ver- 
einbaren. 

Ein Versuch zur quantitativen Auswertung der NOE-Daten rnit dem Zweck, den 
Torsionswinkel x naher einzugrenzen, wurde nicht unternommen. Die vorhandenen 
Daten erfullen auch bezuglich der Quantifizierbarkeit der NOE und Kopplungskonstan- 
ten die Voraussetzungen nicht, um eine weitergehende Bestimmung der Ruckgrat-Kon- 
formation durchzufuhren. Die Wert-Bereiche von Kopplungskonstanten, wie sie sich 

H-C( 1’) >> H,-C(2’) > H,-C(2’). 
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4 
ddGlC(A-A- A-A- A-A) 

(A-A-A-A-A-A)ddGlC 
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Ha-C(I') HD-C(4') 

9 a 7 6 5 4 3 2 1 0 [PPml 

ddGlC(A-G-A-G-A-G) 
(G-A-G-A-G-A)ddGlC 

HDC 

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 [PPml 
Fig.27. 'H-NMR-Spektrum des Duplexes von a) ddGlc( A,)  und b) von ddGlri (A-GI , )  *) 

*) a) 'H-NMR spectrum (500 MHz) of ddGlc(A,): 4 mM ddGlc(A,), 0 . 1 ~  NaC1, 0 . 0 5 ~  Na2HP04, H3P04, pH 
7.0, 0.1 % ( w / v )  NaN, in D20, 29" [5].  b)  'H-NMR spectrum (400 MHz) of ddGlc(A-G-A-G-A-G): 9 mM 

ddGlc((A-G),), 0 . 1 ~  Na,HP04, H,P04, pH 7.0 in D,O, 27" [6]. 
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Tab. 3. Chemische Verschiebungen der nicht aus tauschenden Protonen und der P-Atome im Duplex 
von ddGlc(A,J. Bedingungen vgl. Fig. 27a; Details vgl. [5]. 
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ddGlc(&) 

A1 A2 A3 A4 

H-C( 1') 5,07 4,62 4,49 4,56 
H,-C(2') 1,Ol 0,91 0,92 1.03 
H,q-C(Z') 1,64 1,86 1,91 1,95 
H,-C(3') 0,95 1,02 1,11 1,14 
H,q-C(3') 1,80 2,05 2,13 2,18 
H-C(4') 3,73 3,88 3,96 4,03 

H-C(6')(S) 3,55 3,81 3,84 3,87 
H-C(6)(R) 3,55 3,90 3,95 3,98 
H-C(2) 7,90,7,94,8,00, 8,02, 8,02,8,09 
H-C(8) 8,OO 8,07 8,ll 8,13 

H-C(5') 3,32 3,39 3,41 3,44 

4,96 5,93 
1,18 2,48 
1,98 2,57 
1,36 1,94 
2,30 2,49 
4,12 4,01 
3,59 3,82 
3,94 4,09 
4,04 4,18 

8,17 8,39 

Nucleotid A1 A2 A3 A4 A5 A6 
Phosphat-Gruppe PI p2 p3 p4 PS 

&(''P) bpml 4,08 4 ,78  4 ,84  4 ,78  4 5 5  

Tab. 4. Chemisehe Verschiebungen der nicht austauschenden Protonen und der P-Atome im Duplex 
von ddGlc( (A-G)3) .  Bedingungen vgl. Fig. 276 ; Details vgl. [6J. 

ddGlc[(AG)3] 

A1 G2 A3 G4 AS G6 

H-C(1') 5,31 4,62 4,77 4,66 5,Ol 5,61 
HE-C(2) 1,28 0,73 1,38 1,08 1,78 2,40 
HB-C(Z') 1,88 1,66 2,03 1,90 2,11 2,41 
H,-C(3') 1,32 038 1,08 1,68 1,85 
Hp-C(3') 1,96 1,92 2,24 2,15 2,44 2,43 
H-C(4) 3,78 3,75 3,96 3,95 4,11 3,96 
H-C(5') 3,52 3,42 3,44 3,37 3,61 3,76 
H-C(6')(S) 3,64 3.92 3,93 3,98 4,02 4,15 
H-C(6)(R) 3,55 3,82 3,86 3,92 3,94 4,07 
H-C(2) 7,97, 8,11, 8,13 
H-C(8) 7,98 7,72 8,lO 7,81 8,ll 7,82 

Nucleotid A1 G2 A3 G4 A5 G6 

Phosphat-Gruppe Pl p2 p3 p4 PS 

SC'P) [PPml -2,53 -2,93 -3,ll -2.85 -2,87 

durch Ausweitung der DQF-COSY- und H,P-COSY-Spektren von ddGlc(A,) und 
ddGlc((A-G),) ergeben, entsprechen [47] Wert-Bereichen fur die Ruckgrat-Torsionswin- 
kel /I, y und E (s. [5] [6]),  welche dem fur ddGlc-Duplexe erwarteten Konformationstyp 
-sc,up,sc,sc,up,-sc (vgl. [ 11 und Schema 16) zumindest nicht von vornherein widerspre- 
chen. Auf die Problematik der NMR-spektroskopischen Herleitung der Ruckgrat-Kon- 
formation eines Homo-DNS-Duplexes wird im Detail im Teil IV eingegangen werden. 
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Tab. 5. Chemische Verschiebungen der nicht austauschenden Protonen und der P-Atome im Duplex 
von ddGlc(A,-H,). Bedingungen vgl. Fig. 30; Details vgl. [S]. 

dd Glc(AdH4) 

H-C( 1 ’) 5,14 4,80 4,89 5,44 5,45 5,46 5,64 530 
H,-C(2) 150 1.80 1,80 2,12 2,oo 2,02 2,11 2,38 

H,-C(3’) 1,16 1.15 1,26 1,55 1.60 139 1.75 1,78 
HB-C(3’) 1,91 2,06 2,13 2,32 2,30 2,32 2.44 2,34 
H-C(4‘) 3,72 3,87 3,94 4,lO 3,YY 4,02 4,lO 336 
H-C(5’) 3,39 3,48 3,ss 3,70 3,76 3.76 3,83 3,80 
H-C(6’)(S) 3,61 3,86 3,92 3,Y8 4,02 4,15 

H-C(2) 7,90,7,94,8,00,8,02,8,14,8,15,8,20, 8,25 
H-C(8) 7,97 8,08 8,13 8,21 8,16 8,26 8,30 8,33 

H,3-C(2’) 1,03 0,92 0,90 1,68 I,61 1,61 1,91 2,21 

H-C(6‘)(R) 3.54 3,76 3,88 3,93 3,Y3 

Nucleotid A1 A1 A3 A4 H5 H6 H7 Ha 

Phosphat-Gruppe Pl PZ p3 p.4 ps p6 p7 

Der in Kap. 3.2. I und 3.2.2 fur die (A/A)- sowie (G/G)-Paarung abgeleitete, ‘reverse’- 
Hoogsteen-Modus der Paarungskonstitution lasst fur ddGlc((A-G),) keinen stati- 
schen Komplex mit der NMR-spektroskopisch beobachteten C2-Symmetrie zu. Es muss 
also ein beziiglich der NMR-Zeitskala (Unterschied der chemischen Verschiebungen 
fur Komplexe mit C,-Symmetrie) innerhalb der einzelnen (A-A)- und (G-G)-Basenpaare 
ein rascher Austausch der Paarungsfunktionen stattfinden (vgl. Schema 17 und 18 im 
Kap. 4 ) .  Fur ddGlc(A,) ist zwar eine C2-symmetrische Anordnung der beiden ‘reverse’- 
Hoogsteen -Paarungsfunktionen entlang der Kette moglich, doch ist auch hier wahr- 
scheinlich, dass ein rascher Paarungsfunktionswechsel stattfindet. Die Schlussfolgerung 
indessen, dass alle Basen in allen drei Komplexen eine anti-Konformation einnehmen, 
behalt unabhangig von einem dynamischen Paarungsfunktionstausch ihre Giiltigkeit. 
Eine solche Dynamik wiirde die qualitative Herleitung der nucleosidischen Konforma- 
tion aus den NOESY-Spektren nur dann in Frage stellen, wenn zusatzlich ‘crosspeaks’ 
beobachtet wiirden, die auf einen syn -Anteil schliessen Lessen. 

Die aus den COSY-Spektren qualitativ abschatzbaren Kopplungskonstanten zwi- 
schen den Protonen der Pyranosyl-Einheiten zeigen fur alle drei Komplexe ein Muster, 
das nur mit der nach konformationsanalytischen Kriterien erwarteten Sessel-Konforma- 
tion der Pyranose-Ringe vereinbar ist. Stets wird eine Abfolge von grossen Kopplungen 
H-C( 1 ’)-+H,-C(2’)+Hm-C(3’) +H-C(4) +H-C(5’) beobachtet, wahrend die ubrigen 
vicinalen Kopplungen klein sind. Bestatigt wird diese Sessel-Konformation auch durch 
NOES von H-C(1’) nach H,-C(3’) und H-C(5’). 

Im Hinblick auf den in Homo-DNS-Duplexen kritischen, sterischen Kontakt zwi- 
schen der (C(2’,3’))-Flanke der Pyranose-Ringe mit der Base der nachfolgenden 
Nucleotid-Einheiten sei hier auf die deutliche magnetische Abschirmung samtlicher 
(HE-C(2’)) Protonen (mit Ausnahme der Nucleotid-Einheit am 4’-Ende!) hingewiesen 
(vgl. Tab. 3-5). Auch dieser Aspekt wird im Teil IV der Reihe [ 121 naher erortert werden. 
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4. Uber geometrische Aspekte der Basenpaarung von (quasi-)linearen Oligonucleotid-Strangen. - Mit den im 
Teil I dieser Reihe abgeleiteten, idealisierten Konformationsmodellen von Homo-DNS-Einzelstrangen gehen 
einige geometrische Gegebenheiten einher, die dann augenfallig werden, wenn man die Geometrie der Paarung 
(idealisiert) linearer Oligonucleotid-Strange betrachtet. Zwar sind diese Gegebenheiten fur Oligonucleotid-Paarun- 
gen generell relevant, sie bleiben jedoch im komplexen Allgemeinfall (z. B. bei der DNS-Paarung) verdeckt und 
treten dabei nur dann hervor, wenn man die (helikale) Paarung aus der Sicht linearer Bezugs-Konformationen zu 
analysieren versucht. Es ist deshalb hier der Ort, auf diese (an sich elementaren) geometrischen Aspekte der 
nucleotidischen Paarung kurz hinzuweisen. Des weiteren sol1 auch noch ein konformationeller Aspekt des 're- 
verse'-Hoogsteen-Paarungstyps behandelt werden, da dieser Paarungsmodus, wie die Ausfuhrungen in den 
Kap. 3.2.1 und 3.2.2 gezeigt haben, bei den (Purin-Purin)-Paarungen in der Homo-DNS-Reihe eine besonders 
wichtige Rolle spielt. 

