
Einkristall-Rontgenstrukturanalysen von Oligonucleotiden 
und Oligonucleotid-Wirkstoff-Komplexen 

Von Olga Kennard* und William N. Hunter 

Nucleinsiurcn stellen das Alphabet der genetischen Information fur alle lebenden Organismen 
dar. Sie spielen zudem die Rolle eines Regulators bei vielen biologischen Vorgingen, bei denen 
genetische Information genutzt wird. Das Doppelhelix-Modell von Wrrt.sori und C r k k  ( I  953) 
versuchte dic strukturellen Grundlagen fur die biologische Funktion der DNA zu erkliren. 
doch scheint dieser Einblick in die Strukturen von Nucleinsiuren ebenso vide Fragen aufge- 
worfen wie gelost zu haben. Experimentelle Untersuchungen, insbesondere die Rontgen- 
beugung an Fasern. lieferten reichlich Informationen uber die konformative Flexibilitiit von 
Nucleinsiurcn und die Bedeutung von Wechselwirkungen mit Wasser und Kationen. GroRe 
Fortschritte in der organischen Synthese trieben auch die Erforschung von Nucleinsiuren 
gegen Ende tier siebziger Jahre voran. Als synthetische Oligonucleotide mit definierter Sequenz 
und hohem Reinheitsgrad in Milligramm-Mengen verfugbar wurden, war der Weg frei fur 
genaue Strukturanalysen mit Einkristallbeugungsmethoden und spiiter rnit der NMR-Spek- 
troskopie. In1 folgenden sol1 ein ausfuhrlicher Uberblick uber die Ergebnisse gegeben werden. 
die die Anwcndung von kristallographischen Techniken auf DNA. RNA und Nucleinsiure- 
Wirkstoff-Komplexe im Zeitraum von 1979 bis 1990 erbracht hat. Dariiber hinaus werden in 
einem Anhang wichtige Begriffc zur  Beschreibung von Oligonucleotidkonformationen er- 
liutert 

1. Einleitung 

Ein Ubersichtsartikel sollte sich nicht darauf beschrinken. 
die Fakten ailf einem Gebiet zusammenzustellen. sondern er 
sollte auch den Versuch unternehmen. die grundlegenden 
Probleme zu definieren. zeigen, inwieweit Losungen gefun- 
den wurden. und die Perspektiven kunftiger Forschung be- 
sprechen. Wlhrend Fakten relativ sachlich dargestellt wer- 
den konnen. werden die Definition des Aufgabenbereichs 
und die Weriung der Ergebnisse zwangsliufig durch die In- 
teressen und die Vorurteile des Autors beeinflufit. Dazu 
kommt noch die allzu menschliche Neigung. den Ergebnis- 
sen des eigeiien Arbeitskreises zuviel Bedeutung beizumes- 
sen. Die Altcrnative. das Streben nach Unparteilichkeit. je- 
doch fuhrt zu einem langweiligen Bericht. der mit den 
Wirren der tatsichlichen Forschung nicht vie1 gemein hat. 

In dieser Ubersicht stellen wir einige der wissenschaftli- 
chen Ergebnisse vor, die uns fur die Rolle der DNA- und 
RNA-Struktur in biologischen Systemen wesentlich schei- 
nen. und besprechen. inwieweit sie zum Verstindnis der 
grundlegendcn Mechanismen. die Gegenstand der For- 
schung sind. beigetragen haben. Zu den behandelten The- 
men gehoreii sequenzspezifische Modellstrukturen. RNA- 
Helices, Hydrationsmuster und das Kontinuum der 
rechtshindigen DNA-Konformation. Wir stellen DNA-Mo- 
delle mit Basenfehlpaaren und anderen Fehlern vor und ge- 
ben einen Uberblick iiber die Wechselwirkungen einer Reihe 
von Wirkstoffen und Antibiotica rnit Oligonucleotiden. 

Wir geben zu. daR dies eine sehr personliche und zeitge- 
bundene Sichtweise dessen ist, was wir im Riickblick auf das 
vergangene Jahrzehnt fur besonders interessant halten ; 
ebenso persiinlich 1st die Art, wie wir uber Erfolg und MiDer- 
folg der immensen. in einer Reihe von Forschungsgruppen 

