
Struktur und Funktion von Nucleosiden und Nucleotiden[l 

Von Wolfram Saenger [*I 

Die am biologischen Geschehen beteiligten Nucleoside bestehen aus den Komponenten 
Zucker und heterocyclische Nucleobase; die Nucleotide, die als Monomere und als Bausteine 
der polymeren Nucleinsauren vorliegen, enthalten zusatzlich eine Phosphorestergruppe. Aus 
der Komplexitat der Molekiile resultiert eine komplexe Stereochemie, die in diesem Fort- 
schrittsbericht erlautert wird. Dabei stehen Konformationsbetrachtungen an den Zuckerre- 
sten, die syn-anti-Konformation. die Lage der C(S’)-O(S)-Bindung relativ zum Zuckerrest 
und die Konformation der Phosphoresterbindungen im Vordergrund. Basenpaarung und 
Basenstapelung sowie Krafte, die die syn-Konformation stabilisieren, werden gestreift, und 
der aus der Stereochemie von Nucleotiden ermittelte Verlauf der Reaktionen des Enzyms 
Pankreas-Ribonuclease sowie die Wirkungsweise des Antileukamiemittels 6-Azauridin und 
des Antibiotikums Actinomycin D behandelt. Weiterhin werden Betrachtungen daruber 
angestellt, welche Effekte die ungewohnlichen Strukturen der ,,seltenen“ Nucleoside 4-Thiouri- 
din, Isopentenyladenosin und Dihydrouridin auf die Struktur der transfer-Ribonucleinsaure 
haben. 

1. Einfiihrung 

Das biologische Geschehen wird im molekularen Bereich 
von Aminosauren und Nucleosiden bestimmt. Die Nucleo- 
side setzen sich aus einem Zuckerrest und einer daran 
p-N-glykosidisch gebundenen heterocyclischen Nucleoba- 
se zusammen (Abb. 1). In den Ribonucleosiden ist der 
Zuckerrest eine D-Ribose, in den Desoxyribonucleosiden 
eine D-erythro-D-Pentose (2’-Desoxy-D-ribose). Die Nu- 
cleobasen, die eigentlichen Wirkgruppen der Nucleoside, 
bestehen aus amino- und hydroxysubstituierten Purin- 
oder Pyrimidinderivaten: Adenin (A), Guanin (G), Cytosin 
(C), Uracil (U), Thymin (T). Die entsprechenden Ribonu- 
cleoside werden rnit Adenosin (rA), Guanosin (rG), Cytidin 
(rC), Uridin (rU), die Desoxyribonucleoside mit dem Prafix 
Desoxy- und den Abkiirzungen dA, dG, dC, dT bezeich- 

Die Nucleotide (Adenyl-, Guanyl-, Cytidyl-, Uridyl-, 
Thymidylsauren) enthalten zusatzlich eine Phosphorester- 
gruppe an der 3’- oder 5’-Hydroxyfunktion des Zuckerrests. 
AuDerdem gibt es cyclische, intramolekulare 3‘,5’- oder 
2’,3’-Phosphordiester (Abb. 1). 
In den Biopolymeren Desoxyribonucleinsaure (DNA) und 
Ribonucleinsaure (RNA) sind Nucleotide iiber Internucleo- 
tid-3’,5’-Phosphordiesterbindungen miteinander ver- 
knupft ; in der Sequenz der Nucleotide ist die biologische 
Information enthalten. Beide Arten von Nucleinsauren 
konnen je nach biologischer Aufgabe als Einzelstrang 
(Knauel) vorliegen oder doppelstrangige Komplexe rnit 
rechtsgangig helicaler Struktur bilden. In diesen Komple- 
xen sind stets zwei Nucleincureketten zueinander antipar- 
allel (gegenlaufig) so angeordnet, daI3 gegenuberliegende 
Nucleobasen A rnit U (T) und G rnit C streng komplemen- 
tar durch spezifische Wasserstoffbruckenbindungen ver- 
bunden ~ i n d [ ~ ] .  Diese ,,Basenpaarung“ hilft mit, um die 
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Abb. I. Chemische Struktur und Nomenklatur der Nucleoside und Nu- 
cleotide. ,,cP‘ und ,,Polymer“deuten auf die Hydroxygruppen am Zucker- 
rest,die bei der Bildung cyclischer Phosphordiester bzw. 3’,5’-lnternucleo- 
tidbindungen (bei den polymeren Nucleinsauren) beteiligt sind (Beispiele 
hierzu siehe Abb. 11-13). Uridin kommt in Ribonucleosiden, Thymidin 
in Desoxyribonucleosiden vor. 

Struktur der doppelstrangigen Nucleinsauren zu stabilisie- 
ren und ist wesentlich zur biologischen Informationsuber- 
tragung von Nucleinsaure zu Nucleinsaure (Vererbung) 
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und von Nucleinsaure zum Protein (Proteinbiosynthese), 
bei der eine Nucleinsaure als Informationstrager matri- 
zenartig abgelesen wird14- '1. 
Nucleotide sind aber nicht nur als Bestandteile der Nuclein- 
sauren bei biologischen Prozessen beteiligt, sondern auch 
als Monomere in Form der ,,energiereichen" Nucleosid-5'- 
triphosphate als Energielieferanten, als Substrate mehrerer 
Enzyme, als Bestandteile zahlreicher Coenzyme[4- 61. Au- 
ljerdem spielen naturlich vorkommende, modifizierte Nu- 
cleoside und Nucleosidphosphate als Antibiotikar'] eine 
wesentliche Rolle, und synthetisch dargestellte Nucleoside 
und ihre 3'- oder 5'-Phosphorester werden als Arzneimittel 
und zur Erforschung molekularbiologischer Reaktionen 
eingesetzt. Hier wird besonders deutlich, daB ein enger 
Zusammenhang zwischen der molekularen Struktur eines 
Nucleotids und seiner biologischen Funktion besteht. 
Die Struktur eines Nucleotids oder Nucleosids wird be- 
schrieben durch 

1. die Konformation des Zuckerrests und der Phosphor- 
esterbindung ; 
2. die Konformation um die glykosidische Bindung, d. k 
die Stellung der Base relativ zum Zuckerrest; 
3. Atombindungsabstande und -winkel innerhalb eines 
Molekuls; 
4. intermolekulare Wechselwirkungen, vor allem Wasser- 
stoffbriickenbindungen (Basenpaarung) und Basenstape- 
lung. 
Diese Parameter lassen sich durch mehrere Methoden be- 
stimmen, die mehr oder weniger allgemeingultige Daten 
ergeben. In diesem Beitrag sollen im wesentlichen die Re- 
sultate aus Rontgen-Strukturanalysen diskutiert werden, 
da sie die umfassendsten, eindeutigsten Aussagen erlau- 
ben . 