Wie im Teil I dieser Reihe [l] dargelegt, fuhrt eine qualitative KonformationsanalyseU) eines Homo-DNS- 
Einzelstrangs zum bemerkenswerten Ergebnis, dass es im Rahmen der insgesamt nur drei Zulassungskriterien 
(samtliche Einfach-Bindungen gestaffelt, 1,5-Repulsionen ausgeschlossen bzw. minimisiert, Konformation der 
Phosphodiester-Gruppierungen Anomereffekt-konform, d. h. synclinal-synclinal) einen einzigen Konformations- 
typ der Homo-DNS-Oligonucleotid-Kette gibt, namlich den Typ -sc,ap,sc,sc,ap,-sc (Torsionswinkel a 4,; Typ A 
in Schema 16), dessen Nucleotid-Einheit nicht nur konstitutionell, sondern auch konformationell repetitiv ist und 
der damit die Voraussetzung fur die Paarung zu Duplexen mit mono-nucleotischen Repetier-Einheiten erfullt. 
Relaxiert man bei dieser Analyse das stereoelektronische Kriterium soweit, dass man fur die Phosphodiester-Grup- 
pierungen nicht nur eine sc,sc- (bzw. -sc,-sc)-Konformation, sondern auch eine sc,ap- (bzw. -sc,ap)-, nicht aber eine 
ap,ap-Konformation zulasst (vgl. Fig.6 und 7 sowie Fussnote 19 in [I]), so ergibt sich ein zweiter, das genannte 
Paarungskriterium erfullender Konformationstyp der Oligonucleotid-Kette, namlich up,ap,ap,sc,ap,-sc (Typ B im 
Schema 16). 

Modelle von Homo-DNS-Oligonucleotid-Strangen der beiden (idealisierten) Konformationstypen A und B 
sind linear [ 11. Bei ebenfalls idealisierter Konformation um die nucleosidische Bindung (Basenebene syn planar zur 
(H-C(1))-Bindung des Pyranose-Rings, Torsionwinkelz = -120° (anti) oder +60° (syn)) stehen die entlang der 
Oligonucleotid-Kette zueinander parallelen Basenebenen orthonogal zur mittleren Ebene der Pyranose-Sessel, 
jedoch geneigt zur Strang-Achse; das Mass dieser Neigung ist fur die beiden Typen unterschiedlich. 

An geometrisierten Modellen von linearen Strangen mit zueinander geneigten Strang- und Basenachsen 
(Fig. 31, oben) lasst sich der rein geometrische Grund erkennen, warum quasi-lineare Homo-DNS-Duplexe die 
antiparallele Strang-Orientierung gegenuber der parallelen Orientierung bevorzngen und dass sie dies um so 
ausgeprigter tun (sollten), je starker die Neigung zwischen Strang- und Basenachsen ist. 

Sind idealisierte Modelle von Homo-DNS-Duplexen, die sich durch antiparallele Basenpaarung von linearen 
Einzelstrangen des Konformationstyps A oder B ableiten, ebenfalls linear? Die Antwort lautet bemerkenswerter- 
weise fur die Konformationstypen A und B nnterschiedlich: Homo-DNS-Duplexe, die sich durch Paarung von 
Einzelstrungen des (idealisierten) Konformationstyps A abfeiten, hahen eine (obligat entidealisierte) helicale Konfor- 
mation, Duplexe aus Strungen des Konformationstyps B hingegen konnen (idealisiert) linear sein. Der Grund fur 
diesen Unterschied liegt darin, dass das (idealisiert) lineare Modell des Konformationstyps A paarungstopologisch 
dreidimensional chiral ist, das Modell mit dem Konformationstyp B sich jedoch als quasi-zweidimensionale chirale 
Struktur verhalten kann (Fig. 31, ~ n t e n ) ~ ~ ) .  Wird zwischen linearen, dreidimensional-chiralen Strangen gleichen 
Chiralitat~sinns~~) (durch die Paarungsaffinitat der Basen) eine Paarung erzwungen, so hat zum Zwecke der 
Beibehaltung der Paarungsstruktur eine komplementar-helikale Verformung der Strange zu erfolgen, was nur 
durch Entidealisierung der StrangKonformation moglich ist. 

Der Konformationstyp A einer Homo-DNS-Kette entspricht deshalb einem dreidimensional-chiralen Strang, 
weil in dieser (idealisierten) Konformation die von C(6') ausgehende Phosphodiester-Bindung quasi-orthogonulzur 

@) Vgl. auch den in Fussnote 17 im Teil 11 dieser Reihe [2] durch G. Quinkert (Frankfurt) ausgelosten Nachtrag zu 
dieser Analyse. 

45) Uber die Begriffe zwei- und dreidimensionale Chiralitat, vgl. Essays von Prelog [48a] und Wintner [48b]. 
46) Fur eine intra-komplexar racemische Paarung von zwei enantiomeren homochiralen Strangen mit paralleler 

Strang-Anordnung gilt Unterschiedliches: dreidimensional chirale Strange paaren zu Duplexen, die um SO 

eher linear sind, je geringer die Neigung der Strange ist, d. h. je weniger die Ausrichtung der Basenpaarachsen 
relativ zur Strang-Achse von der orthogonalen Richtung abweicht. lm Ruckblick durfte dies der Grund fur die 
zu Beginn der Untersuchungen uber Homo-DNS gehegte Erwartung gewesen sein, dass ein Hexamer des 
D-Homo-deoxyadenosins bevorzugt mit dem Hexamer des L-Homo-deoxyuridins parallel paaren wurde (vgl. 
Fussnote 8). 
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Schema 16. Konformationsanal~,se des ddGlc-Einzehrrang- Rcckgrats: idealisierre lineare Konformationen *) 

Phosphodiester- 

-sc/-sc 
Typ A Konformation 

Phosphodiester- 

-sc/ap 
Typ B Konformation 

I .' 
N W N  

dreidimensional-chiral quasi-zweidimensional-chiral 

Einzelstrang : kann (idealisiert) linear sein Einzelstrang : kann (idealisiert) linear sein 

Doppelstrang : kann (idealisiert) nicht Doppelstrang : kann (idealisiert) linear sein 
linear sein 

*) This chapter discusses a few geometric aspects of oligonucleotide pairing which - although, per se, of an 
elementary nature - come to mind when pairing of (idealized) linear oligonucleotide strands in antiparallel 
strand orientation is considered. Scheme 16 recalls the two types of homo-DNA single strand conformation 
which are 'least strained' (allowing for both sc/sc and ap/sc phosphodiester groups) and are also conformatio- 
nally repetitive (linear), and, therefore, capable of pairing (see Part 1 of this series [l] and also Quinkert's 
ammendment in Part 2 (Footnote 17 in [2]). These two conformational models differ in one important respect, 
directly relevant to antiparallel pairing. Due to the presence of a C-0 bond lying quasi-perpendicular to the 
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Doppelstrang kann (idealisiert) linear sein Doppelstrang kann (idealisiert) nicht linear sein 

Fig. 3 I .  a) Paarung bei antiparalleler vs. paralleler Strang-Orientierung. b) Helikalisierung von linearen 
ddGlc-Einzelstrang-Modellen bei Paarung in antiparalleler Strang-Orientierung *) 

33 1 

*) Visualization of why (idealized) linear oligonucleotide strands with inclined strand to base axes prefer 
antiparallel strand orientation in their duplexes, and of why such strands cannot form strictly linear duplexes 
when their conformation is three- (and not two-)dimensionally chiral. 

~~ ~ 

strand axis, the -sc/-sc (type A )  strand behaves as a three-dimensionally chiral system; it is incapable of 
forming a double strand in which the two strand axes are antiparallel and linear, as will be apparent from 
Fig. 31. In contrast, the ap/-sc (type B )  strand, lacking the quasi-orthogonal C-0  bond, can be regarded as a 
two-dimensionally chiral system, and thus is capable of linearly antiparallel double strand formation. When 
pairing is forced on the type A model, a helical twist (right-handed in the o-series) is the result, requiring 
deviations from the linearity values of torsion angles. The resulting helically distorted model is still quasi- li- 
near. 



332 HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 76 (1993) 

mittleren Ebene liegt, welche die Strang-Achse und die zu dieser geneigte Achse der Basenpaare enthalt. Eine 
derartige orthogonale Bindungsstufe fehlt im Strang-Mode11 des Konformationstyps B (Schema 16) .  Die an 
Modellen leicht zu erfahrende Tatsache, dass (homochirale) Homo-DNS-Strange des KOnfOrmdtiOnStypS A nur 
unter Entidealisierung der Riickgrat-Konformation zu Duplex-Modellen mit antiparalleler Strang-Orientierung 
zusammengefiigt werden konnen, Strange des Typs B jedoch zwangslos idealisiert-lineare Duplex-Modelle abge- 
ben, ist auf die An- bzw. Abwesenheit einer solchen orthogonalen Bindungsstufe in den zugehorigen Einzelstrang- 
Konformationen zuriickzufiihren. Die absolute Konformation der orthogonalen Bindung im Strang-Typ A 
bestimmt den Helizitatssinn des zugehorigen Duplex-Modells (rechtsgangig bei D-Konfiguration des Zucker-Bau- 
steins), und die Relation der Linge dieser Bindung zur Repetier-Distanz entlang der Strang-Achse sowie vor allem 
auch die Anzahl solcher orthogonaler Bindungen bestimmen den Helikalisierungsgrad. Die bei einer einzigen 
orthogonalen Bindung pro Ruckgrat-Einheit schwache Helikalisierung des Ruckgrats kann sehr leicht durch 
Abweichung von Torsionswinkeln von ihrem Linearwert zustandekommen (vgl. hierzu auch Teil I [I]). Das Model1 
eines dergestalt helikalisierten Homo-DNS-Doppelstrangs erscheint im Vergleich zu einer DNS-Doppelhelix noch 
immer als quusi-linear. 

In beiden idealisiert-linearen Homo-DNS-Einzelstrang-Konformationstypen A und B liegen die parallelen 
Basenebenen zu weit voneinander entfernt (ca. 5 A bzw. ca. 6 A), als dass in Paarungskomplexen die Basenpaar- 
Stapelung jenes Mass an Stabilisierung aufbringen konnte, das in DNS-Duplexen mit dem optimalen Basenpaar- 
Abstand van 3 , 5 4  A einhergeht. In Fig. 32 sind in formalisierter Form die verschiedenen Typen von konformatio- 
nellen Riickgrat-Verformungen dargestellt, welche die Distanz zwischen parallel gehaltenen Basenpaar-Ebenen 
eines quusr -zwei-dimensional chiralen, linearen Doppelstrangs mit orthogonalen Basenpaar- Achsen bei konstant 
bleibender ‘konstitutioneller Distanz’ der Riickgrat-Kette zu verringern geeignet sind. Eine Abweichung von der 

linear linear 
orthogonal geneigt 

wellig 
parallel gekreuzt 

Fig. 32. Verk urzung der Busenpaar- A hstiinde in Iineuren Duplex- Modelltw durrh Neigung, 
Wellung oder Helikulisierung der Strung-Achsen *) 

helikal 

The distance between the base planes in the two idealized homo-DNA single strand models of Scheme 16 is ca. 
5 A for type A and 6 A for type 3, in each case considerably greather than the 3,4 A known to be optimal for 
base stacking in paired DNA oligonucleotides. The cartoons of Fig. 32 indicate types of backbone deforma- 
tion available for adjusting base plane distance within the constitutional constraints of the backbone. With 
respect to a reference model having linear (anti)parallel strands and orthogonally attached base pairs, lower 
base pair distances can be attained by inclining the backbone axes, to a degree that is determined by the 
backbone constitution, and is strongly dependent on the backbone’s conformation. Alternatively, the back- 
bone axes may be ruflled, while the base-pdiring axes are either parallel or crossed. Finally, helicalization can 
provide the adjustment in a most efficient manner and, indeed, it is the solution chosen by Nature to achieve 
the optimal stacking distance between base pairs, given the constitutional constraints of the DNA backbone. 
The type and degree of helicalization required for optimal base-pair-stacking distances in DNA duplexes 
coincide with the intrinsic predisposition of the DNA single-strand back-bone, which is - to an important part 

a consequence of the furanose structure of the sugar (see discussion in part I [l]) 
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(fiktiven) orthogonalen Strang-Linearitat durch Strang-Neigung ist bei Homo-DNS-Oligonucleotiden schon kon- 
stitutionell durch die ( 4  +6’)-Position der Phosphodiester-Verknupfung und deren Lage relativ zur nucleosidi- 
schen Bindung bedingt. Das Ausmass der Strang-Neigung ist aber vor allem auch konformationell bestimmt, wie 
dies die Einzelstrang-Modelle der Konformationstypen A und B in Schema 16 zum Ausdruck bringen. Dadurch, 
dass der Basenabstand im A-Typ geringer ist als im starker geneigten B-Typ, illustrieren diese beiden Modelle den 
dominierenden Einfluss der Riickgrat-Konformation auf den Basenabstand. Dies betrifft auch die Konformation 
um die nucleosidische Bindung, bei welcher eine Variation des Torsionswinkels x im Bereiche von -120” 
(anti)++6O0 (syn) bei linearen Strangen formal jede beliebige Verringerung des (orthogonalen) Abstands der 
Basenebenen herbeifuhren kann, wobei allerdings in der Realitat sterische Faktoren unter Umstanden rigoros 
intervenieren, und Basenebenen ihre gegenseitige Stapel- und Paarungs-Orientierung verschlechtern konnen. 