['I Dr. 0. Kenn.ird 
University Chemical Laboratory 
Lensfield R m d .  GB-Cambridge. CBZ 1 EW (GroUbritannien) 
Dr. W. N .  Hiinter 
Depiirtmcnt of Chemistry. Manchester University (Grobbritannien) 

durchgefiihrten Arbeiten bei der Beantwortung von grundle- 
genden Fragen zur Oligonucleotidstruktur und -funktion ur- 
teilen. Andere, vielleicht ebenso personliche Sichtweisen fin- 
den sich in einigen der zitierten Veroffentlichungen. und wir 
hoffen, daR der Leser dazu angeregt wird. sie zur  Hand zu 
nehmen. und somit einen vollstindigeren Uberblick uber 
dieses Gebiet erhilt. Des weiteren stellen wir kurz und ohne 
technische Einzelheiten die experimentellen Verfahrcn und 
die Computerprogramme vor, die bei der Einkristall-Ront- 
genstrukturanalyse von Oligonucleotiden zum Einsatz 
kommen, und zeigen ihre Moglichkeiten und Grenzen. Das 
umfassende Literaturverzeichnis zu den einzelnen Struktur- 
analysen enthilt aul3erdem. wo angemessen. Hinweise auf 
erginzende Untersuchungen sowie auf Ubersichtsartikel 
und Lehrbiicher. Um es dem Nicht-Spezialisten zu ermogli- 
chen, unseren Uberblick und die in den zitierten Arbeiten 
angefuhrten Einzelheiten zu verstehen. haben wir in einem 
Anhang Tabellen zusammengestellt, die die wichtigsten Er- 
gebnisse der kristallographischen Untersuchungen zusam- 
menfassen. Aus dem gleichen Grunde werden dort die 
geometrischen Begriff'e. die zur Beschreibung von Oligonu- 
cleotidstrukturen dienen. definiert und mit Diagrammen 
veranschaulicht. Bei den Literaturangaben verweisen wir 
auch auf neuere Konferenzberichte. um den Leser auf bedeu- 
tende aktuelle Arbeiten aufmerksam zu machen, die wahr- 
scheinlich schon bald veroffentlicht werden. 

2. Die rontgenographische Strukturbestimmung 
an Oligonucleotideinkristallen 

Die wichtigsten Arbeiten uber die Strukturbestimmung an 
Oligonucleotidfragmenten aus vier oder mehr Basen. die in 
den vergangenen zehn Jahren veroffentlicht wurden, sind in 
den Tabellen 1-3 aufgefuhrt. die recht umfassend sind. Al- 
lerdings wurden in den EinzelBllen, in denen mehrere Struk- 
turanalysen fur dasselbe Molekul, jedoch bei unterschiedli- 
chen Temperaturen. mit unterschiedlichen Gegenionen. mit 



Txhellc 1 ,  Rontgenogr;iphtsch untersuchtc rcchtsh;indtge Doppelhelices Tahellc Z Rdntgenographtsch unrersuchte ltnkshandtge Doppelhelices der Z- 
Form. 

Sequenr 1x1  globale Form 1.11 
Ltt Scqucnr [.I] Kommenrar 

hohc Sa1zkonxntr;itton 
ntedrige Salrkonzentratton. fehlgcordnet 
Spermin. Mg  und Na  
Mg und Na  
2 Formen 

khlgeordnet 
fehlgeordnct 
fehlgeordnet 

[a] BrC = 5-Bronicytosin. mC = 5-Methylcytostn. araC = Arahinosecytosin. 

Bromierung oder Methylierung einiger Basen oder anderen 
Anderungen durchgefiihrt wurden. nicht alle Arbeiten zi- 
tiert, da die wesentlichen Ergebnisse solcher Mehrfachanaly- 
sen sehr ihnlich sind. 

Die Oligonucleotidstrukturen lassen sich in drei Hauptka- 
tegorien einteilen : die rechtshiindigen A- und B-Formen so- 
wie die linkshindige Z-Form. In den Abbildungen 1-3 1st 
fur jede Kategorie beispielhaft das Ergebnis einer Einkri- 
stallstrukturuntersuchung gezeigt. In dieser Ubersicht nut- 
zen wir die Gesamtkonforniation als Kriterium fur die Zu- 
ordnung zu einem Helixtyp, z.B. A-DNA. B-DNA odcr 
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Tabelle 3. Rontgmographisch untersuchte Doppelhclices mil Nicht-Wdtson- 
Crick-Basenpaarm oder Basenpaaren aukrhalb der Helix. 