2. Allgemeines uber die Rontgen-Strukturanalyse 
und iiber die Strukturparameter von Molekiilen; 
Diederwinkel 

Die Strukturanalyse durch Rontgen-Beugung beruht dar- 
auf, dal3 ein Kristall der zu untersuchenden Substanz mit 
monochromatischem Rontgen-Licht bestrahlt und die 
durch die Gitterwirkung des Kristalls gebeugte Strahlung 
durch photographische Filme oder, besser, Szintillations- 
Zhler registriert ~ i r d ' ~ * ~ 1 .  Aus der Symmetrie des Refle- 
xionsmusters und ausden Abstandender Reflexe voneinan- 
der lassen sich kristallographische Raumgruppen (,,Sym- 
metrien") und Dimensionen der Elementarzelle des Kri- 
stalls bestimmen, aus den Reflexintensitaten und zugehori- 
gen Phasenwinkeln aber die Lagekoordinaten der einzelnen 
Atome in der asymmetrischen Einheit der Elementarzelle 
berechnen. Durch ein gunstiges MeMaten/Parameter-Ver- 
haltnis von sechs bis zehn fur je drei Koordinaten und 
sechs Schwingungsparameter der Atome konnen die Koor- 
dinaten aller Atome auI3er Protonen mit ca. 0.003A Ge- 
nauigkeit ermittelt werden"]. Damit aber lassen sich Atom- 
bindungsabstande und -winkel, die normalenveise im Be- 

[*] Die Koordinaten der Protonen eines organischen Molekuls konnen 
aus technischen Grunden nur urn den Faktor 10 ungenauer angegeben 
werden als die Koordinaten der anderen Atome. 

reich von 1.2 bis 2.0A und 90 bis 130" liegen, mit Stan- 
dardabweichungen von ca. 0.005 A und 0.4" angeben[lol. 
Zur Beschreibung der Konformation eines Molekiils wer- 
den Dieder(Torsions)winkel verwendet" 'I. Diese Winkel 
bezeichnen in der Atomgruppe A-B-C-D (Abb. 2) den 
Winkel zwischen den Bindungen A-B und C-D, wenn 
man in Richtung der Bindung E C  schaut (d. h. C steht 

trans 

cis 

Abh. 2. Definition der Diederwinkel und der Bereiche cis, trans, gauche. 

hinter B). Der Diederwinkel A - K - D  ist Null, wenn 
A-B und C-D cisplanar zueinander sind und wird positiv 
gezahlt, wenn C-D im Uhrzeigersinn relativ zu A-B ge- 
dreht wird. 

Ein Diederwinkel oder eine Molekulkonformation wird 
als cis oder trans bezeichnet, wenn der Winkel annahernd 
0 bzw. 180" betragt, und als (+)gauche oder (-)gauche, 
wenn der Winkel nahe +60 bzw. -60" liegt. 

Bei der Kristallisation einer Substanz werden intemoleku- 
lare Wechselwirkungen wie van-der-Waals-Krafte, Dipol- 
Krafte, ionische und Wasserstoffbruckenbindungskrafte 
wirksamr4' "1, die in Losung oder im gasformigen Zustand 
bei geeigneter Verdiinnung kaum auftreten. Durch Ront- 
gen-Strukturanalysen an kristallinen Substanzen ergab 
sich, daB diese intermolekularen Wechselwirkungen wenig 
EinfluB auf Bindungsabstande, etwas EinfluB auf Bindungs- 
winkel, aber einen groBen EinfluB auf die Diederwinkel 
haben. Daraus folgt, da13 Molekiile oft nicht im Energiemi- 
nimum kristallisieren und daB Konformationsstudien mit 
Rontgen-Strukturanalysen nur dann eindeutige Ergebnisse 
liefern, wenn eine Reihe ahnlicher Verbindungen analysiert 
wird. 
Gerade dies ist bei Nucleosiden und Nucleosidphosphaten 
der Fall; eine Durchsicht der Daten gibt AufschluB uber 
Energieminima, Rotationsschranken und seltene Konfor- 
mationen, uber die Ausbildung von Wasserstoffbriicken- 
bindungen und die Packung der Molekiile im Kristallgitter. 
Als typisches Beispiel fir das Resultat einer Rontgen-Struk- 
turanalyse ist in Abbildung 3 die Kristallstruktur des 4- 
Thiouridin-Hydrats gezeigt, das in der monoklinen Raum- 
gruppe C 2 kri~tallisiert['~]. Man blickt entlang der kristal- 
lographischen b-Achse: Die Ebenen der 4-Thiouracilreste 
stehen fast senkrecht zur Papierebene und sind parallel 
zueinander in einem Band hydrophoben Charakters an- 
geordnet. Parallel zur Papierebene liegen die Ribosereste 
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mit eingelagerten Hydratwassermolekulen und bilden ein 
Band mit vorwiegend hydrophilem Charakter, das durch 
zahlreiche Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert und 
charakterisiert wird. 

How HO OH 

4 - Thiouridin 

. =s  0 = o  

Abb. 3. Kristallstruktur des 4-Thiouridins in der Projektion entlang 
der b-Achse. Wasserstoffbruckenbindungen sind gestrichelt gezeichnet, 
Bereiche hydrophoben Charakters durch Schraffur hervorgehoben. Die 
(ausgemalten) 4-Thiouracilringe stehen fast senkrecht zur Papierebene, 
die Hydratwassermolekule sind durch W markiert. 

3. Die Struktur der Nucleoside und Nucleotide 

3.1. Die Geometrie der Basen 

Abbildung 4 zeigt Bindungsabstande und Bindungswinkel 
in den im wesentlichen planaren Nu~leobasen['~~. Aus den 
Atomabstiinden der Carbonyl- und Aminogruppen ist er- 
sichtlich, daB weitgehend Doppel- bzw. Einfachbindungs- 
charakter vorliegt['21 ; in den Kristallstrukturen der Nu- 
cleoside wurden bisher keine anderen als die in Abbildung 
4 gezeigten tautomeren Formen gefunden, obwohl durch 
Theoriet'51 und Experiment['61 andere Formen wahr- 
scheinlich gemacht und nachgewiesen wurden. 