Der wichtigste und wohl effizienteste Weg zur konformationellen Verringerung des Basenabstandes im Konstitu- 
tionstyp eines oligonucleotidischen Ruckgrats ist die Helikalisierung. Durch sie bringt das Riickgrat der natiirlichen 
DNS ungemungen den fur eine Stapelung der Basenpadre in Duplexen optimalen Abstand von ca. 3,5 8, zustande. 
Wiewohl im Einzelnen komplex und keinesfalls etwa voll durchschaut, ist dort die helikale Form - wie im Teil I 
dieser Reihe [I] dargelegt - durch die Fiinfgliedrigkeit des Furanose-Rings dem Ruckgrat immanent. 

Von den zwei verbleibenden in Fig.32 angedeuteten Riickgrat-Verformungen erheischt noch der Typ der 
welligen Verformung unsere Aufmerksamkeit, und zwar im Hinblick auf die in der Homo-DNS-Reihe besonders 
heimischen (Purin-Purin)-Paarungen des ‘reverse’-Hoogsteen -Typs. 

Wie in Schema 17 fur den Fall der (A/A)-Paarung illustriert, gibt es fur jeden Purin-Kern entlang der 
Ruckgratkette eines ddGlc(A,)-Duplexes m e i  konformationelle Varianten, die den beiden Funktionen entspre- 
chen, die ein Adenin-Kern in einem ‘reverse’-Hoogsteen- Basenpaar erfullen kann: entweder agiert er als ‘Amidin- 
Partner’ oder als ‘Imidazol-Partner’. Diese beiden Funktionsvarianten verlangen eine unterschiedliche Veranke- 
rungs-Richtung des Paarungspartners im Oligonucleotid-Riickgrat. Art und Ausmass der damit einhergehenden 
konformationellen Verformung (Anpassung) der Riickgrat-Kette wird davon abhangen, ob und wie die beiden 

Schema 17. Funktionelle Dichotomie bei der (AdeninlAdeninl-Paarung *) 
c 

Adenin-Kern als 
Irnidazol-Partner 

*) The backbone ruffling mode with crossed base pairing axes (Fig. 32) relates to a constitutional aspect of 
purine-purine pairing. The ‘reverse’-Hoogsteen mode assigned to the two purine partners of a pair (adenine in 
Scheme 17) demands two constitutionally distinct functions of the purine ~ it must play the role of either the 
pyrimidine or the imidazole partner - requiring different topologies at the sugar-base anchor of the backbone. 
How these dichotomous functions are distributed along the oligonucleotide chain in duplexes, e.g., in 
ddGlc(A,) and dd((A-G),), is not known; NMR spectroscopy (see Fig. 27-29 and Tables 3 and 4 )  reveals C, 
symmetry in both of these duplexes, implying that the exchange of pairing functions of the individual purine 
bases is rapid with respect to the NMR time scale. 
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Schema 18. Funktionelle Dichotomie bei der (AdeninlAdeninl-Paarung: 
Basenverankerung bei reguliirer Alternanz *) 

i 

*) Regular alternation of the dichotomous pairing functions of adenine nuclei in ddGlc(A,) duplexes would 
require alternating complementary adjustment of the base anchoring at the backbone. This type of backbone 
ruffling with crossed base pair axes may be of importance in purine-purine paired homo-DNA duplexes, in 
that it may help ease the steric clash, between the equatorial H, at C(2’) of the pyranose ring and the plane of 
the imidazole part of the neighboring adenine, when the distance between base pair planes is decreasing. 

Funktions-Varianten des Adenin-Kerns innerhalb derselben Riickgrat-Kette alternieren. Eine regulare Alternanz 
(Schema 18) wiirde die beiden Riickgrat-Ketten komplementar zu einer Verformung veranlassen, welche in ihrem 
Typ der in Fig. 32 aufgefiihrten gekreuzt-welligen Verformung entsprache. 

Analoges wie fur die (A/A)-Paarung gilt auch fur die (G/G)-Paarung in ddGlc(G,) sowie fur die alternieren- 
den (Purin-/Purin)-Paarung in Oligonucleotiden des Typs ddGlc((A-G),). Die NMR-Spektroskopie hat weder bet 
ddGlc(A,) noch bei ddGlc((A-G)J Aufschluss iiber die Frage gegeben, ob in diesen Duplexen Paarungsfunktions- 
Alterndnz auftritt oder nicht; in beiden Fallen verhalten sich die beiden Strange des Paarungskomplexes ‘H-NMR- 
spektroskopisch unter den verwendeten Mess-Bedingungen isochron, was durchaus auch mit einem gegeniiber der 
NMR-Zeitskala rasch erfolgenden Wechsel der Paarungsfunktion der einzelnen Purin-Basen vereinbar ist. 

Modellbetrachtungen weisen darauf bin, dass Paarungsfunktions-Alternanz bei (Purin-Purin)-Paarungen 
nach dem ‘reverse’-Hoogsteen -Modus in die Reihe der Hexopyranosyl-Oligonucleotide sehr wohl ein bevorzugtes 
Struktur-Muster darstellen konnte. Mit einem solchen Muster ginge eine Alternanz der Riickgrat-Verformung 
einher, die einerseits - wie oben erortert - eine Anniherung der Basenpaar-Ebenen herbeifiihren und andererseits 
im Verein mit einer Alternanz der raumlichen Ausrichtung der Basen den in Hexapyranosyl-oligonucleotid-Duple- 
xen kritischen Kontakt zwischen dem Pyranose-Ring und der sequentiell nachfolgenden Base beeinflussen wiirde. 
Dieser Kontakt betrifft vor allem das in 2’-Stellung des Pyranose-Rings aquatorial stehende H-Atom, dessen 
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Bindungsrichtung direkt in den Bezirk der in 4-Richtung liegenden Nachbarbase ~ e i s t ~ ~ )  (Schemn 17 und 18). 
Eine alternierende Ausscherung von Pyranose-Ringen und Basen senkrecht zur Duplex-Achse wurde die gegensei- 
tige Lage der Kontaktpartner verandern und dadurch die dem Struktur-Typ immanente, repulsive Wechselwir- 
kung gegebenenfalls verringern. 

Helikalisierung eines Oligonucleotid-Riickgrats entspricht einer konsekutiv gleichgerichteten (statt alternieren- 
den) Ausscherung von Zucker-Bausteinen und Basen senkrecht zur Duplex-Achse. Dies ist einer der Grunde, 
warum in der naturlichen Reihe die Frage nach dem Kontakt zwischen Zucker-Bausteinen und sequentiell 
nachfolgenden Basen nicht kritisch ist. Es ist dies eine Frage, die spezifisch fur tendenziell lineare Oligonucleotid- 
Paarungskomplexe in der Reihe der Hexose-Nucleinsauren akut erscheint (vgl. Kap. 5 ) .  

5. Struktur- und Paarungseigenschaften von DNS- und Homo-DNS-Oligonucleotiden 
im Vergleich. - Die Ergebnisse der vorstehend beschriebenen Untersuchungen verschaffen 
uns erstmals eine experimentell urnfussend dokumentierte Kenntnis von Art und Ausrnass 
der Bedeutung, welche der Struktur des Zuckerphosphat-Bausteins fur das Paarungsverhal- 
ten der naturlichen DNS zukommt. Diese Kenntnis ist nach einer in der Chemie durchaus 
selbstverstandlichen Vorgehensweise gewonnen, dadurch namlich, dass man physika- 
lische und chemische Eigenschaften einer Substanzklasse nicht ab initio herzuleiten ver- 
sucht, sondern sie systematisch auf entsprechende Eigenschaften von problemgerecht 
ausgewahiten Vergleichsstrukturen bezieht und Eigenschaftsunterschiede mit Struktur- 
unterschieden korreliert. 

Es sind hauptsachlich drei strukturelie Eigenschaften der DNS, deren Abhangigkeit van 
der Natur des Zuckerphosphat-Bausteins durch den Bezug auf die Homo-DNS manvest 
wird, namlich die Helizitat der Duplex-Strukturen, der rnit Bezug auf die Basenpaar-Stape- 
lung optimale Basenabstand, und schliesslich die konforrnationelle Flexibilitat des Zucker- 
phosphat-Ruckgrats. 

Im Teil I dieser Reihe [l] ist dargelegt worden, wie sich die fur DNS-Duplexe4*) 
charakteristische Doppelstrang-Helizitat aus der Sicht einer (idealisiert) linearen Homo- 
DNS-Bezugsstruktur prasentiert. Der dort begrundeten, entscheidenden Rolle der Funf- 
gliedrigkeit des Furanose-Rings ist hier im Anschluss an das im Kap.4 Besprochene 
nachzutragen, dass die DNS-Strange sowohl in ihrer A -  als auch B-Form dem Typ der 
dreidirnensional-chiralen Strange angehoren und dass damit deren Paarung schon aus rein 
geometrischen Grunden selbst auch dann eine (bei D-Konfiguration der Zucker - ceteris 
paribus - rechtsgangige) helikale Verformung der Paarungspartner voraussetzen wiirde, 
wenn keine anderen Faktoren eine solche herbeifiihrten. Indessen zeigt eine am Homo- 
DNS-Modell mogliche Abschatzung des Ausmasses einer solcherart paarungstopolo- 
gisch bedingten Helikalisierung, dass die Abweichung des endocyclischen Torsionswin- 
kels 6 von seinem Linearwert der weitaus effizientere Helikalisierungsfaktor darstellt. Die 
vollumfangliche Bedeutung der Furanose-Struktur des Zucker-Bausteins fur die Helizitat 
der DNS wird dann definitiv und augenfallig dokumentiert sein, wenn Rontgenstruktur- 
Analysen von Homo-DNS-Oligonucleotid-Duplexen vorliegen. Wie weit die NMR- 
Spektroskopie zur Zeit hiezu beizutragen imstande ist, wird Teil IV dieser Reihe [12] 
umschreiben. 