Sequcnz (a1 Kommentar. Form Lit. 

d(TGCGCG) 
d(BrUGCGCG) 
d(CGCGFUG) 
d(CGTDCG) 
d(CDCtiTG) 
d(CGCGXG) 
d(CGCGTG) 
d(GGGGTCCC) 
d(GGGGCTCC) 
d(GGGTGCCC) 
d(GGIGCTCC) 
d(CCAAGATTGG) 
d(CGCGAATT1 GCG) 
d(CGCGAATTAGCG) 
d(CGCAAATTC GGG) 
d(CGCIAATTA(iC<i) 
d(CGCAAATTCGCG) 
d(CGCAGAAT1 CGCG) 
d(CGCGAAAT1‘TACGCG) 
d(CGCGCGTTl’TCGCGC<;) 

G T . Z  1501 

T ’ 2-Aminoadenin. Z [521 
T . 2-Aminoadenin. Z i521 

BrU . G. 2 1511 
FU . G. z (531 

G . X . 2  [541 
G T , Z  I551 
Ci . 7: A 1561 
C T . A  157. 581 
G . T, A 1121 
1 . T . A  1591 
G(onri) A(onri). B [60. 611 
G . T .  B 1621 
G(onri) . A(.<?.n). B [63. 641 
C - A ,  B [65. 661 
I - A .  B 1671 
A(anri) . G(.syn). B WI 
A auUcrhalb der Helix. B [69] 
A auDerhaib der Helix. B (701 
Haarnadcl. Z 1711 

[a] FU = 5-Fluoruridin. D = 2-Aminoadenin. X = N4-Mc~hoxycytoain 

Z-DNA. Diese polymorphen Formen weisen grobe Unter- 
schiede auf. 

In der A-Form (Abb. 1) liegen elf Basenpaare pro Win- 
dung der Helix mit einer Verdrillung benachbarter Basen- 
paare (Helixtlrehung) von 32.7 vor. Der Abstand zwischen 
den Basenpaaren betrigt 2.9 A .  Die Basen sind beziiglich der 
glycosidischen Bindung unti-stiindig. und der Furanosering 
nimmt eine C3’-cwdo-Konformation an. Die Helixachse liegt 
in der groben Furche. wobei die Basen etwas Abstand zu ihr 
haben. Der Gesamteindruck ist der eines um einen Stab 
gewundenen Bandes. Die Struktur ist durch eine breite und 
flache kleine Furche sowie eine schmale und tiefe grobe Fur- 
che charakterisiert. 

Abb. 1 .  Stereohiid. das am Beispiel des Oclemers d(GG<iGCCCC) die Struk- 
fur dcr A-Form-DNA iiiustriert [91. Man sieht unten die flache. aber weite 
kleine Furche und ohen die schmale. aber tiefe gruBe Furche. 

Die B-Form (Abb. 2) weist zehn Basenpaare pro Win- 
dung. eine Helixdrehung von 36.0“ und einen Abstand von 
3.4 A zwischen den Basenpaaren auf. Die Ausrichtung zur 
glycosidischen Bindung 1st anti. und der Zuckerring bevor- 
zugt die C2’-mdo-Konformation. Die Helixachse geht hier 
durch die Basenpaare. Verglichen mit der A-Form 1st in der 
B-Form die kleine Furche eher schrnal und tief und die grobe 
Furche wesentlich offener. 

Abb 2 .  Stereobiid. das am Beispiel des Drew-Dickerson-Dodecamcrs 
d(CGCGAATTCGCG) die Struktur der B-Form-DNA illustriert. Zahlrcichc 
Beziigr auf diescs Oligonucleotid sind im Text zu findcn. 

Die Z-Form (Abb. 3) ist eine linkshindige Helix mit einem 
Zucker-Phosphat-Ruckgrat in Zickzackform, die ihr den 
Namen gegeben hat. Sie wird in erster Linie von alternieren- 
den Cytosin/Guanin-Sequenzen angenommen und kann als 
eine Wiederholung von d(CpG)-Schritcen angesehen wer- 
den. Es gibt pro Windung zwolf Basenpaare mit einem Ab- 
stand von jeweils 3.7 A. Die Helixdrehung, die Ausrichtung 
zur glycosidischen Bindung und die Zuckerkonformation 
hingen davon ab, o b  man die Pyrimidin- oder die Purinbase 
betrachtet oder. ob es sich um das erste oder das zweite 
Basenpaar des Dinucleotidschrittes handelt. 

Abb. 3 .  Stercohild der linkshiindigcn polymurphen 2-DNA-Struktur von 
d(CGCtiCG) [40,41, ISO]. Man beachtc die Zickzackanordnung des Zuckcr- 
Phosphat-Riickgrats, die der Form den Namen gab. 

lnnerhalb jeder Strukturramilie gibt es eine Reihe von Un- 
tergruppen, die als A’, B’ usw. bezeichnet werden. Diese 
Konformationen sind die Folge kleiner Strukturunterschie- 
de. Vergleichswerte sind in Tabelle 11 im Anhang angegeben. 