Aus Rontgen-Strukturanalysen geht hervor, daD Adenosin 
am Stickstoffatom N(l), Guanosin an N(7), Cytidin an 
N(3) und Uridin an O(4) protoniert ~e rden"~] .  Durch 
die Protonierung verschiebt sich die Geometrie der Basen 
ein wenig: Bindungslangen andern sich entsprechend den 
neuen mesomeren Grenzformen, und Bindungswinkel an 
Stickstoffatomen, die Protonen aufnehmen, vergroDern 
sich um ca. 5 O [ I 7  - 

H 
n 

c 11'1 
Uridin Cytidin 

Abb. 4. Atombindungsabstande [A] und -winkel [ '1 in Nucleosiden 
(gerundete Werte nach [14]). Standardabweichungen 0.01 A und 1'. Vom 
Ribosylrest ist nur C(1') gezeichnet. 

3.2. Die Geometrie der Zuckerreste 

In Abbildung 5 sind gemittelte geometrische Daten fiur 
die Zuckerreste angegeben. Die Atombindungsabstande 
und -winkel unterscheiden sich leicht, aber signifikant je 
nach Art und Konformation der Zuckerringe, doch sol1 
dies nicht Gegenstand dieser Betrachtungen sein. 

H 

'0 
i 

Abb. 5.  Atombindungsabstande [A] und -winkel ["I in Nucleotiden 
(gemittelte Werte). Von den Basen ist nur das Stickstoffatom an C(1') 
gezeichnet. 

Ganz allgemein kann gesagt werden, daB in Ribosen und 
Desoxyribosen stets die Bindung C(4')-0( 1') langer gefun- 
den wird als O(1')-C(l'), eine Beobachtung, die mit der 
unterschiedlichen Substitution an den Atomen C(4') und 
C( 1') erklart werden kann. Alle anderen Atombindungsab- 
stande und -winkel liegen im ,,normalen" Bereich"O1, zeigen 
jedoch individuelle Unterschiede. 
Die fiinf Atome der Ribose- oder Desoxyriboseringe sind 
analog zu den Atomen anderer fiinfgliedriger Ringe in 
einer Umschlag- oder Halbsesselkonformation angeordnet. 
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Durch den EinfluR der Substituenten werden solche Kon- 
formationen bevorzugt, bei denen die Atome C(2') und 
C(3') etwa 0.5 A von der Ebene durch die restlichen Atomc, 

C(2')[2sl. Dadurch konnen die Nucleoside und Nucleosid- 
phosphate in zwei Konformationen vorliegen, die als syn 
und anti bezeichnet werden, je nachdem ob in Pyrimidin- 

'+IN C p N  15'1 C15'1 h-,N 'w 
011'1 

C 12'1-endo C 13'1- exo C12'1 -endo-C13'1-exo Surnme 

C12'I -ex0 C 13'1 -endo C 12'1 -exo-C13'1 -endo Surnrne 

Ahb. 6. Darstellung der Zuckcrhonformationen. Mil  dcr Knnfni-in;i t ion e m s  Zuckers andern sich die rela 
tiven Lagendcr C'(5')-  und der Nucleohasen-N( I)-Atomc bia LU ca. 0.5 A. 

C[4')--0( 1 ' k C (  1 '), entfernt sind. Atome auf derselben Sei- 
tedieser Ebene wie Atom C(5') werden mit cxdo bezeichnet, 
Atome auf der andern Seite mit V X O ~ ' ~ ~ .  Die in Ribosen 
und Dcsoxyribosen beobachteten Umschlag- und Halbses- 
selkonformationen sind in Abbildung 6 zusammengestellt. 

Die Umschlagkonformationen C(2')-endo und C(3')-cwdo 
kommen etwa gleich haufig vor; die C(3')-rxo-Konforma- 
tion wurde bisher nur bei drei Desoxyribonucleosiden, 
C(?')-r.xo iiberhaupt noch nicht beobachtetr2'. "I. Der 
Ubergang zwischen einander entsprechenden Halbsessel- 
und Umschlagkonformationen in horizontaler Richtung 
der Abbildung 6 ist flieljend, in vertikaler Richtung aber 
durch Energieschranken getrennt. Die Konformation der 
Zuckerringe wird am eindeutigsten durch die endocycli- 
schen Diederwinkel beschrieben, die in den in Abbildung 8 
angegebenen Bereichen vorkommen. 

Die Bindung C(5')- O(5') kann relativ m m  Zuckerring 
rotieren und dabei drei Konformationen cinnchmen, die 
als quuche,yuuchP, guuche,trans oder trans,gauche bezeich- 
net werdcn, .jc nachdem ob die Winkel 0(5')-C(5'k 
C ( 4 ' k O (  1 '), cp<,", und O(SFC(5')-C(4'FC(3'), cpoc,  nahe 
- 60", + W ,  nahe + 60", 180" bzw. nahe 180", - 60" lie- 
genrZ3' (Abb. 7). 
Nach Energieberechnungen sollten die drei Konformatio- 
nen annahernd gleichberechtigt ~ein[ '~] .  Kristallographi- 
sche und spektroskopische Ergebnisse zeigen aber, dalj 
die gauchqpuche-Konformation weit mehr bevorzugt ist 
als die beiden anderen K~nformationen' '~]; eine Interpre- 
tation konnte sein, daR nur diese Konformation eine intra- 
molekulare C(6)-H...0(5')- bzw. C(8FH...O(S')-Was- 
serstoffbriickenbindung zwischen Pyrimidin- bzw. Purin- 
basc und O(S')-Atom ermoglicht[26]. 

3.3. Die Konformation um die glykosidische 
C( 1')-N-Bindung 

Die Rotation der Base um die glykosidische Bindung relativ 
zum Zuckerrest ist nicht h i ,  sondern sterisch gehindert, 
hauptsachlich durch das endo-standige Proton am Atom 

gauche, gauche gauche, trans 

015,1P 0 0 

trans, gauche 

I '  120" 

300" 

I .  

m 120" 
Ahh. 7. Konformationen um die Bindungen C(4')-C(S') undC( I ' F N ,  
Zur Definition des Winkels x siehe Text. 
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nucleosiden 0(2), in Purinnucleosiden N(3) iiber der Zuk- 
kerebene liegt oder von ihr weg ~ c i g t [ ' ~ , * ~ ~  (Abb. 7). Die 
Position der Base wird durch den Diederwinkel &N, 
O( l')-C(l')--N( 1)-C(2) in Pyrimidin- und O(l'bC(1')- 
N(9)-C(4) in Purinnucleosiden angegeben['*]. syn- und 
ant i-Konformation sind durch XcN-Winkel von etwa 290 
bis 110" bzw. von etwa 110 bis 290" definiert. 