47) An indirekten experimentellen Beobachtungen, welche auf die kritische Rolle dieser Kontaktregion fur die 
Struktur von Hexopyranosyl-oligonucleotid-Duplexen hinweisen, gibt es bereits mehrere; iiber 'H-NMR- 
spektroskopische Anzeichen vgl. Kap.3.2.3 und Teil IV der Reihe [12] (vgl. auch Fussnote 52) .  
Dies betrifft A - und B-DNS, nicht aber die (linkshelikale) Z-DNS [49], die nicht eine mono-, sondern eine 
dinucleotidische Repetier-Einheit aufweist. 

4*) 
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Auch der Abstand der Basenpuarebenen in Duplexen von Homo-DNS-Oligonucleoti- 
den gehort zu den strukturellen Eigenschaften, deren Kenntnis die Rontgenstruktur- 
Analyse eines Homo-DNS-Paarungskomplexes voraussetzt; Duplex-Helizitat und 
Basenabstand sind - wie in Kup.4 mit Fig.32 angedeutet - geometrisch aufs engste 
miteinander verkniipft. Von einer solchen Analyse erwartet man u. a. Aufschluss uber die 
Frage, ob und inwieweit das Homo-DNS-Ruckgrat den im linearen Bezugsmodell fur 
eine ideale Basen-Stapelung vie1 zu grossen Basenabstand von ca. 5 A durch Helikalisie- 
rung zu verringern versucht, und wie die Struktur gegebenenfalls das Problem der mit 
einer Verringerung des Basenabstandes aufkommenden sterischen Behinderung zwischen 
dem Zucker und der benachbarten, im Duplex sequentiell nachfolgenden Base lost (vgl. 
die diesbeziigliche Diskussion im Teil IV [ 121). 

Uber die konformationelle Flexibilitat der Furanose-Ringstruktur der Zuckerphos- 
phat-Bausteine von DNS (sowie RNS) existiert eine umfangreiche Literatur sowohl 
theoretischen als auch experimentellen Inhalts [ 151 [50]. Aus einer Arbeit von Levitt und 
Wurshel [5Ob] ist in Fig. 33 eine (berechnete) Information herausgegriffen, die das We- 

40 \ 60 Sp 100 120 140 160 180 
/ 

] / - 6 (degrees1 - 
\ I  1 

‘A’ 
vgl Lewnund Warshel[SOb] [I51 

Fig. 33. Konformutioriell~~ Bewegliclikeit des Furanose-Rings vs. konforrnationelle Starrheit des Pyranose-Rings *) 

*) Among the three factors in terms of which the difference in pairing behavior between homo-DNA and DNA 
are to be rationalized (helical vs. quasi-linear backbone, optimal vs. too large base-stacking distance, flexible 
vs. rigid sugar ring), the two structural factors are closely related, and are more transparent with respect to 
their consequences than is the factor concerning the conformational dynamics of the sugar ring. Fig.33 
reproduces a (calculated) potential energy curve of the 2-deoxyribofuranose ring, taken from [50b], meant to 
allow qualitative visualization of the wide conformational space between the ring’s C(3’)-endo- and C(2’)- 
endo-conformations, similar in energy and separated by only a small interconversion barrier. Added to the 
Figure is (hand drawn) the type of curve that qualitatively describes the conformational rigidity of the 
hexopyranose ring, assuming that the homo-DNA pyranose chair (Fig. 34) ,  with its three equatorial subsi- 
tuents, will not exist in its inverted form. Homo-DNA lacks the free ring inversion that provides DNA with its 
great structural flexibility. 
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sentliche der konformationellen Beweglichkeit des Ribofuranose-Strukturelements in 
den naturlichen Nucleinsauren anschaulich andeutet, nlmlich die Existenz eines Konfor- 
mationsraums mit energetisch geringfugig, raumlich jedoch ausgepragt unterschiedlichen 
Ring-Konformationen, in welchen die bezuglich der raumlichen Anordnung der Substi- 
tuenten stark voneinander abweichenden C(3')-endo und C(2')-endo-Konformationen 
(vgl. Fig. 34) praktisch isoenergetisch und durch eine flache, quasi-Ringumklappungs- 
Barriere voneinander getrennt sind. Der Potentialkurven-Typ, der auf analoge Weise den 
weitaus engeren Konformationsraum des Pyranose-Rings der Homo-DNS wiedergibt, 
ist in der Figur zusatzlich eingetragen49); er entspricht qualitativ dem Umklappungs- 
potential eines Cyclohexanring-Sessels und weist demzufolge ein gegenuber dem Funf- 
ring-Potentialplateau um ca. 6 kcal/mol steil abgesenktes Minimum beim Torsionswin- 
kelwert 6 N 60° auf. Die konformationelle Flexibilitat des Furanose- (und Cyc1opentan)- 
Rings entspricht der Flexibilitat des energiereichen Ensembles der Twist-Wannen-For- 
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Homo-DNS (idealisiert) 
6 = 60' 

A-DNS 6 = 70,7" 
C(S')-endo 

U 

C(Z)-endo 
B-DNS S = 140,O" 

Fig. 34. idealisiertes Honio-DNS-Modell im Vergleich XI '  Konfornrurion roil Nucbotid-Einheiten 
in d-Oligonucleotiden des A- iind B-Typs *) 

*) Idealized conformation of a homo-DNA oligonucleotide unit compared with X-ray data from A-DNA- and 
B-DNA-type oligo-2'-deoxyribonucleotide unit conformations (taken from Fig. 17 in [I]). 

49) Die Kurve jst rein qualjtatjv (handschriftlich) eingetragen 
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men des Pyranose (und Cyc1ohexan)-Rings (vgl. Schema 5 in [ 11); Ring-Flexibilitat geht 
entweder mit konstitutionell (bei 5ringen) oder konformationell (bei 6ringen) bedingter 
Ring-Spannung einher. Der kaum behinderten Umklappung des Furanose-Rings zwi- 
schen der C(3’)-endo- und der C(2’)-endo-Konformation bei der DNS (Ubergang von A - 
zu B-DNS und umgekehrt, vgl. Fig. 34) steht die starre, weil durch die drei aquatorialen 
Substituenten thermodynamisch fixierte Pyranosesessel-Konformation der Homo-DNS 
gegenuber. Einer Homo-DNS rnit Pyranose-Ringen in dieser Sessel-Form fehlt das 
strukturelle Scharnier der Ring-Umklappung, das dem Ruckgrat der naturlichen DNS 
die enorme konformationelle Beweglichkeit und Breite verleiht. 

Duplex-Helizitiit, optimaler Basenabstand und Ruckgrat-Flexibilitat sind die haupt- 
sachlichen Eigenschaften des DNS-Strukturmodells, die beim Ubergang zum Homo-DNS- 
Modell sich drastisch andern; es sind dies somit auch die Struktur-Eigenschaften, deren 
Verunderung mit beobachteten Unterschieden im Paarungsverhalten von Oligonucleotiden 
der DNS- und Homo-DNS-Reihe in Beziehung zu bringen sind. Es betrifft dies die generell 
hohere thermodynamische Stabilitat der Homo-DNS-Duplexe rnit der Tatsache ihres 
dominant entropischen (und nicht enthalpischen) Ursprungs sowie die unterschiedliche 
Hierarchie der Basenpaarungen, die mit sich bringt, dass die Paarungsregeln der DNS- 
Reihe von den Paarungsregeln der Homo-DNS-Reihe verschieden sind. Der direkte 
Vergleich der Lage der (Einzelstrang i3 Doppe1strang)-Gleichgewichte zwischen DNS- 
und Homo-DNS-Reihe muss sich auf die (Purin-Pyrimidin)-Paarungen beschranken, da 
die bei Homo-DNS-Oligonucleotiden zu beobachtenden (Purin-Purin)-Paarungen bei 
DNS-Oligonucleotiden gleicher Basensequenz entweder zu schwach sind, um unter den 
Mess-Bedingungen beobachtbar zu sein (gilt vermutlich fur die (Adenin-Adenin)-Paa- 
rung) oder durch Wechselwirkungen uberdeckt sind, welche rnit dem in der Homo-DNS- 
Reihe beobachteten Paarungstyp nicht direkt verglichen werden konnen ((Guanin- 
Guanin)-Paarung). Dieser Sachverhalt durfte fur die (Purin-Purin)-Paarung letztlich 
Ausdruck des gleichen Unterschieds sein, wie er bei der (Purin-Pyrimidin)-Paarung 
durch direkten Vergleich feststellbar ist, dass namlich Paarungsgleichgewichte in der 
Homo-DNS-Reihe generell starker auf der Seite der Paarungskomplexe liegen als in der 
DNS- Reihe . 

Hinter jeglichem Versuch einer Deutung der Unterschiede in den thermodynamischen 
Daten der Duplexierung von DNS- und Homo-DNS-Oligonucleotiden hat die Einsicht 
zu stehen, dass diese Unterschiede letztlich das Ergebnis eines komplexen Zusammen- 
spiels zahlreicher, nicht zuletzt auch das Losungsmittel miteinbeziehender Faktoren 
darstellen und dass deshalb jegliche anscheinend einfache, durch Plausibilitat sich in den 
Vordergrund drangende Deutung tentativ ist. Eine solche in den Vordergrund sich 
drangende Vorstellung ist die Annahme, dass die entropisch bedingte, hohere Stabilitat der 
Homo-DNS-Duplexe vor allem die Folge eines hoheren Grades an konformationeller Pra- 
organisation des Einzelstrangs auf die Doppelstrang-Struktur kin darstellt, in anderen 
Worten, dass die belegten Konformationsraume der Einzel- und Doppelstrange in der 
Homo-DNS-Reihe einander ahnlicher sind als in der DNS-Reihe. 

Dass konformationelle Praorganisation der Einzelstrange einen wesentlichen Teil der 
Paarungsbereitschaft von sowohl Homo-DNS- als auch DNS-Einzelstrangen ausmachen 
diirfte, war eine der Folgerungen der im Teil I dieser Reihe dargelegten, qualitativen 
Konformationsanalyse des Homo-DNS-Einzelstrangs gewesen. Die Folgerung hatte sich 
daraus ergeben [ 11, dass es unter den insgesamt 2 .  35 moglichen (idealisierten) Konforma- 



HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 76 (1993) 

tionstypen einer Homo-DNS-Mononucleotid-Einheit im Rahmen der verwendeten Se- 
lektionskriterien (vgl. [ 11 und Kap. 4 )  einen einzigen gibt, der konformationell repetitiv 
und damit paarungsbereit ist, dass dieser Konformationstyp zum Ensemble der (ins- 
gesamt vier”)) geringst gespannten Riickgrat-Konformationstypen gehort und dass es 
schliesslich eben dieser Konformationstyp ist, der generell im Ruckgrat von DNS-Duple- 
xen des A-Typs vorkommt (-sc,up,sc,sc,ap,-sc, vgl. Schema I6 und Fig. 34 sowie [51] [I]). 
Da Gang und Ergebnis der fur den Homo-DNS-Einzelstrang durchgefuhrten Konforma- 
tionsanalyse im wesentlichen unverandert auch fur einen DNS-Einzelstrang gelten wiir- 
den, dessen Furanose-Ringe man in der dem Pyranose-Sessel ahnlichen C(3’)-endo-Kon- 
formation festhielte, war zu folgern, dass in Homo-DNS-Duplexen das Ruckgrat den 
gleichen Konformationstyp aufweisen werde wie in der A -DNS. Aus solcherart verein- 
fachter Sicht wiirden sich das Homo-DNS- und DNS-System darin unterscheiden, dass 
der Konformationsraum eines Homo-DNS-Einzelstrangs sich (in jeder Mononucleotid- 
Einheit) iiber den Bereich der vier geringst gespannten Konformationstypen mit durchge- 
hend gleicher (quasi-starrer) Pyranosering-Konformation erstreckt, wahrend der Kon- 
formationsraum eines DNS-Einzelstrangs sich in allen diesen Riickgrat-Konformationen 
auch auf das gesamte Ensemble der quasi-isoenergetischen Furanose-Konformationen 
ausdehnt. 