Die Zahl unterschiedlicher Strukturen. die im vergange- 
nen Jahrzehnt erfolgreich rontgenographisch charakterisiert 
wurden, 1st immer noch begrenzt. Es gibt mehrere Typen 
von B-DNA-Strukturen, die von zwei Dodecameren. 
d(CGCGAATTCGCG)l’hl und d(ACCGGCGCCACA)’331, 
einem Hexamer. d(GpsCGp~CGpsC)[’~l, zwei Decameren. 
d(CCAGGCCTGG)1301 und d(CGATCGAT(’G)[”l (Ta- 
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belle 1 ), sowie zwei Sequenzen mit zusitzlichen Adeninein- 
heiten”’. 7 1 J  (Tabelle 3) repriisentiert werden. Bei diesen 
Strukturtypen wird das regelmiRige Kristallgitter rnit Hilfe 
unterschiedlicher Wechselwirkungen zwischen benachbarten 
Doppelhelices gebildet. Im Unterschied dazu kommen in al- 
len untersuchten kristallisierten A-DNA-Helices sehr ihnli- 
che Packungsmotive mit Wasserstoffbriicken und van-der- 
Waals-Wechselwirkungen in der flachen kleinen Furche zum 
Tragen. Diese Wechselwirkungen konnen in der Elementar- 
zelle von einer Vielzahl von Symmetrieoperationen begleitet 
sein. darunter von sechs-. vier- und zweizihligen Schrau- 
benachsen. Das gleiche Packungsmotiv kommt in einem 
DNA-RNA-Hybrid-Decamer vor. das orthorhombische 
Kristalle bildet[”l. Linkshindige Z-DNA-Helices kristalli- 
sieren im wesentlichen in der gleichen Weise mit Kontakten 
zwischen den Helix-Endstucken in einer orthorhombischen 
Raumgruppe (Hexanucleotide) und zwei sehr ahnlichen 
Raumgruppen (l’etranucleotide). Ausgewihlte Arbeiten 
iiber Desoxyoligonucleotide rnit (Nicht-Watson-Crick)- 
Basenfehlpaaren und Basen auRerhalb der Helix, die alle- 
samt die genannren unterschiedlichen Kristallpackungen 
nutzen. sind in Tabelle 3 aufgefuhrt. Tabelle 4 (Abschnitt 8) 
nennt ausgewihlte Arbeiten iiber Desoxyoligonucleotid- 
Wirkstoff-Komplexe. 

Die geringe Zahl von Kristalltypen hat einige grundlegen- 
de Fragen iiber den EinfluD der Sequenzlinge. der Basenzu- 
sammensetzung uitd der Kristallgitterkrifte auf die Wahl der 
Gesamtkonformal ion aufgeworfen sowie zu der Frage ge- 
fuhrt. ob die Gesamtkonformation im Kristall rnit jener in 
Losung iibereinstimmt. Die Folgerungen aus einigen fur die 
Beantwortung die:ier Fragen wichtigen Versuchsergebnissen 
werden spiter in diesem Artikel behandelt. 

3. Techniken der Rontgenstrukturanalyse 

3.1. Synthese, Reinigung, Kristallisation und 
Datensammlung 

Die Techniken i:ur Synthese von Desoxyoligonucleotiden 
im Milligramm-MaRstab. wie sie fur die Rontgenstruktur- 
analyse benotigt u.erden. haben seit den urspriinglichen Lo- 
sungsmethoden~”~ 7 3 1 .  die groRe Mengen lieferten. aber sehr 
zeitaufwendig waIen. gewaltige Fortschritte gemacht. Mo- 
derne automatische Festphasengerite auf der Grundlage der 
Phosphoramidit-Technik 1741 ermoglichen die rasche Synthe- 
se von Desoxyoligonucleotiden aus bis zu 24 Basenpaaren in 
akzeptabler Homogenitit. Eine gute Reinigung scheint eine 
wesentliche Bedingung fur die erfolgreiche Kristallisation zu 
sein. Im allgemeirien wird das von den Schutzgruppen be- 
freite Oligonucleol id an einem starken Anionenaustauscher- 
harz HPL-ChromAtographiert und mit einem Phosphat- 
puffer in Gradiententechnik bei neutralem pH eluiert. Bei 
diesem Verfahren werden ungeladene Molekiile und kiirzere 
DNA-Fragmente. Nebenprodukte der Synthese. vom 
Hauptfragment aufgrund der Ladung getrennt. Ein zweiter 
HPLC-Durchgang auf einer Cl8-Umkehrphase unter Eluie- 
rung rnit einem Acetonitril-Gradienten trennt die teilweise 
geschiitzten DNA-Fragmente mit gleicher Linge wie das 
Zielmolekiil vom ungeschiitzten Hauptprodukt, indem die 
unterschiedliche Hydrophobie genutzt wird. Dieser zweite 
HPLC-Schritt entlernt zudem die Phosphatsalze. Das reine 