3.4. Die Konformation der Phosphoresterbindungen 

Die in monomeren Phosphordiestern und Mononucleoti- 
den sowie in doppelstrangigen, helicalen Nucleinsauren 
beobachteten Konformationen sind in Abbildung 8 zusam- 
mengestellt. 

,013'1 
r 17'1 

"+ 015'11 

D 

I 
013'1 

Abb. 8. Diederwinkel in Nucleotiden. Die endocyclischen Winkel T be- 
schreiben die Zuckerkonformation, die Winkel $, $, w, $'. $', w' die 
Konformation dcr Zuckerphosphatkette; z B. bezeichnet $ (C(SpC(4'))  
den Winkel O(S)-C(S')-C(4'-C(3'). M und M + P  geben an. ob die 
Winkelwertc nur  in monomeren (M)  oder auch in polymeren, helicalen 
Nucleinsauren (M + P) gefunden wurden. 

Winkel im Zuckerteil: 
C(Z')-endo- T ~ ,  13 = 30 & 10" 
C(3')-exo T,,, 12 = 330 f 10" 

Tq = 0 f 10" 

C( 3')-mdo T,, T) = 330 k lo" 
r2, T., = 30 f 10" 
To = 0 f 10" 

Winkel in der Zuckerphosphatkette: 
w'(O(3F-P) 290f20"  P + M  

170 f 10" 
70+  lo" } 

$'(C(3')-0(3')) 210 f 40" P + M  
250 + 20" M 

150 f 20" C(2)-endo 
$'(C(4'-C(3')) 80 f 10" C(3')-endo 

und C(3')-exo 
$(C(SFC(4'))  60 f 25" P + M  

290 '*O + + lo" 10" 1 
+(O(S)-C(S')) I 8 0  f 40" P C M  
o(P--o(S)) 290+20" P + M  

70+10" M 

Monomere Nucleotide konnen auBer in den Konformatio- 
nen der helicalen Nucleinsaurestrukturen, bei denen geo- 
metrische Bedingungen- Bildung der rechtsgangigen Helix 

- dieWerte der Diederwinkel festlegen, in recht verschiede- 
nen Kont'ormationen auftrctcnl'" 221.  Ausnahmen bilden 
die Winkel +(O(SbC(S)),  1 80f40°, und JI(C(SbC(4')), 
60+ 25', die in Nucleotiden und in polymeren Nucleinsau- 
ren auf die angegebenen Werte begrenzt sind, wahrschein- 
lich durch die envahnte (Base)C--H.-.O(S')-Wasserstoff- 
briickenbindung, die diese Konformationen stabilisiert[2'1. 
Weiterhin nimmt der Winkel +'(C(4'kC(3')) zwei Werte 
an, 80 & 10" und 150 & 20", die durch die Zuckerkonforma- 
tion C(3')-endo bzw. C(2')-edo oder C(3')-exo gegeben sind. 
Allgemein kann gesagt werden, daB die unterschiedlichen 
Konformationen des Zuckerphosphatskeletts in doppel- 
strangigen Nucleinsauren mit helicaler Struktur haupt- 
sachlich der Beweglichkeit der Zuckerreste zu verdanken 
sind. In monomeren Nucleotiden und in einzelstrangigen 
Nucleinsauren dagegen beruht die weitgehende Flexibilitat 
auf den vielen moglichen Konformationswinkeln der Zuk- 
kerreste und der Phosphoresterbindungen. 

4. Korrelation mischen Struktur und Funktion 
von Nucleosiden und Nucleotiden 

Im folgenden sollen die beschriebenen Strukturparameter 
von Nucleosiden und ihren Phosphaten anhand von Bei- 
spielen gedeutet werden. Da hierbei nicht auf alle bis- 
her publizierten Untersuchungen eingegangen werden 

werden nur einige charakteristisch erscheinende 
Resultate wiedergegeben, die eine Korrelation zwischen 
Struktur und Funktion erlauben. 

4.1. Die Basenpaarung 

Der regelmaBige Aufbau der doppelstrangigen, helicalen 
DNA und RNA wird dadurch ermoglicht, dal3 die Nucleo- 
basen A rnit U (T) und G rnit C iiber spezifische N-H . . . 0- 
und N-H.-.N-Wasserstoffbruckenbindungen vom Wat- 
~on-Crick-Typ[~] coplanar gekoppelt sind (Abb. 9 a und 
9 b). Diese Basenpaare bilden, iibereinander gestapelt, den 
(hydrophoben) Kern der Helix, an dessen AuSenseite sich 
die (hydrophile) Zuckerphosphatkette rechtsgangig 
entlangzieht. Hervorragendes Kennzeichen der Watson- 
Crick-Basenpaare ist, daB sie einander isomorph sind und 
da8 die glykosidischen Bindungen und damit die daran 
gebundenen Zuckerphosphatketten uber zweidhlige Ach- 
sen miteinander zur Deckung gebracht werden konnen. 