Eine konformationsanalytische Abschatzung konformationeller Praorganisation ver- 
sucht, rnit faktorisierenden energetischen Kriterien die Belegung des Konformationsrau- 
mes einer Edukt-Struktur mit Bezug auf den fixierten Konformationstyp des Produkts zu 
erfassen. Dass solches fur einen so komplexen Struktur-Typ wie jenen der (Homo-DNS- 
und A-DNS-) Oligonucleotide iiberhaupt moglich und zudem niitzlich sein soll, scheint 
eher uberraschend, doch darf jedenfalls der Kern des Resultats der Analyse als bemer- 
kenswert gelten, dass namlich der in A -DNS-Duplexen beobachtete (durch Paarung 
quasi-fixierte) Riickgrat-Konformationstyp rnit Hilfe von nur drei konformationellen 
Kriterien als einer der nur vier”) geringst gespannten Einzelstrang-Konformationstypen 
erkannt wird und dass dariiber hinaus dieser Konformationstyp auf Grund eines zusatzli- 
chen (paarungstopologischen) Kriteriums sich unter diesen vier als der einzig paarungsfa- 
hige erweist. 

Eine schon an sich erkennbar gewesene, nun aber in Kenntnis des Gangs der im Teil 
IV [ 121 zu behandelnden NMR-spektroskopischen Strukturanalyse des Duplexes von 
ddGlc(A,-T,) besondere Aufmerksamkeit erheischende Schwachstelle der rnit den er- 
wahnten drei Selektionskriterien (vgl. Kup. 4 und [I]) durchgefuhrten Homo-DNS-Kon- 
formationsanalyse ist das auf empirische Befunde sich stutzende (vgl. Fig. 7 in [ 11) und mit 
stereoelektronischen Argumenten gerechtfertigte ‘Verbot’ von Phosphodiester-Konfor- 
mationen, die nicht dem sc,sc- (bzw. -sc,-sc)-Typ angehoren. Diese Einschrankung ent- 
halt eine Komponente von Willkiir, deren Gewicht wir weder aus Literaturangaben [52] 
noch aus eigenen Beobachtungen”) genauer angeben konnen, und die deshalb im Zusam- 
menhang mit den hier vorgebrachten Vorstellungen iiber die konformationelle Praorga- 
nisation der Homo-DNS- (und DNS)-Einzelstrange eine Erorterung verlangt. Lasst man 
die Einschrankung so weit fallen, dass man bei der Analyse auch Phosphodiester-Konfor- 
mationen des (fsc,up)-Typs (nicht aber des (up,up)-Typs, vgl. Fig. 7 in [l]), zulasst, so 
sind zusatzlich insgesamt sechs weitere Riickgrat-Konformationstypen erlaubt, von wel- 
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Vgl. die Erorterungen uber die Struktur des Duplexes von ddGlc(A,-T,) in [12]. 
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chen, wie bereits oben im Zusammenhang mit Schema 16 erortert (vgl. auch [l], S. 2395‘)), 
wiederum eine einzige konformationell repetitiv und damit paarungsfahig ist. Aus der 
Sicht einer solcherart enveiterten Analyse bestiinde die konformationelle Praorganisa- 
tion eines Homo-DNS-Einzelstrangs darin, dass unter insgesamt 2.3’ zu betrachtenden 
(idealisierten) Riickgrat-Konfonnationen einer Riickgrat-Nucleotid-Einheit ein Ensem- 
ble von deren zehn ‘erlaubt’ ist. (Schema 19) und dass dieses Ensemble zwei paarungsbe- 
reite Einzelstrang-Konformationstypen in sich schliesst fie eine mit (-sc,-sc)- bzw. (sc,ap)- 
Phosphodiester-Gruppierung), die zwei moglichen Varianten der (idealisierten) Riick- 
grat-Konformation eines Homo-DNS-Doppelstrangs entsprechen. 

Praorganisations-Vergleiche zwischen DNS- und Homo-DNS, die der Realitat naher 
lagen als die einer qualitativen Konformationsanalyse, waren von betrachtlichem Inter- 
esse, u. a. im Hinblick auf die wichtige Frage nach dem relativen Gewicht der strukturbe- 
stimmenden Faktoren, die fur den Struktur-Typ der DNS-Doppelhelix massgebend sind. 
Im besonderen interessiert die Frage, inwieweit die Anlage zur Doppelhelix dem Struk- 
tur-Typ des Oligonucleotid-Einzelstrangs immanent ist, d. h. inwieweit das Ruckgrat - 
abgesehen von Basenpaarung und Basenstapelung - kraft konformationeller Praorgani- 
sation von sich aus die Bildung der Doppelhelix zu begiinstigen pradestiniert ist. Ein 
Beitrag in diesem Zusammenhang ist kiirzlich durch Vesnaver und Breslauer [53] gemacht 
worden, die aus thermochemischen Beobachtungen zum Schluss kamen, dass DNS-Ein- 
zelstrange (bei tiefer Temperatur) eine intramolekulare Strukturierung aufweisen kon- 
nen, deren Enthalpie einen betrachtlichen Teil der Denaturierungsenthalpie der Duplex- 
Struktur (bei hoherer Temperatur) ausmacht (‘. . . near room temperature, single strands 
can possess order that enthalpically - albeit not necessarily structurally -prepare them for  
duplex formation.’) [53]. Die in dieser Feststellung mit problemgerechter Vorsicht ausge- 

’I) In [I]  sind von diesen sechs Konformationen nur deren vier formuliert. 

zu Schema 19 

”) The intuitively appealing proposal is made, that the higher entropic stability of homo-DNA duplexes relative 
to DNA duplexes is - in part - a consequence of a higher degree of conformational preorganization of the 
homo-DNA single strand toward the duplex structure. A justification of this suggestion must compare the 
duplex conformation with the ensemble of the thermodynamically most stable single strand conformers. 
Scheme 19 outlines such a comparison on the level of qualitative conformational analysis, as discussed in Part 
I of the series [l] (see also Quinkert’s amendment recorded in Footnote 17 of Part 11 [2]). There arefour least 
strained idealized conformations (out of 2 35) per single strand mononucleotide unit, if phosphodiester 
conformations are restricted to the scjsc  type, and six more if that restriction is relaxed to allow also 
conformations of the sc/ap (but not ap/ap) type. In each ensemble there is just one conformationally repetive 
case fulfilling the topological prerequisite for pairing within an oligomer. These two conformations are 
expected to resemble closely the types of conformations fixed in the respective duplexes. Since the path of 
reasoning in the conformational analysis of the homo-DNA single strand would also be valid, if applied to a 
DNA single strand with furanose rings held fixed in the C(3’)-endo-(A -DNA-type) conformation, and since, 
in fact, the repetive conformation of the scjsc phosphodiester ensemble is observed - torsionally modified due 
to strain relaxation - in A -DNA oligonucleotide duplexes (see Fig. 34 and Part I [l]), the result of the analysis 
is taken to indicate that duplexation of single slrands both in the DNA and the homo-DNA series is assisted by 
conformational preorganization. Single-strand preorganization in the two series is, however, considered to 
differ in degree. Whereas the population of single-strand conformers available to the (idealized) homo-DNA 
model (per nucleotide unit) would be confined to four (or ten, depending on the phosphodiester restriction) 
variants, all with a single, rigid pyranose-chair conformation, the number of single-strand conformers 
available in the DNA series would be expected to be far less confined, because of the superposition of 
phosphodiester-bridge flexibility with the flexibility of the furanose ring. 
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sparte, aber nichtsdestoweniger angedeutete Moglichkeit einer sinngemass mit dem en- 
thalpischen Beitrag der Einzelstrang-Struktur einhergehenden strukturellen Praorganisa- 
tion des Einzelstrangs auf die Duplex-Struktur hin entsprache der hier aus der Sicht der 
Homo-DNS-Bezugsstruktur konformationsanalytisch entwickelten Vorstellung. 

Die im Vergleich zu Oligonucleotiden der DNS-Reihe nach allen bislang gemachten 
Beobachtungen generell tieferen (geringer negativen) AH-Werte der Duplexierung von 
Oligonucleotiden der Homo-DNS-Reihe durfte vorab mit dem im quasi-linearen Homo- 
DNS-Einzelstrang-Model1 zu hohen Basenabstand zusammenhangen. In vorlaufiger Un- 
kenntnis exakter Homo-DNS-Duplex-Strukturen muss dabei offen bleiben, wie das 
Manko an Duplexierungsenthalpie auf Basenstapelungs- und H-Verbruckung-Teilman- 
kos oder auf konformationelle Spannung verteilt ist, die durch Ruckgrat-Deformation 
und sterische Zucker-Basenpaar-Behinderung zustande kommt. Eine vermutlich rele- 
vante experimentelle Beobachtung hierzu ist die bei Homo-DNS-Duplexen generell ge- 
ringere Hyperchromizitat (vgl. Tab. l ) ,  die insbesondere bei den (Purin-Purin)-Paarun- 
gen auffallend geringe Werte annimmt. Auf die an quasi- linearen Homo-DNS-Modellen 
leicht erkennbare Moglichkeit der sterischen Zucker-Basenpaar-Behinderung weist die 
deutliche Abschirmung der aquatorialen H-Atome an C(2’) in den ‘H-NMR-Spektren 
(der Duplexe) von ddGlc(A,), ddGlc((A-G),) hin (vgl. Kup.3.2.3); daruber wird im Teil 
IV dieser Reihe [12] anhand des dort zu besprechenden Struktur-Bildes fur den Duplex 
von ddGlc(A,-T,) im Detail eingegangen werded2). Dort wird auch auf eine aus dem 
NMR-Strukturmodell des Duplexes sich andeutende Moglichkeit einer partiellen Struk- 
turunordnung im Paarungsbezirk des Homo-DNS-Duplexes eingegangen, die mit einer 
teilweisen Interkalation von H,O-Molekulen einhergehen und deshalb insbesondere auf 
den Entropie-Term der thermodynamischen Daten einen massgebenden Einfluss aus- 
iiben konnte. Letztlich wurde auch ein solcher Einfluss die Konsequenz des fur die 
Homo-DNS-Struktur kritischen Basenabstandes sein. 