Oligonucleotid wird dann lyophilisiert, und man erhilt ge- 
wohnlich 5 - 15 Milligramm des Ammoniumsalzes der Ziel- 
DNA. 

Anionenaustauschchromatographie 1st allerdings im pri-  
parativen MaRstab fur die Reinigung von Oligonucleotiden, 
deren Linge 10- 12 Nucleotide iibersteigt, nicht sehr geeig- 
net. Statt dessen wird das sogenannte .,Trityl-on”-Verfahren 
genutzt. Die siurelabile und stark lipophile Dimethoxytrityl- 
Schutzgruppe am 5‘-Ende verbleibt am Rohprodukt und 
dient zur Unterscheidung zwischen der Zielsequenz und den 
kiirzeren Sequenzen, bei denen sie bereits entfernt wurde. 
Schon im ersten HPLC-Schritt wird auf einer Cl8-Umkehr- 
phase durch Eluieren rnit Acetonitril ein hoher Reinheits- 
grad erreicht. Nach Detritylierung rnit wiDriger Essigsiure 
und Lyophilisierung wird die Probe in einem zweiten HPLC- 
Schritt an einem Anionenaustauscherharz weiter gereinigt. 

Das gesamte Verfahren dauert drei bis vier Tage. wobei die 
meiste Zeit zur Reinigung benotigt wird. Bei der Anionen- 
austauschchromatographie selbstkomplementirer Sequen- 
Zen treten hiufig Probleme auf. da sich Sekundarstrukturen. 
wie DNA-Doppelstringe oder Haarnadelschleifen. bilden, 
die unterschiedlich schnell eluiert werden. In solchen Fillen 
hilft Erhitzen und/oder die Zugabe eines Phosphatpuffers 
mit 20 O/O Acetonitril, stabile Einzelstringe zu erhalten. 

Diese recht detaillierte Beschreibung des Reinigungsver- 
fahrens wurde eingefiigt, um Chemikern (und Kristallogra- 
phen) die Probleme bei der Herstellung der Mengen BuRerst 
reiner Verbindungen. die zur Kristallisation notwendig sind. 
zu verdeutlichen. Dennoch mochten wir betonen, daR die 
Wahrscheinlichkeit. fur eine Strukturdnalyse geeignete Kri- 
stalle zu erhalten. im allgemeinen kleiner als 10% 1st. und 
somit die Kristallisation der geschwindigkeitsbestimmende 
Schritt vieler Strukturanalysen bleibt. Bei den gebriiuchlich- 
sten Methoden der Kristallisation liBt man ein Fallungsmit- 
tel in eine Losung eindiffundieren. die die DNA. ein geeigne- 
tes Kation. eine Pufferlosung und hiufig auch Spermin 
enthilt. 

Eine andere Moglichkeit besteht darin. Wasser aus der 
Losung mit Hilfe eines hygroskopischen Losungsmittels wie 
Hexan-1.6-diol oder 2-Methyl-2.4-pentandiol hinausdiffun- 
dieren zu lassen. Bei beiden Methoden werden kleine Trop- 
fen der Oligonucleotidlosung von ungefihr 5 bis 10 pL als 
hingende Tropfen iiber einem Reservoir von bis zu 50 pL als 
,.sitZenden Tropfen“ in ausgehohlten Glasplatten suspen- 
diert. Normalerweise wird dabei eine grol3e Bandbreite an 
Bedingungen getestet : Man variiert die Oligonucleotidkon- 
zentration, die Art und Konzentration der Gegenionen, den 
pH-Wert, kristallisiert bei Raumtemperatur oder bei 4 “C. Es 
1st bemerkenswert. daR das einzige bisher analysierte RNA- 
Fragment bei 37 C kristallisiert w ~ r d e l ~ ~ ] !  Sobald die unge- 
fahren Bedingungen feststehen. werden sie so lange verbes- 
sert. bis man Kristalle der erforderlichen Qualitiit erhilt. Bei 
groRer Sorgfalt konnen die Bedingungen reproduziert und 
weitere Kristalle geziichtet werden. 