Neben den Watson-Crick-Basenpaaren der Abbildung 9a 
und 9 b  sind noch 24 andere Paarungsschemata denk- 

die aber nur zum Teil experimentell realisiert wer- 
den konnten. Spektroskopische Messungen140,4'1 an Nu- 
cleosidanalogen in aprotonischen Solventien ergaben, daB 
neben heterologen Basenpaaren (zwischen verschiedenen 
Basen) auch homologe Basenpaare (zwischen gleichen Ba- 
sen) entstehen konnen. Die heterologen A:U(T)- und G:C- 
Komplexe sind jedoch um mindestens den Faktor 10 stabi- 
ler als alle anderen denkbaren hetero- oder homologen 
Kombinationen von Basen. 
Durch Cokristallisation aquimolarer Mengen Guanosin- 
und Cytidinderivate wurden stets Komplexe mit Watson- 
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Crick-Basenpaarung erhalten, wahrend Komplexe von 
Adenosin- und Uridin-(Thymidin-)Derivaten bisher nur 
Hoogsteen-Basenpaarungen erkennen liel3en (Abb. 9c und 
9d)114.421. Dies deutet darauf hin, daR in helicaler RNA 

a1 f 

b' 1 T 

f cl 

Abb. 9. Die Struktur der isomorphen a) A:U(T)- und b) G:C-Basenpaare 
nach Watson und Crick sowie c )  des A:U(T)-Basenpaars nach Hoogsteen 
und d) des ,,urngekehrten" Hoogsteen-Paars. In 9a und 9 b  sind die zwei- 
zahligen Achsen, die von den glykosidischen Bindungen gebildet werden, 
eingezeichnet. Die N-H...N - oder N-H... 0-Wasserstofmriickenbin- 
dungen sind ca. 2.9A lang. 

und DNAdie A: U (T)-Basenpaare vorn Watson-Crick-Typ 
nicht energetisch bevorzugt sind wie die G: C-Basenpaare, 
sondern durch die Stereochemie der Zuckerphosphatkette 
erzwungen werden. 

4.2. Die Basenstapelung 

Die Nucleobasen haben vorwiegend aromatischen, hydro- 
phoben Charakter und zeigen in hydrophiler Urngebung 
und bei Kristallisation die Tendenz, sich stapelformig an- 
zuordnen. Dabei ist der Abstand zwischen den einander 
parallelen Aromatenebenen gleich dern erwarteten van-der- 
Waals-Abstand, 3.4 A. 
Die Basenstapelung wird stabilisiert durch Wechselwirkun- 
gen zwischen den Dipolen der Amino- oder Carbonylgrup- 
pen und den benachbarten n-Elektr~nensysternen[~~] sowie 
durch van-der-Waal~-Krafte[~~I. 
Besonders ausgepragt sind die Stapeleigenschaften der 
thio- und halogensubstituierten Nucleoba~en[~~] .  Wie in 
der Reihe der Analogen 4-Thio~ridin['~], 2PDithiouri- 
din[45], mubino~-Thio~r id in[~ '~ ,  3'-Acetyl4thiothy- 
midin[46' und dem Cokristallisat 9-Methyl-adenin: 1-Me- 
thy1-4-thioura~i l [~~~ gezeigt wurde, ist die Ausbildung der 
Wasserstoffbriickenbindungen in den Nucleosidderivaten 
von Packungskraften bestimmt, wahrend im Cokristallisat 
eine heterologe, ,,urngekehrte" Hoogsteen-Basenpaarung 
vorliegt (Abb. 9d). Da allgemein bei Cokristallisaten Basen- 
paareder in Abbildung 9 gezeigtenTypen gefunden werden, 
wahrend kristalline reine Nucleoside keine einheitlichen 
Wasserstoffbriickenbindungen zeigen, ist zu schliefien, d& 
die Bildung heterologer Basenpaare iiber die Packungskraf- 
te dorniniert, die Bildung hornologer Basenpaare jedoch 
~ n t e r l i e g t ~ ~ ~ l .  
Der vorwiegende EinfluR der Basenstapelung auf die Stabi- 
litat der Struktur eines helicalen Nucleinsaurekomplexes 
laI3t sich beim Vergleich der Eigenschaften der homologen 
Polymere Polyuridylsaure (Poly-uridin-5'-phosphat), poly- 
U, und dem 2-Thioanalogen, poly-s2U, in dem Uracil 
gegen 2-Thiouracil ausgetauscht ist, erkennen. Poly-U liegt 
oberhalb von 8'C nur als Einzelstrang in Knauelform 
vor; es kann daher mit Polyadenylsaure, poly-A, einen 
stabilen, helicalen Komplex bilden und be; der Proteinbio- 
synt hese als Matrize dienen. Poly-s2U dagegen formt einen 
bis 68.5 T stabilen, doppelstrangigen, helicalen Komplex 
mit sich selbst, und diese Komplexbildung ist so bevorzugt, 
daD poly-s2U rnit poly-A keinen Kornplex bildet und auch 
nicht zur Proteinbiosynthese eingesetzt werden' kann1491. 
Die Struktur des poly-s2U ist, wie durch Rontgen-Diffrak- 
tion an Fasern dieses Materials gefunden w~rde[~O] ,  der 
Struktur der A-DNAL5 sehr ahnlich. Die Nucleinsaure- 

Abb. 10. Basenpaar in der homopolymercn, doppelstrlngigen, helicalen 
Poly-2-thiouridylsPure, poly-s*U. 

strange sind antiparallel angeordnet, wodurch das in Abbil- 
dung 10 gezeigte Basenpaar mit unsymmetrischer NH . . .S- 
und NH . . . O-Wasserstoffbriickenbind ung resultiert. 
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Die Stabilitlt der Helix kann nicht hervorgerufen werden 
durch die Bildung der relativ schwachen N-H ... S-Was- 
serstoffbriickenbindungen, sondern beruht vielmehr auf der 
Stapelung der 2-Thiouracilringe iibereinander mit charak- 
teristischer S(2). .. N( 1)-Wechselwirkung zwischen benach- 
barten Nucleobasen, die lhnlich auch bei Kristallstruktu- 
ren von monomeren Thiopyrimidinnucleosidderivaten ge- 
fundcn wi~rde'~''. Zwei Effekte wirken in Richtung auf 
eine Stabilisierung der Helix : Die leicht polarisierbaren 
Thiocarbonylgruppen konnen mit dcn n-Elektronensyste- 
men benachbarter 2-Thiouracilreste in Wechselwirkung 
treten, und auaerdem lagcrn sich die relativ hydrophoben 
2-Thiouracilreste bei Hclixbildung in eincm hydrophoben, 
linearen Hereich zusammen, der durch die hydrophilen 
Ribosephosphatketten vom AuRenmedium, Wasser, ge- 
trennt i ~ t [ " ~ J .  

4.3. Faktoren, die die Konformation urn die 
glykokidische C( 1 'FN-Bindung bestimmen 

NMR-Spektroskopische Untersuchungen zeigten, dalj 
Nucleoside in Liisung in einem syn-anti-Gleichgewicht vor- 
liegen, das bei F'yrimidinnucleosiden fast vollstlndig, bei 
Purinnucleosiden nur weitgehend auf der Seite der anti- 
Konformation liegt[". 531. Die syn-Konformation kann 
durch iweierlei Einflusse ernvungen werden: inter- und 
rntrumolekulare Krlftc. 