Aus den von uns durchgefuhrten Paarungsexperimenten l a s t  sich zur Frage einer 
anderweitigen Mitwirkung des Losungsmittels fur das Zustandekommen der Homo- 
DNS/DNS-Paarungsunterschiede nichts aussagen. Wohl diirfte die hohere thermodyna- 
mische Stdbilitat der Homo-DNS-Duplexe auch mit der im Vergleich zum 2’-Deoxy- 
ribose-Baustein (vermutlich) hoheren Lipophilie des 2’,3’-Dideoxypyranose-Bausteins zu 
tun haben; dass indessen ein solcher Lipophilie-Unterschied die Hauptursache des Stabi- 
litatsunterschieds darstellen konnte, ist schon aus Beobachtungen iiber das Paarungsver- 
halten von hydroxylierten Hexopyranosyl-Oligonucleotiden- auszuschliessen [35] [36] 
1541 [W. ~ .~ ~ 

An anderweitig in Frage kommenden Faktoren ist schliesslich der Interstrang-Phos- 
phat-Abstand zu nennen, der in Homo-DNS-Duplexen als Folge der rein aquatorialen 
Positionierung der Basen am Pyranose-Sessel und vor allem bei (Purin-Purin)-gepaarten 
Duplexen generell grosser sein durfte als in DNS-Duplexen. Wahrend der Abstand der 
beiden (C(1’))-Basenverankerungs-Positionen eines Watson-Crickschen (Purin-Pyrimi- 
din)-Basenpaars 1 1,3 A betragt, liegt der entsprechende Wert fur ein Watson-Crick sches 

5 2 )  Aus spHter zu publizierenden Arbeiten iiber D-b -allopyranosyl-, 08 -2’-deoxyallopyranosyl-, D-8 -3’-deoxy- 
allopyranosyl-, D$ -altropyranosyl- und D-P -glucopyranosyl- (4‘+6‘)-oligonucleotiden (vgl. 1351 1361 [54] 
[13a] [55] [7]) wird hervorgehen, dass sterische Zucker-Basenpaar-Behinderungen hei den im Vergleich zu 
Homo-DNS starker hydroxylierten Systemen eine zentrale Rolle spielt. 
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(Purin-Purin)-Basenpaar (z. B. Guanin-Isoguanin vgl. [ 131 [ 141 [3] und Teil V dieser 
Reihe) bei ca. 13,5 A und fur ein (Purin-Purin)-Basenpaar des ‘reverse’-Hoogsteen -Typs 
um ca. 12 A. Ein (vermutlich) starker ins Gewicht fallender Unterschied durfte darin 
liegen, das bei einem quasi-linearen Homo-DNS-Doppelstrang keine zusatzlichen Inter- 
Furchen-Phosphat-Wechselwirkungen vorkommen, wie dies bei DNS-Doppelstrangen 
des A- und B-Typs beziiglich der zugehorigen kleinen Furchen der Fall ist. Grosserer 
Interstrang-Phosphat-Abstand sollte - ceteris paribus - mit geringerer Interstrang-La- 
dungsabstossung einhergehen und damit zur hoheren Stabilitat der Homo-DNS-Duplexe 
beitragen. Der fur den Duplex von ddGlc(A,) beobachtete, gegeniiber (Purin-Pyrimidin)- 
gepaarten DNS-Duplexen bedeutend flachere Anstieg der Schmelz-Temperatur mit stei- 
gender Salz-Konzentration konnte damit zusammenhangen. Hier anstehende, eingehen- 
dere Vergleichsuntersuchungen sind nicht angestellt worden. 

Die (Purin-Purin)-Selbstpaarung von Adenin und Guanin ist aus konstitutioneller 
Sicht der wohl augenfalligste Unterschied im Paarungsverhalten von Homo-DNS- und 
DNS-Oligonucleotiden. Sie ist wohl auch der bedeutendste, denn die Tatsache, dass 
solche Selbstpaarungsaffnitaten in der DNS-Reihe zwar nicht ganz abwesend (vgl. 
unten), so doch stark in den Hintergrund gedrangt sind, stellt eine der anscheinend 
entscheidenden Voraussetzungen fur das Funktionieren der Watson-Crick schen Paa- 
rungsregeln in der Reihe der naturlichen Nucleinsauren dar. Wegen des Phanomens der 
(Purin-Purin)-Paarung sind die in der Homo-DNS-Reihe bezuglich der vier (fun0 natiir- 
lichen Basen Guanin, Adenin, Cytosin und Thymin (Uracil) gultigen Paarungsprioritaten 
von den Watson-Crickschen Paarungsregeln der DNS-Reihe verschieden. Fig. 35 resii- 
miert die Unterschiede durch Gegenuberstellung experimentell unter vergleichbaren Be- 
dingungen bestimmten Schmelz-Temperaturen einander entsprechender Hexanucleotide 
der Homo-DNS- und der DNS-Reihe. Diese Unterschiede decken einen wichtigen 

T 

Paarungsregeln : Homo - DNS DNS 

A T G C  

A -  - 
c 5  - 

G - -  + 
c - -  48 - 

G A G A  G A  
C > A - G > T  C > T  

T,-Werte von Hexameren [“I: Homo- DNS DNS 

Adenin 

Thymin 

Guanin 

Cytosin 

mi 
<15 - 

15-20 FM Nucleotid, 0,l 5~ NaCI, 10 mM Tris pH 7 
Fig. 35. Vergleich des Puuc.tmgsve,huliens vofi Homo-DNS- und DNS-Oligonucleofiden *) 

*) Summary of pairing capabilities of (short) oligonucleotides in the homo-DNA and DNA series. Numbers give 
melting temperatures (“C) determined under standard conditions (c E 15-20 VM) of representative oligo- 
nucleotide hexamer duplexes [4] [5] [6] [7]. -: no pairing observed; +: d(G,) pairing not comparable with 
ddClc(G,) pairing by melting temperatures; any A-G pairing in the ddGlc series probably would be obscured 
by homopurine pairing in the examples investigated. 
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Aspekt des Struktur-Typs der naturlichen Nucleinsauren auf die Watson-Crickschen 
Paarungsregeln sind nicht allein die Folge der konstitutionell bedingten chemischen Eigen- 
schaften der Nucleinsaure-Basen, sondern ebenso sehr durch die spezijbche Ring-Struktur 
des Zucker-Bausteins der DNS (und RNS) bedingt. 

Eine entscheidende, von der DNS erfullte Voraussetzung der Eignung eines Struktur- 
Typs zur molekularen Informationsspeicherung ist die energetische quasi-Invarianz der 
Basenpaarung gegenuber der Basenpaar-Sequenz ; d. h. der individuelle Beitrag der vier 
Watson-Crick schen Basenpaare zur thermodynamischen Stabilitat der DNS-Duplexe ist 
zwar nicht ganz [56] [57], aber doch grosso modo unabhangig von der Sequenz, rnit 
welcher Basenpaare entlang der Duplex-Kette aufeinanderfolgen. Wie es die Gesamtheit 
unserer bisherigen Beobachtungen nahelegt (vgl. Tab. 1 und 2, Schema 5 ) ,  trifft dies auch 
fur die Homo-DNS zus3). Nur deshalb ist ubrigens die in Fig.35 gewahlte Art der 
exemplifizierenden Gegenuberstellung der Paarungseigenschaften von Homo-DNS- und 
DNS-Oligonucleotiden aussagekraftig. Wunschbar waren hier naturlich nach Basen- 
paar-Typ faktorisierte und mit Nachbarschafts-Inkrementen versehene thermodyna- 
mische Daten, wie sie fur DNS-Oligonucleotide verfugbar sind [57], zu welchen jedoch die 
erforderlichen systematischen Messungen (bislang) fehlen. 

Die in Kap. 3.2. gemachte Feststellung, wonach die Selbstpaarungsaffinitaten von 
Adenin und Guanin des in der Homo-DNS-Reihe angetroffenen Typs in der DNS-Reihe 
nicht vollig fehlen, sondern im Hintergrund ebenfalls bestehen, bezieht sich auf Beobach- 
tungen, die ab 1987 in der DNS-Literatur auftauchten [%I, und sich seither standig 
mehren [59] [42]. Es geht dabei um ein (Purin-Purin-Pyrimidin)-Tripelstrang-Motiv, das 
bei DNS-Duplexen mit einem Purin-Sequenz-Abschnitt unter gunstigen Umstanden 
dadurch zustande kommen kann, dass sich an letzterem ein entsprechender Purin- 
Sequenz-Abschnitt als dritter Strang anlagert, und zwar (nach gangiger Hypothese [59a, 
b, c]) dergestalt, dass sich Adenin mit Adenin und Guanin mit Guanin nach dem 
‘reverse’-Hoogsteen -Modus antiparallel paaren (Schema 20). Dieser Konstitutionsvor- 

parallel 

Adenin -Adenin -Thymin 

parallel 

Guanin-Guanin- Cytosin 

*) Purine-purine-pyrimidine triple strand motifs recently proposed to occur in DNA triplexes [58] [59] [42]. 
Purine-purine binding in these DNA triplexes is analogous to the purine-purine pairing in homo-DNA 
duplexes. 

s3) Dass dies nicht etwa selbstverstandlich ist, zeigen uns z. B. die Paarungseigenschaften von Allopyranosyl- 
oligonucleotiden, vgl. [35] [36] [7] und Ted (voraussichtlich) VT dieser Reihe. 
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schlag ist identisch mit dem Selbstpaarungsmodus der beiden Basen in der Homo-DNS- 
Reihe (vgl. Schema 11 und 13). Ein wesentlicher Unterschied liegt darin, dass in der 
DNS-Reihe solche ‘reverse’-Hoogsteen -(Purin-Purin)-Paarungen bislang ausschliessllich 
in Triplexen und nie in Duplexen beobachtet wurden, wie dies in der Homo-DNS-Reihe 
die Regel ist. Es diirfte sich hier indessen um Verhaltensmuster handeln, die nicht in 
qualitativer, sondern nur in quantitativer Hinsicht unterschiedlich sind, und die letztlich 
dem generellen Trend der (im Vergleich zur DNS-Reihe) starkeren Homo-DNS-Basen- 
paarungen entsprechen. Ein (Duplex + Einzelstrang s Triplex)-Gleichgewicht sol1 te 
entropisch generell weniger auf die Seite der Komponenten gedrangt werden, als dies fur 
ein entsprechendes Duplexierungs-Gleichgewicht der Fall ist, denn die Konformation der 
Doppelstrang-Komponente ist bereits voll auf die Triplex-Struktur hin praorganisiert, 
jedenfalls vie1 eher so, als dies fur die Konformation der beiden Einzelstrange eines 
Duplexierungs-Gleichgewichts bezuglich der Duplex-Struktur zutreffen diirfte. Dieses 
Bild, wonach eine ‘reverse’-Hoogsteen -Selbstpaarung von Adenin mit Adenin und von 
Guanin mit Guanin in der DNS-Reihe spezifisch von der konformationellen Praorgani- 
sation des Duplex-Stranges profitiert, fiigt sich qualitativ zwanglos in die Vorstellung ein, 
dass Homo-DNS-Einzelstrange einen hoheren Paarungs-Praorganisationsgrad aufwei- 
sen als DNS-Einzelstrange (vgl. oben), und dass dies letztlich einer der Grunde dafur ist, 
dass die (Purin-Purin)-Selbstpaarung zu Duplexen zwar in der Homo-DNS-Reihe, je- 
doch (bislang) nicht in der DNS-Reihe beobachtet wurde. Schema 21 fasst die aus bislang 
vorliegenden Befunden abgeleiteten unterschiedlichen Trends in der Lage von (Adenin- 

A 

Schema 21. Vermuteter Unterschied zwischen DNS und Homo-DNS im Dissoziutionsverhulten 
von (Purin/PurinlPi.riniirlin) - Tripk\-rri *) 

A-A-A-A.. ... .= 
+ f- 

I-3 A-A-A-A.. .... /?/-/-Duplex 
A-A-A-A.. .... Homo - D NS 

4-A.. .... 
I T-T-T-T.. .... 

.... 

.... 