Die Erfolgsrate der Kristallisation ist. wie bereits ange- 
merkt wurde. sehr gering. Hiufig werden nur fehlgeordnete 
Kristalle. manchmal auch gar keine gebildet. Selbst Kristalle 
mit hoher optischer Ordnung. d. h. solche, die im polarisier- 
ten Licht scharfe Extinktionen zeigen, ergeben teilweise nur 
Rontgenbeugungsmuster geringer Qualitat. Sehr wahr- 
scheinlich 1st dies eine Folge von Rotationsfehlordnungen 
der zylindrischen DNA-Helices benachbarter Einheitszellen. 
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Dieses Problem wird haufig dadurch verstarkt, daB die Kri- 
stalle bis zu 50% Losungsmittel enthalten. Die geringe 
Streukraft vieler Oligonucleotide, die im nachsten Abschnitt 
besprochen wird, ist eine Folge sowohl des Losungsmittelge- 
halts als auch der DNA-Fehlordnung. 

Einige Kristalle sind bei Raumtemperatur nicht stabil, so 
daD Beugungsmessungen haufig bei 4°C rnit Proben durch- 
gefiihrt werden, die in Glaskapillaren eingeschmolzen wur- 
den, um Solvensverluste zu vermeiden. Vor kurzem wurden 
mehrere Strukturen bei 11 5 K ohne Kapillare unter Nutzung 
einer Schnellgefriertechnik a n a l y ~ i e r t l ~ ~ .  761. Auch wenn 
diese Methode die Beugungsauflosung nicht verbessert, sta- 
bilisiert sie (loch die Kristalle und ermoglicht die Daten- 
sammlung mit einem einzigen Kristall. 

Die Qualitat der Beugungsdaten und die erreichbare Auf- 
losung werden durch die G r o k  und vor allem durch die 
Giite der vermessenen Kristalle bestimmt. Die Z-Hexamere 
bilden die perfektesten Kristalle, die haufig mit einer Auflo- 
sung von 1 A oder besser beugen. Kiirzere wie langere Se- 
quenzen der Z-Form neigen zu Fehlordnungen. Im allgemei- 
nen beugen die rechtshandigen Desoxyoligonucleotid- 
Kristalle mit einer Auflosung zwischen 1.7 und 2.5 A, nur 
beim B-DNA-Decarnerf6O1 betragt die Auflosung 1.3 A. Die 
Verwendung von Synchrotronstrahlung kann zu einer besse- 
ren effektiven Auflosung f i ihrer~[~]  und wird in Zukunft sehr 
wahrscheinlich haufiger genutzt werden, um Strukturlosun- 
gen durch anomale Beugungsmethoden zu unterstiit- 
zenI7'. '521. Eine typische Datensammlung an einem Dif- 
fraktometer umfaBt dabei etwa 2500 Reflexe mit einer 
Auflosung von ungefihr 2.0 A, die zur Strukturlosung ge- 
nutzt werden. Die Verfiigbarkeit von Flachendetektoren, die 
neuerdings zur gleichzeitigen Aufnahme einer groBen Zahl 
von Reflexen entworfen wurden, revolutioniert diesen 
Aspekt dieses G e b i e t e ~ l ~ ~ .  791. 

3.2. Strukturlosung und -verfeinerung 

Eine Vielzahl experimenteller und Computertechniken 
kann angewrndet werden, um Oligonucleotidstrukturen auf- 
zuklaren : molekularer Ersatz, mehrfacher isomorpher Er- 
satz und anomale Beugung (siehe Blundell und Johnson1801). 
Ziel 1st es, das richtige Modell fur das grundlegende Struk- 
turmotiv, die asymmetrische Einheit, zu finden. In vielen 
Fallen besteht dieses Motiv aus zwei unabhangigen Oligonu- 
cleotidstrangen, die sich umeinander winden und so einen 
Doppelstrang bilden. Weniger haufig besteht das Motiv aus 
einem einzigcn Strang, und die Doppelhelix wird durch eine 
zweizahlige Symmetrieoperation gebildet. Manchmal ent- 
halt die asynimetrische Einheit vier oder mehr Strange, was 
die Strukturauflclarung erschweren kann" 521. 

Die meisten der bis heute erfolgreich durchgefiihrten 
Strukturaufklarungen verwendeten die Methode des mole- 
kularen Ersatzes rnit einem Modell, das auf Koordination 
aus Beugungsuntersuchungen an Fasern oder auf Koordina- 
tion einer verwandten Kristallstruktur b e r ~ h t [ ~ * ~ ' ~ .  Eine be- 
merkenswerte Ausnahme ist die Anwendung der Methode 
maximaler Entropie auf ein 1 Smer mit zusatzlicher Base[701. 