4.3.1. Intumolekulare KriiRe 

Bei der Anlagerung eincs Nucleosids an eine Oberfllche, 
sei es a n  das aktive Zentrum eines Enzyms, beim Einbau 
in einc doppelstriingige, helicale Struktur oder bei der 
Kristallisation, mu13 es sich fir die syn- oder anti-Konfor- 
mation cntscheiden. Die Konformation, die es unter diesen 
UmstInden annehmen wird, ist nicht vorauszusehen, da 
intermolekulare Wechselwirkungen wie Wasserstoffbruk- 
kenbindungskriifte, Stapelungseffekte und allgemeine Pak- 
kungsanordnungen cntscheidend sein konnen. 

sinr561, 2'-Deso~yguanosin[~'~, F o r r n y ~ i n - H B r ~ ~ ~ ] ,  Adeno- 
sin-3',5'-cy~lophosphat[~~~, G~anosin[ '~] ,  Inosin [591 und die 
Pyrimidinderivate 4-Thiouridin[' '1, 2'-Desoxy-2-fluoruri- 
din-3',5'-dia~etat[~~], Cytidin-2',3'-cy~lophosphat[~~1. In 
den erwahnten Purinnucleosiden wurde stets eine irztrumo- 
lekulare O(5 'FH.  .. N(3)-Wasserstoffbriickenbindung ge- 
funden, die die syn-Konformation zusitzlich stabilisierte, 
bei 4-Thiouridin lag jedoch eine potentielle intramolekula- 
re 0(5')-H... 0(2)-Bindung nicht vor. Lost man diese Nu- 
cleoside auf, so stellt sich das syn-anti-Gleichgewicht ein, 
das bei 4-Thiouridin, wie bei allen anderen Pyrimidinnu- 
cleosiden, vorwiegend auf der Seite der anti-Form liegt[' 'I. 

4.3.2. lntramolekulare Krafte 

lntramolekulare Wechselw irkungen kiinnen die syn- Kon- 
formation selbst in Losung stabilisiercn, wie bei dcn an 
der Base in Nachbarschaft zur glykosidischen Bindung 
substituierten Nucleosidcn 8-Bromddenosin und 8-Brom- 
guanosin[621, bei N'-~-~-Ribosyl-6,7-dimethyllumazin[~~~, 
6-Methyl~r id inr~~ '  und OrotidinIS3J gezeigt wurde. Diese 
Molekiile liegen nur in der syn-Konformation vor, da die 
sperrigen Substituenten kcinen Platz Jiber'' dem Zucker- 
ring finden. 
Damit aber bekommen diese Nucleoside eine interessante 
Eigenschaft : Ihre 5'-Triphosphdte sind keine Substrate fur 
Nu~leot id-Polymerasen~~~~ 661. Das bedeutet zugleich, daO 
die Substrate fiir Polymerasen offcnbar in anti-Konforma- 
tion vorliegcn miissen, damit sie am aktiven Zentrum er- 
kannt und umgesctzt werden konnen. 

4.4. Die Wirkungsweise des Enzyms 
Pankreas-Ribonuclease A 

Pdnkreas-Ribonuclease A spaltet Ribonucleinsiiuren spezi- 
fisch so, daR durch Umesterung cin Pyrimidin-2',3'-cyclo- 
phosphat als Zwischenverbindung entsteht. Dieses Cyclo- 
phosphat wird weiter zum 3'-Phosphat hydrolysiert. Beide 
Vorgiinge sind reversibel (Abb. 11). 

0 OH 

I 
9 

I 

Pyrim idin 

Hydro- 
lysc  - 

0, P 
P b o  

IJm - 
estcrung - 

- +  

0 OH 

Abb. 1 I .  Wirkungsweise des Enzyms Pankreas-Ribonuclease A. 

Beispiele hierfiur sind die in syn-Konformation kristal- Bisher wurden im wesentlichen zwei Mechanismen fur 
lin erhaltenen Purinnucleoside 3'-0-Acetyladenosin [541, die Reaktion des Pyrimidin-2,3'-cyclophosphats mit eincm 
6-Thioinosin["], 5'-Desoxy-5'-methylammoniumadeno- Nucleophil diskutiert["': Zum einen kann das Nucleophil 

686 A n g i w .  Clwm. 1 85. Juhrg. 1973 J N r .  16 



das Phosphoratom auf der dem 0(2')-Ester-Atom entge- 
gengesetzten Seite angreifen (,,in-Reihe"- (in-line) oder SN2- 
Mechanismus), zum anderen kann es in Nachbarschaft 
zum O(2')Atom eintreten (,,Nachbar"-(adjacent) Mecha- 
nismus), wobei nach Ausbildung einer Zwischenstufe mit 
pentakovalentem Phosphoratom und Pseudorotation der 
fiinf Liganden das Pyrimidinnucleosid-3'-phosphat ent- 
steht. 
Um zwischen beiden Mechanismen unterscheiden zu kon- 
nen, wurde Uridin-2',3'-cyclothiophosphat['81 mit Pan- 
kreas-Ribonuclease A in Gegenwart von Methanol als 
Nucleophil umgesetzt und der entstehende, am Phosphor- 
atom asymmetrische Methylester isoliert[681. Das thiosub- 
stituierte Uridin-2'$'-cyclophosphat mul3te hier eingesetzt 
werden, da  das natiirliche Substrat kein asymmetrisches, 
stereochemisch definiertes Reaktionsprodukt ergeben 
kann. 

die Reaktion nach dem ,,in-Reihe"-Mechanismus ( S J )  ab- 
gelaufen war[6R1. Es ist wahrscheinlich, da8 RNA durch 
Pankreas-Ribonuclease A auf dem gleichen Weg gespalten 
wird. 

4.5. Die Wirkungsweise des hukamie-Medikaments 
6-Azauridin 

6-Azauridin ist ein wirksames Priiparat fur die Behandlung 
von Le~karnie["~ "I. Es wird in vivo vom Enzym Uridin- 
Kinase zu 6-Azauridylsaure umgesetzt, die die Decarboxy- 
lierung von Orotidylsaure zu Uridylsaure durch das En- 
zym Orotidylsaure-Decarboxylase inhibiert. Damit wird 
die de-novo-Synthese von Uridylsaure und weiterhin die 
Synthese neuer RNA blockiert (Abb. 13). 