WC =Watson- 

RH = reverse 
Crick 

Hoogsfeen 

I b 
4 + 

T-T-T-T ...... * 
*) A systematic search for purine-purine-pyrimidine triplexes in the homo-DNA series has not yet been carried 

out. However, preliminary observations on triplex formation in the ddGlc(A,)/ddGlc(T,) series in the 
presence of MgCI, (see Footnote 12) suggests the hypothesis that the differing behavior of DNA and 
homo-DNA with respect to purine-purine pairing should be interpreted as difference of direction by which 
purine-purine-pyrimidine paired triplexes undergo the triplexjduplex + single strand cleavage. The differ- 
ence in degree of assistance by conformational preorganization in forming triplexes from duplexes and single 
strands YS. duplexes from two single strands seems relevant in this context. 
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Adenin-Thymin)-Duplexierungs- und Triplexierungs-Gleichgewichten in der Homo- 
DNS- und DNS-Reihe zusammen. Dass das Triplexstrang-Motiv A-A-T auch in der 
Homo-DNS-Reihe heimisch sein durfte, hat ein mit ddGlc(A,,) und ddGlc(T,,) durchge- 
fuhrter Versuch angedeutet (vgl. Fussnote 12). Die hier notwendigen systematischen 
Untersuchungen zur Erfassung des Triplexierungspotentials von Homo-DNS-Oligonu- 
cleotiden sind bisher nicht angestellt worden. 

6. Ausblick. - Die vorstehend beschriebene Untersuchung ist ein erster Schritt auf 
dem Wege zu einer experimentell begrundeten Stellungnahme zur Frage, warum die 
Natur Pentosen und nicht Hexosen als Zucker-Bausteine ihrer Nucleinsauren ausgewlhlt 
hat. Die experimentelle Behandlung dieser Fragestellung erfolgt im Grunde nach zwei 
grundsatzlich unterschiedlichen, indes zueinander komplementaren Teilkonzepten. Im 
ersten dominiert der Aspekt der Funktion, der Eignung der Struktur zur Speicherung und 
Weitergabe molekularer Information. Hierbei zielt der Vergleich mit den Eigenschaften 
synthetischer Alternativ-Strukturen auf eine Hinterfragung der strukturellen Vorausset- 
zungen des Funktionierens der naturlichen Nucleinsauren und auf eine experimentelle 
Dokumentation der - so wird implizite unterstellt - funktionellen Optimiertheit ihres 
Struktur-Typs. Aus der Sicht dieses Teilkonzepts sind die Ergebnisse der Untersuchun- 
gen zur Chemie von Homo-DNS-Oligonucleotiden ein Beitrag, der keinem Vorbehalt 
begegnet. 

Das zweite Teilkonzept fragt aus der Sicht chemischer Erfahrung nach den molekula- 
ren Struktur- und Reaktionskanalen, die der Natur auf ihrem Wege zur Selbstkonstituie- 
rung von replikations- und evolutionsfahigen molekularen Informations-Speichersyste- 
men zur Verfugung gestanden haben mogen. Dieser Aspekt der Untersuchung ist - im 
wichtigen Gegensatz zum ersten ~ mit dem grundsatzlichen Vorbehalt uber Fragestellun- 
gen belastet, welche die Rekonstruktion des Verlaufs zeitlich zuruckliegender, naturlicher 
Ereignisse betreffen. Die experimentelle Aufgabe besteht hier darin, von den Erfahrungen 
der prabiotischen Chemie [60] ausgehend entlang Hinweisen von retro -Selbstkonstituie- 
rungs-Analysen funktionell in Frage kommender Oligonucleotid-Systeme die chemi- 
schen Voraussetzungen einer Selbstkonstituierung solcher Systeme zu priifen. Die Aus- 
wahl der Alternativ-Strukturen, die man in Befolgung des ersten Teilkonzepts einem 
Funktionsvergleich mit den naturlichen Nucleinsauren zu unterwerfen sich entschliesst, 
trifft man auf Grund von Ergebnissen und Vorstellungen, welche man nach den Richtli- 
nien des zweiten Teilkonzepts gewinnt. 

Im Sinne dieser Ausfuhrungen kommt der bisherigen Arbeit uber Homo-DNS-Oligo- 
nucleotide letztlich nur der Rang einer Modelluntersuchung zu. Der Zucker-Baustein der 
Homo-DNS ist aus derzeitiger chemischer Sicht nicht als potentiell priibiologischer 
Naturstoff zu betrachten. Er weist eine Struktur auf, die formal zwar einfacher, doch 
nach dem hier zustandigen Beurteilungs-Kriterium komplexer ist als die Struktur samtli- 
cher acht diastereomeren Hexosen der (CH,O),-Familie [I]. Zustandig in diesem Zusam- 
menhang ist das Kriterium der Selbstkonstituierbarkeit eines Struktur-Typs unter poten- 
tiell naturlichen, nicht-enzymatischen Bedingungen [60] [6 11. Schema 22 vermittelt die 
von uns benutzte Perspektive fur eine solche Beurteilung, indem sie Stationen einer 
retro -Selbstkonstituierungs-Analyse der Konstitutionstypen der Hexosen (CH,O),, Pen- 
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Schema 22. Retrosyntheti.7che Beziehungen bei Aldopentosen und Aldohexosen *) 

HC=O 
H,A-OR 

H&OR {HOR 
HC=O HC=O 

HZC=O CHpOH 

YHOH 

YHOR 
CHpOH 

HC=O 

@OR 
YHOH 
YHOR 
T;H OH 
CHpOR 

HC=O HC=O 
I I 

F;H2 
CH 

F;HOH YHOH 

y 2  5;." 
YHOR ~ H O R  

CHpOR CHPOR 
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*) Example of an assignment of relative molecular complexity to groups of sugar derivatives according to the 
criterion of a structure's potential for constitutional self-assembly. If one takes the aldolization chemistry of 
glycoaldehyde phosphate as a reference, then the list of derivatives of aldohexoses, aldopentoses, 2-deoxy-al- 
dohexoses, 2-deoxy-aldopentoses, and 2,3-dideoxy-aldohexoses orders these groups of sugars in a sequence of 
increasing molecular complexity. 2,3-Dideoxy-aldohexose derivatives should not be considered to have been 
available as prebiological starting materials. 

tosen (CH,O), und von 2,3-Dideoxy-hexopyranosen einander gegenuber~tellt~~). In die 
Betrachtung miteinbezogen ist der Zucker-Baustein der naturlichen DNS, die 2-Deoxy- 
ribose, die gegeniiber Ribose deshalb eine komplexere Struktur besitzt, weil sie entweder 
Acetaldehyd als zusatzlichen Baustein, oder dann eine reduktive Elimination der zur 
Carbonyl-Funktion a -standigen OH-Gruppe der Ribose v o r a u ~ ~ e t z t ~ ~ ) .  Analoges wurde 
auch fur den Struktur-Typ einer 2,3-Dideoxyhexopyranose zutreffen; daruber hinaus 
aber ist dieser Zucker-Typ vor allem auch noch deshalb der im Vergleich zu samtlichen 
Aldo-Zuckern der Formose-Familie komplexere, weil seine Konstituierung nach beiden 
Varianten zusatzlich eine H,O-Elimination und nochmalige Anderung des Oxidationszu- 
standes erfordert. Was aus solcher Sicht fur die Struktur-Typen der Aldohexosen 

54) 

,') 

Die hier implizierte Variante der Formose-Reaktion (vgl. z. B. [60]) ist die von Glykoaldehyd-phosphat 
ausgehende und einheitlich zu Aldohexose- b m .  Aldopentose-phosphaten fuhrende Reaktionsfolge [62]. 
Aus chemischer Sicht erscheint ein solcher biomimetischer obergang des Struktur-Typs der Ribose in jenen 
der 2-Deoxyribose als durchaus moglich, bemerkenswerterweise ganz im Gegensatz zu einem entsprechenden 
Ubergang in den Struktur-Typ der 3-Deoxyribose. 
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(CH,O), und Aldopentosen (CH,O), in Betracht gezogen werden darf, dass namlich diese 
beiden Stoff-Gruppen mit vergleichbarer Wahrscheinlichkeit vorbiologisch verfiigbar 
gewesen sein mogen, gilt nicht fur den Zuckerbaustein der Homo-DNS. 

Die im Titel der Untersuchungsreihe zum Ausdruck kommende Zielsetzung wurde 
eigentlich die Synthese und experimentelle Uberpriifung der Paarungseigenschaften von 
allen moglichen Oligonucleotid-Systemen mit (CH,O),-Hexosen als Zucker-Bausteinen 
verlangen. Dabei wird man sich sinnvollerweise an eine Prioritatenfolge halten, die sich 
sowohl bezuglich des Oligonucleotid-Konstitutionstyps als auch der (relativen) Konfigu- 
ration der Hexose auf eine vergleichende konformationsanalytische Abschatzung des 
Paarungspotentials stutzt. Daruber hinaus liegt es nahe, das Kriterium der Selbstkonsti- 
tuierbarkeit konfigurationsdifferenzierend auf die Familie der acht diastereomeren He- 
xosen anzuwenden. Hierzu wissen wir aus eigenen experimentellen Untersuchungen iiber 
die Aldolisierung von Glykolaldehyd-phosphat, dass in solchen Aldolisierungsgemischen 

Schema 23. Richtung der Fortsetzung der Untersuchung ii'her He.iop.yrano.svl-Oligonucleo~ide *) 

0 0 
II 

0 

ddGlc - Oligonucleotide 
('Homo - DNS') 

p -0-Allopyranosyl- 

0 

-oA\.o/ 
0 

0 
11 

-0 I P,. 0 / 
0 

p -~-3'-Deoxy- p -~-2'-Deoxy-allopyranosyl- 

0 I 

1 Hi) 
p -0-Altropyranosyl-Oligonucleotide 

*) The Scheme gives the formulae of the hexopyranosyl-(4+6)-oligonucleotide systems which became the 
objects of investigation in the wake of the homo-DNA-model study. As a consequence of the observations 
made in the glycoaldehyde phosphate aldolization study 1621, the allose system was chosen first [35] 1361 its 
pairing properties engendered a comparative study of the 2-deoxy- and the 3'-deoxyderivatives [54], the 
outcome of which in turn led to an investigation of the altropyranosyl system. The results of these studies will 
be the subject of part VI of this series. 
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unter Bedingungen kinetischer Kontrolle das Allose-Derivat vorherrscht, dass an zweiter 
Stelle das Altrose-Derivat steht und dass schliesslich bei Langzeit-Aquilibrierung das 
(Allose/Altrose)-Verhaltnis sich zugunsten des letzteren verschiebt [62] [63]. Dementspre- 
chend haben wir im Anschluss an die Homo-DNS-Studie das D-Allopyranosyl-(4’+6’)- 
oligonucleotid-System bearbeitet [35] [36] [7], haben dann als Reaktion auf die dabei 
festgestellten Paarungseigenschaften das ~-2’-Deoxy- sowie das D-3’-Deoxy-allopyrano- 
syl-Modellsystem uberpruft [54] und sind hieraus schliesslich zur experimentellen Bear- 
beitung des ~-Altropyranosyl-(4’+6’)-oligonucleotid-Systems gelangt [55] (vgl. Schema 
23). Die Beschreibung der Ergebnisse dieser Untersuchungen ist fur den Teil VI dieser 
Reihe vorgesehen. 
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Die Arbeit wurde unterstutzt vom Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissenschuftlichen For- 
schung sowie von der Ciba-Geigy AG, Basel, und der Firmenich SA, Genf. M .  G.  ddnkt fur ein Postdoktorats-Sti- 
pendium des Forschungsfonds der Deutschen Chemischen Industrie. Zu grossem Dank verpflichtet sind wir Herrn 
Dr. H .  Widmer (Sandoz, Basel), der fur uns in seinem Laboratorium eine der Untersuchungen rnit zweidimensiona- 
ler NMR-Spektroskopie durchgefiihrt hat. Prof. Dr. P.  L. Luisi (ETH) danken wir fur seine freundliche Erlaubnis, 
in seinem Laboratorium die CD-Spektren aufnehmen zu durfen. Schliesslich danken wir Herrn Dr. F. Kreppelt 
(ETH) fur die Erstellung zahlreicher Abbildungen fur diese Arbeit und Prof. Dr. C. Wintner (Haverford College, 
USA) fur seine Mitwirkung bei der Abfassung der English summaries. 