Sobald das Phasenproblem gelost ist, beginnt der Verfei- 
nerungsprozeD. Er 1st darauf ausgerichtet, die Unterschiede 
zwischen den im Rahmen des Modells berechneten und den 
experimentell bei Intensitatsmessungen bestimmten Werten 
zu verringerri. Wenn ein Kristall nicht bis zu atomarer Auflo- 

sung beugt, ist die Zahl der MeDwerte klein gegen die Zahl 
der Variablen. In solchen Fillen werden constrained/re- 
strained-Methoden (eingeschrankte Parametervariation) zur 
Verfeinerung angewendet und gewisse Variablen wie Bin- 
dungslangen und -winkel konstant gehalten, so daB die experi- 
mentellen Daten moglichst eflizient genutzt werden konnen. 

Losungsmittelmolekiile sind ein wesentlicher Teil der 
Oligonucleotidkristallstrukturen. Wenn es die Auflosung er- 
laubt, kann die Verfeinerung die Lokalisierung der Losungs- 
mittelmolekiile durch Auswerten verschiedener Elektronen- 
dichtekarten - hlufig mit Hilfe von Computergraphiken -- 

einschlieBen. Normalerweise findet man 3 -8 Losungsmittel- 
molekiile pro Nucleotid. Gegenionen konnten bisher nur in 
den Z-DNA-Hexameren und den B-DNA-Decameren sowie 
in einigen DNA-Wirkstoff-Komplexen eindeutig nachgewie- 
sen werden. Es ist allgemein iiblich, die Losungsmittelposi- 
tionen dem Sauerstoffatom des Wassers zuzuordnen. Die 
Verfeinerung ist abgeschlossen, wenn eine optimale Uberein- 
stimmung zwischen der Modellstruktur und den Elek- 
tronendichteverteilungen erzielt ist, wenn keine weiteren Lo- 
sungsmittelmolekiile lokalisiert werden konnen und wenn 
keine weitere Verbesserung des kristallographischen R- 
Faktors moglich ist. Dieser Faktor ist definiert als 
R = C(/&/ - / K / ) / x / < /  rnit & als beobachteter und F, als 
berechneter Strukturamplitude. Bei gut aufgelosten Oligo- 
nucleotidstrukturen sind Verfeinerungen bis zu einem R- 
Faktor von 0.12, bei schlecht aufgelosten bis zu einem von 
0.25 moglich. 

Die effektive Auflosung definiert die Grenze, bis zu der 
Strukturdetails noch genau bestimmt werden konnen. Die 
Koordinaten einzelner Atome konnen nur dann verlilJlich 
bestimmt werden, wenn die Auflosung nahe an 1 8, liegt. Bei 
den meisten Oligonucleotidstrukturen beschrinkt die Auflo- 
sung die Bestimmung auf Strukturmerkmale wie Zucker- 
konformation, Orientierung der Basen und Haupttorsions- 
winkel. Die Informationen iiber die Positionen der 
Losungsmittelmolekiile insbesondere der ersten Hydrata- 
tionssphare sind so verlaBlich, daB gewisse Verallgemeine- 
rungen iiber die Rolle der Hydratation und ihre Beziehung 
zur globalen Konformation erlaubt sind. 

Eine Variante der oben beschriebenen Techniken wurde 
zur Analyse von Strukturen mit Basenfehlpaaren genutzt. 
Dabei wurden die Beitrage der Atome der Basenfehlpaare 
zunachst in den Berechnungen auBer acht gelassen. In der 
mittleren Phase der Verfeinerung wurden die Positionen der 
Atome der Basenfehlpaare aus Elektronendichtevertei- 
lungen ermittelt und ihre Beitrage in die Berechnung aufge- 
nommen. Auf diese Weise wird die Analyse nicht durch ein 
vorgefantes Modell der Basenfehlpaare verfdscht. Ahnliche 
Techniken wurden fur die Analyse mehrerer anderer Struk- 
turen genutzt, z. B. fur die einiger Oligonucleotid-Wirkstoff- 
Komplexe, und fiihrten zur Entdeckung neuer Merkmale 
wie der Hoogsteen-Basenpaarung in DNA-Fragmenten, die 
mit difunktionellen Intercalatoren einen Komplex bilde- 
teni8z. 831 

4. Sequenzspezifische Modellstrukturen 

4.1. Alternierende B-DNA 

Der Zusammenhang zwischen Sequenz und Verinderung 
der lokalen Helixparameter wurde ausfiihrlich von Calludine 
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und Drew1" ''I sowie von Slicikkerl und Rahitioi~ic~liIs7] ana- 
lysiert. und versuchsweise wurden einige ..Regeln" vorge- 
schlagen. Diese Regeln. die die Vetinderungen der Helixdre- 
hung und des Rollwinkels mit sterischer Hinderung zwischen 
Basenpaaren in Eceziehung setzen, haben sich als zu einfach 
herausgestellt und wurden durch die Ergebnisse spiterer 
Rontgenstrukturanalysen widerlegt. 