HO OH 

6-A zaur id in  6-Azauridin-5Lphosphat 
0 

I 
0 

orotldyltiiiure- 
Uccarboxylanr 

HO OH 

Orotidylsaure U r i ~ l i n - 5 ~ p h o s p h a t  

Abb. 13. Wirkungswcisc dcs Antilcukamicmittels 6-Azauridin. 

Aus den molekularen Strukturen von Ausgangsmaterial 
und Endprodukt, die durch Rontgen-Strukturanalyse ein- 
deutig festgestellt wurden, lie13 sich ableiten (Abb. 12), dab 

U r a c i l  
P. I 

s 
Abb. 12. Umsetzung von Uridi11-2',3'-cyclothiophosphat rnit Methanol 
in Gegenwart von Ribonuclcasc A. Die kristallographisch ermittelten 
Strukturen von Uridin-2',3'-cyclothiophosphat und Reaktionsprodukt 
deuten auf den ,in-Reihe"-Mechanismus (S,2) (oben). Der ,,Nachbar"- 
Mechanismus hiitte das unten abgebildete Reaktionsprodukt ergeben 
miissen. 

Die Rontgen-Strukturanalyse von 6-Azauridin-Sr-phos- 
phorsaure-trihydrat (6-Azauridylsaure) ergab, da8 das Mo- 
lekul nicht wie alle bisher untersuchten Nucleosid-5'-phos- 
phate[21,2L] in der gauche,gauche-, sondern in der gauche,- 
trans-Konformation ~orl iegt[ '~] .  Diese ungewohnliche 
Konformation wird stabilisiert durch die elektrostatische 
AbstoBung zwischen dem mit 0.42 Elementarladungen ne- 
gativ geladenen Stickstoffatom N(6) und dem Estersauer- 
stoffatom 0(5')"']. Eine kleine chemische, isoelektrische 
Modifikation hat also eine groBe stereochemische Ande- 
rung zur Folge. Die Lagen der Phosphatgruppen in 6-Azau- 
ridylslurc und ,,normah" Uridylsaure unterscheiden sich 
um 4.25A, wenn beide Molekiile so gelegt werdcn, daR 
die Atome C ( 4 ' F O (  l 'kC(1 ' )  gemeinsam sind (Abb. 14). 

Aus NMR-Studicn[''I und Rontgen-Strukturanalysen ana- 
loger Strukturen kann geschlossen werden,daB auch Oroti- 
dylsaure in einer gauche,trans-Konformation vorliegen 
wird. Die Inhibierung des Enzyms Orotidylsaure-Decarb- 
oxylase scheint demnach darauf zu beruhen, daIJ 6-Azauri- 
dylsaure aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit rnit Oro- 
tidylsaure am aktiven Zentrum des Enzyms gebunden wird 
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und damit das Enzym fur den Metabolismus der Orotidyl- 
slure blockicrt. 
Da weiterhin 6-Azauridin Substrat ist fur das Enzym Uri- 
din-Kinase, kann gesagt werden, daB dieses Enzym efltwe- 
der nicht sehr spezifisch ist, da  cs yuuch~,trans-S-Azauri- 
din[' " 721 wie auch das ,,normalc" gnuche,gauche-lJridin17z1 

Ahb. 14. Verglcich der Strukturen des guu~hr,yuu~hr-Uridin-5'-phospliats 
(schwari. ausgemalt) und des guuehe,1runs-6-Azauridin-S-phosphats. Es 
ist interessant L L I  beohachten, wie auBer den Phosphatgruppcn auch 
dic Atomu C(S) und N( I ) infolge dcr C(Z')-endo- und C(2')-rxo-C(3')-mdo- 
Zuckerkonformationen verschiedene Lagen einnehmen (vgl. auch Abb. 
6). Die beiden Molekule wurden nach Koordinaten aus Kristallstrukturen 
so geieichnet, dalj die schraffierten Atome <'(4')-0( l')-C( 1')  gemzinsam 
sind. 

an dcr 5'-Hydroxygruppe phosphoryliert, oder daI3 beide 
Substrate an der Oberflache des aktiven Zentrums in einer 
bestimmten Konformation fixiert und dann umgesetzt wer- 
den. 

4.6. Die Bindung von Actinomycin D an DNA 

Das Antibiotikum Actinomycin D besteht im wesentlichen 
aus einem aromatischen Phenoxazonchromophor, der mit 
zwei aus jc fiinf Aminosauren bestehenden Peptidringen 
verkniipft ist. Die Wirkung des Actinomycins D beruht 
darauf, dal3 es an DNA durch G:C-Basenpaare spezifisch 
gebunden wird und damit das Ablesen der in der DNA 
gespeicherten Information verhindert'']. Wie die Rontgen- 
Strukturanalyse an einem Cokristallisat aus Actinomycin 
D und Desoxyguanosin ergab[73J, liegt iiber und unter 
dem Phenoxazonring je ein Guaninrest gestapelt, der mit 
den Peptidringen Wasserstoffbruckenbindungen eingeht. 
llntersuchungen an Modellen haben gezeigt, dal3 Actino- 
mycin an DNA analog gebunden sein muB: Der Phenoxa- 
zonchromophor schiebt sich zwischen aufeinanderfolgen- 
den G :C-, C: G-Basenpaaren ein, und zwischen Guaninre- 
sten der DNA und dcn Peptidringen des Actinomycins 
D bilden sich Wasserstoffbriickenbindungen aus. Dieser 
sequenzspczifische Einschub stort nicht die erwahnte zwei- 
zahligc Symmetrie der DNA, da  Actinomycin I) selbst 
eine angenaherte meizahlige Achse enthalt. 

4.7. Die Strukturen der ,,seltenen" Nucleoside 
4-Thiouridin, Isopentenyladenin, Dihydrouridin 

Transfer-Ribonucleinsauren (tRNA) sind bei der Protein- 
biosynthese als Adaptermolekule die Mittler zwischen Ma- 
trizen-RNA, wachsender Polypeptidkette und neu anzu- 
bauender Aminosaure[z*4-6, 74* 751. Sie bestehen je nach 
Spezifitat aus 70-85 Nuclcotiden und sind aus doppelstran- 
gigen, helicalen und einzelstrangigcn, nicht helicalen Struk- 
turelementen aufgebaut. Die tRNA enthalten ca. 10% ,,sel- 
tene" Nucleoside wie 4-Thiouridin, Isopentenyladenosin, 
Dihydrouridin, die zum Teil an besonderen Stellen des 
Molekuls vorkommen und daher wahrscheinlich struktur- 
und spezifitatsbestimmend wirken. 