Experimenteller Teil 

Material und Methoden. a) Herstellung der Oligonucleotide. Die Synthese, chromatographische Reinigung und 
Charakterjsierung der in dieser Arbeit verwendeten Oligo-homo-deoxyribonucleotide sind in [2] beschrieben. Zu 
Vergleichszwecken verwendete, naturliche Oligo-deoxyribonucleotide wurden auf einer DNS-Synthesemaschine 
(Applied Biosystems Inc., Mod. 3808) im I-pmol-Massstab nach den Standardangaben des Herstellers [64] mit 
2-Cyanoethyl-phosphoramiditen als Synthese-Bausteinen hergestellt. (Reagenzien und Phosphoramidite der App- 
lied Biosystems Inc. ). Die Reinigung dieser Oligomere erfolgte analog, wie fur Oligo-homodeoxyribonucieotide in 
[2] beschrieben, mittels HPLC. 

b) Bestimmung der Konzenrration von Oligonucleotiden in Losung. Oligo-homo-deoxyribonucleotid-Konzen- 
trationen wurden in gepufferter, neutraler Lsg. @H 7,O) mittels UV-Spektroskopie bei 260 nm im linearen, 
praktisch temperatur-unabhangigen Absorptionsbereich bestimmt, bei selbstkomplenientaren oder partiell selbst- 
komplementaren Sequenzen oberhalb der Schmelz-Temp. Der Extinktionskoeffizient des Oligomers wurde dabei 
als Summe der Extinktionskoeffizienten aller vorkommenden Mononucleosid-Einheiten errechnet, fur welche bei 
260 nm die folgenden, an den reinen Mononucleosiden experimentell ermittelten t-Werte verwendet wurden: 
ddGlc(U) 10200, ddGlc(T) 9500, ddGlc(C) 7800, ddGlc(G) 11100, ddGlc(A) 14700, ddGlc(c’A) 8900. Die Extink- 
tionskoeffizienten von naturlichen Oligo-deoxyribonucleotiden wurden wie in [65] beschrieben abgeschatzt. 

c) UV-Schmelz-Kurven. UV-Absorptions- vs. Temp.-Diagramme wurden auf einem Perkin-Elmer Lambda 2 
Spektrophotometer, ausgeriistet rnit einem thermoelektrischen Kuvettenhalter und einem Perkin-Elmer Tempera- 
ture Programmer C570-0710, aufgezeichnet. In der Anfangsphase der Untersuchungen wurde jeweils die Mess- 
Temp. manuell in 3-Y’-Schritten variiert und nach Absorptionskonstanz jeweils die (Temp./Absorption)-Werte- 
paare registriert. Temperaturen wurden am Thermoblock in unmittelbarer Kuvettennahe gemessen. Spater wurde 
die Ausriistung sukzessive rnit einem Perkin-Elmer Digital ConlroNer 570-071 erganzt uud das Spektrophotometer 
mittels einem Compaq Deskpro 286e-Computer und Perkin-Elmer PECSS-Software (Vers. 4 .0)  gesteuert, wobei 
nun die Temp. mittels eines Thermoelementes direkt in der Mess-Lsg. erfasst wurde. Probelosungen wurden so 
linear und, sofern nicht anders vermerkt, rnit einer Geschwindigkeit von O.S-l”/min aufgeheizt resp. abgekuhlt. 
(Temp./Absorption)-Wertepaare wurden im Abstand von 3 0 4 0  s. aufgezeichnet. Um die Bildung von Kondens- 
wasser bei tiefen Temperaturen zu verhindern, wurde der Probenraum kontinuierlich rnit N, gespult. Mess-Losun- 
gen wurden, zur Verhinderung von Blasenbildung, vorgangig wahrend ca. 3-5 min bei 40 Torr entgast. Schmelz- 
Kurven sind in relativer Hyper- (bzw. Hypo-)chromie (in %) vs. Temp. (in “C) ausgedruckt; die prozentuale 
Hyperchromie (H) wurde dabei nachder Formel H = ( ( A ( T )  - Ao)/Ao)  x 100 berechnet, wobei A ( T )  die Absorp- 
tion bei der Temp. T und A ”  die tiefste gemessene Absorption reprasentiert (zur Definition von Hyper- (bzw. 
Hypo-)chromic vgl. z. B. [9b]). T,-Werte und thermodynamische Daten von (Duplex $ Einze1strang)-Ubergangen 
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wurden nach den in [ 111 beschriebenen Methoden bestimmt (gegebenenfalls ohne Substraktion der Basislinien). 
Van't Hofjsche Paarungsenthalpien (AH) und -Entropien ( A S )  wurden aus der linearen Beziehung der reziproken 
T,-Werte zum Logarithmus der Oligonucleotid-Konzentration nach den Formeln l/Tm = (R/AH) In c + AS/dH 
(bimolekulare Assoziation zweier selbstkomplementarer Sequenzen) und l/T, = (R/AH) In c + ( A S  - R In 4)/AH 
(bimolekulare Assoziation zweier nicht-selbstkomplementarer Sequenzen) errechnet [l 1 a], wobei c die Oligonu- 
cleotid-Gesamtkonz. und R die Gaskonstante bedeuten. Einen Anhaltspunkt uber den Fehlerbereich dieser Daten 
ergibt sich aus den R-Faktoren der linearen Regression der ( l /Tm YS. In c)-Darstellungen, die in den entsprechen- 
den Figuren jeweils angegeben sind. 

d) Puurungsstochiometrien wurden in Anlehnung an beschriebene Methoden [66] durch Messung der UV-Ab- 
sorption bei 260 (oder 280 nm) von Misch-Losungen zweier Oligonucleotid-Losungen von je zwischen 0- 100% 
variierender Zusammensetzung und konstanter Oligonucleotid-Gesamtkonz. bestimmt. 

e) CD-Spektroskopie, CD-Spektren wurden auf einem Jusco-J-600 Spektropolarimeter rnit einern ZBM-AT- 
Personal Computer als Steuereinheit und einem HP-7475A-Plotter als Ausgabegerat aufgezeichnet. Messungen 
wurden in einer Kuvette rnit 1 cm Schichtdicke im Wellenlangen-Bereich von 21 0-320 nm durchgefuhrt. Die Temp. 
der Messzelle wurde mittels eines thermostatisierbaren Warmebades variiert, wobei die exakte Proben-Temp. rnit 
einem Thermoelement direkt in der Mess-Lsg. bestimmt wurde. Angabe der Messddten in mdeg. 

f )  Gel-Elektrophorese, Apparatur: Bethesdu Reseurch Laboratories, Mod. S2 (Sequencing gel) rnit BioRud 
Power Supply Mod. 3000/300. 20% Polyacrylamid-Gele (Acrylamid/Bisacrylamid 30 : 1) der Dimension 
365 x 306 x 0,8 mm hergestellt nach [67]. Sofern nicht anders vermerkt, wurde als Puffer 0 , l ~  Tris, 0 , l ~  Borsaure 
5 mM MgCI,, (pH 8,3) verwendet und die Elektrophorese anscbliessend bei einer konstanten Leistung von 10 W 
wahrend 16 h bei RT. durchgefuhrt. Zum Auftragen der Proben wurde jeweils eine 10% Saccharose-Lsg. im 
Elektrophoresepuffer verwendet, als Referenz diente Bromphenolblau. Sichtbarmachung der Oligonucleotide 
nach der Elektrophorese erfolgte durch Einfarbung des Gels mit einer Lsg. von 100 mg 'stains all' (Fluku, 
Nr.85663) in 800 ml HzO/HCONH2 1 :I (vgl. [68]). 

g) 'H-NMR-Spektroskopie. NMR-Proben (ddGlc(A,): 10 mM, 0 , l ~  NaC1, 0 , 0 5 ~  Na2P0,, 0.1 % wjv  NaN,, 
mit H,PO, aufpH 7; ~ ~ G ~ c ( ( A - G ) ~ ) :  8,7 mM, 0 , l ~  Na2HP04 0,1% w/vNaN3, rnit H,PO, aufpH 7; ddGlc(A,-H,): 
5 mM, 0 , l ~  Na,HPO, 0,l YO w / v  NaN,, rnit H3P04 auf pH 7) wurden zweimal in D,O gelost und lyophilisiert, dann 
in D,O (99,98% D) gelost und in ein 5-mm-NMR-Rohrchen filtriert. Die Mess-Temp. betrug 27O und wurde 
geregelt . 

ID-Spektren : 'H-NMR (500 MHz fur ddGlc(A,), 400 MHz fur ddGlc((A-G)3) und ddGlc(A,-H,), extern 
referenziert auf DSS in D20). 

"P-NMR (161,98 MHz): OH)-breitbandentkoppelte (WALTZ 16) Spektren, extern referenziert auf 85% 
H3P0,. 

ZD-Spektren : Ausser fur ('H,31P)-COSY Spektren, wurde das Signal HDO durch Vorsattigung unterdruckt. 
Aufgefuhrt sind die Mess-Parameter fur ddGlc((A-C)3), ddGlc(A,-H,) und ddGlc(A,) wurden unter analogen, in 
einzelnen Parametern leicht abweichenden Bedingungen gemessen. I )  ('H,'H)-2QF-COSY [69]: phasensensitiv; 
TPPI. Aquisition: 4K x 512 Datenpunkte, je 4000-Hz-Spektralbreite in w2 und w , ,  32 scans/FID. Transformation 
in 2K x 1K (rr) nach Gewichtung rnit sin2 (6' + n/4) in w2 und sin2(@ + n/3)  in wl , 2 )  ('H,3'P)-COSY: 'H-detek- 
tiert [70], phasensensitiv, TPPI. Aquisition: 4K x 512 Datenpunkte, Spektralbreite 4000 Hz in w2 und 1000 Hz in 
wI, 32 scans/FID. Transformation in 2K x 1K (rr) nach Gewichtung rnit sin2 (0 + n/4) in w2 und sin2 (0 + n/3) in 
wI 3 )  ('H,'H)-TOCSY [71]: phasensensitiv, TPPI, 80 ms MLEV17-Mischung (y/2n = 10 kHz); Aquisition: 
4K x 512 Datenpunkte; 4000-Hz-Spektralbreite in w2 und wI; 16 scans/FID. Transformation in 2K x 1K (rr) 
nach Gewichtung rnit sin' ( B  + n/3) in co2 und sin' (6' + n/2) in w ,  . 4 )  ('H,'H)-NOESY [72]: phasensensitiv, TPPI, 
2 Aufnahmen rnit Mischzeiten von 50 und 150 ms, zufallsvariiert um * 5 %  (150 ms) resp. +15% (50 ms). 
Aquisition: 4K x 512 Datenpunkte; Spektralbreite 4000 Hz in w2 und wI,  112 scans/FID. Transformation in 
2K x 1K (rr) nach Gewichtung mit sin2 (0 + n/3)  in w2 und sin2 (0 + n/2) in wl.  Baselinekorrektur in w2 mit 
Polynom 3. Grades. 
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