4.7.1. 4-Thiouridin 

4-Thiouridin liegt zwar in Losung in anti-Konformation 
vorlh'I, kristallisiert aber als Monohydrat aus Wasser in 
der ungewohnlichen syn-Konformation"31, die durch dic 
Kristall-Packungskrafte stabilisiert wird. 

Das Cokristallisat zwischen dem 4-Thiouridinanalogen 1- 
Methyl-4-thiouracil und 9-Methyladenin1411 weist eine 
,,umgekehrte" Hoogsteen-Basenpaarung auf mit N(3)U- 
H ..-N(7)A- und N(6)A-H.-+0(2)U-WasserstoMbrucken- 
bindung, an der das Schwefelatom nicht beteiligt ist. AuBer- 
dem ist dies das bisher einzige Basenpaar, in dem Purin- 
und Pyrimidinbasen in der Kristallstruktur der Monome- 
ren alternierend gestapelt sind. 
D a  4-Thiouridin in tRNA aus Escherichiu coli stets an 
derselben Stelle, einem Verbindungsstuck zwischen zwei 
doppelstrangigen, helicalen Bereichen, vorkommt[ 74J, ist 
zu schlieBen, daI3 es aufgrund seiner von Uridin verschiede- 
nen Konformations-, Basenpaarungs- und Basenstape- 
lungseigenschaften eingebaut wird, u m  eine bestimmte 
tRNA-Struktur zu stabilisieren. 

4.7.2. Isopentenyladenin 

Das Purinderivat N6-(2-Isopentenyl)adenosin kommt bei 
einigen tRNA als Bestandteil der ,,Anticodon-Schleife" 
V O ~ " ~ ] .  Wie in den Kristallstrukturen von N6-(2-Isopente- 
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n ~ l ) a d e n i n [ ~ ~ ]  und N6-(2-Isopentenyl)-2-methylthioade- 
nin[771 gefunden wurde, stehen die Isopentenylreste vom 
Adeninring derart ab, daB die N(1hPosition verdeckt ist 
und somit f i r  die Watson-Crick-Basenpaarung unzuging- 
lich wird. Dieses Resultat stutzt die Modellvorstellung, 
nach der die Anticodon-Schleife einzelstrangig, nicht-ba- 
sengepaart vorliegen sollte, damit die Matrizen-RNA durch 
Basenpaarung rnit der tRNA-Anticodon-Schleife abgelesen 
werden kar~n[’~]. 

4.7.3. Dihydrouridin 

Dihydrouridin kristallisiert als Hemihydrat rnit zwei Mole- 
kulen in der asymmetrischen Einheit aus179,80! Die Mole- 
kule sind in der anti-Konformation, der Dihydrouracilrest 
ist bei beiden Molekulen nicht planar, sondern in einer 
Halbsesselkonformation. Die Konformation um die 

C(4’)-C(S’)-Bindung ist in beiden Molekulen bevorzugt 
gauche,trans. Dihydrouridin rnit seiner nicht-planaren, 
nicht-aromatischen Base hat weniger Neigung zur Bildung 
von Stapeln als Uridin. Dies und die bevorzugte gauche,- 
trans- statt yauche,gauche-Konformation um die C(4‘k 
C(5’) Bindung lassen Dihydrouridin geeignet erscheinen, 
um eine doppelhelicale Struktur zu brechen. 

5. SchluDbetrachtungen 

Die ersten Rontgen-Strukturuntersuchungen an Nucleoti- 
den waren durchgefuhrt worden mit dem Ziel, die Struktu- 
ren der polymeren Nucleinsauren abzuleiten[sll. Obwohl 
die Strukturanalyse an Nucleinsauren, die vor allem auf 
Rontgen-Faserdiagramme relativ niedriger Auflosung an- 
gewiesen ist, wesentliche Impulse aus den an zahlreichen 
Nucleosiden, Nucleotiden und Cokristallisaten von Basen- 
paaren ermittelten Strukturparametern erhielt, hat die 
Strukturanalyse an Nucleinsaurebestandteilen ihren blo- 
Ben Modellcharakter weitgehend verloren. Der Grund da- 
f i r  ist, daB Nucleoside und Nucleotide per se biologisch 
aktive Einheiten sind, die rnit Enzymen in Wechselwirkun- 
gen treten; damit aber laat die Kenntnis der Stereochemie 
der Nucleoside und der Nucleotide Ruckschlusse zu auf 
die Vorgange, die sich am aktiven Zentrum der Enzyme 
abspielen. 
In den letzten vier Jahren wurden in mehreren Laborato- 
rien Einkristalle von tRNA e r h a l t e ~ ~ ‘ ~ ~ ] ,  und kurzlich wur- 
de dic erste Rontgen-Strukturandyse einer tRNA vorge- 
stelltls ’I. Diese Strukturuntersuchungen werden nahere 
Hinweise uber die Funktionsweise der tRNA geben und 

Aufschlusse liefern uber die Konformation und Packung 
der Nucleotide im Polymerverband. Abgesehen vom Acti- 
norny~in-DNA-Komplex1~~~ ist bisher die Art der Nuclein- 
saure-Protein-Adduktbildung weitgehend unbekanot. Ziel 
der Forschung der nachsten Jahre wird sein, entsprechende 
Cokristallisate herzustellen, um diese fur die Biochemie 
wesentlichen Wechselwirkungen zu studieren. 

Die hier erwiihnten riyenen Arbeiten beruhen zurn groflen 
Teil auf der ausgezeichneten Zusammenarbeit rnit Dr. P. 
C .  Manor, Dr. S .  K .  Muzumdar, Dr. C. H .  Schwalbe, Dr. 
D. Suck und Fraulein U .  Wittenberg sowie auf Diskussionen 
mit Biochemikern aus diesem Institut, denen ich an dieser 
Stelle herzlich danken mochte. Mein besonderer Dank gilt 
ProJ Dr. F .  Cramer fur  win stiindiyes Interesse an struktur- 
chemischen Problemrn und die wohlwollende Unterstiitzung. 
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