Eine interessante Verallgemeinerung hat sich jedoch erge- 
ben: es besteht ein regelmilhger Wechsel in den lokalen He- 
lixparametern v o n  d(AT)-Bereichen. Nachdem solche alter- 
nierenden Folgtm zunichst am Tetramer d(pTATA) 
festgestellt wurdenl" ', 8 y 1  , kam es zuni Vorschlag einer alter- 
nierenden B-DNA-Helix fur Poly[d(AT)] . In diesem Modell 
ist die Helixdrehung beim APT-Schritt kleiner als beim TpA- 
Schritt. Ein ihnlicher Wechsel wurde fur die zentrale AT-Re- 
gion von d(CGCATATATGCG) berichtet["I. Eine alternie- 
rende Ruckgrat-Konformation wurde auch im Phosphor- 
thioatanalogen \on d(GCGCGC)"41 sowie. bei genauer 
Auswertung. in den CGCG-Segmenten des Dodecamers 
d(CGCGAATTCGCG) nachgewiesen. Die Ergebnisse von 
DNAse-footprinting-Experimenten (Protektionsexperimen- 
ten) stimmen gut mit der Beobachtung iiberein, da8 diese 
Nuclease leichter zwischen ApT und GpC (kleine Drehung) 
als zwischen TpA und CpG (gro8e Drehung) schneidet. Dies 
legt nahe. dal3 Modulationen der Ruckgratkonformation als 
Erkennungssignale dienen konnen und die Wechselwirkun- 
gen mit Proteineri steuern. 

4.2. Homopolyrnere d(A)-d(T)-Sequenzen 

Die besonderen Merkmale von d(A)-d(T)-Sequenzen wur- 
den mit kristallographischen Methoden zuerst von Nelson et 
aI.IZx1 am Doppelstrang B U S  d(CGCAAAAAAGCG) und 
d(CGCTTTTTT(3CG) nachgewiesen. Obwohl diese Kri- 
stalle isomorph niit dem Dickerson-Drew-Dodecamer sind. 
7eigt die Doppelhelix einige interessante Strukturunterschie- 
de. Die A . T-Basenpaare der zentralen Region haben unge- 
wohnlich grolk F'ropeller-Verdrillungen (ungefihr 25 ). die 
die Bildung eines Netzwerkes aus Drei-Zentren-Wasserstoff- 

Abb. 4. Stereobild der Struktur dea von Uiqq ct 31. untersuchtrn RNA-DNA-  
Ilybrid-Dccamcr% r(C( iC)d(TATAGC<i) [.?I 

brucken in der grolJe Furche zwischen den N6-Atomen der 
Adenineinheiten und den 04-Atomen von zwei Thyminein- 
heiten ermoglichen. wobei ein Thymin der Watson-Crick- 
Partner und das andere die Base in der 3'-Richtung des ge- 
geniiberliegenden Stranges ist. Ahnliche Wasserstoffbrucken 
wurden bei d(CGCAAATTTGCG) nachgewiesen, und zwar 
sowohl. wenn es bei der Kristallisation mit sich selbst kom- 
plexiert. als auch im Komplex mit Distamycin~"]. Derartige 
Wasserstoffbrucken zwischen den Stringen in Verbindung 
mit einer ausgepragten Purin-Purin-U berlappung verleihen 
den homopolymeren Sequenzen eine gewissen Starrheit. 
Dies konnte eine Erklirung dafiir sein. daB lange Adeninfol- 
gen in den stirker gedrehten Chromosomensequenzen nicht 
anzutreffen sind, wohl aber am Ende der nucleosomalen. 
weniger verkniulten DNA''']. Die Art der Kriimmung und 
die Starrheit der DNA sind iuDerst kontrovers diskutierte 
Themen, und eine Vielzahl von Theorien wurde vorgeschla- 
gen. um die zahlreichen experimentellen Beobachtungen zu 
erkliren. Einen neueren Uberblick geben Cu//~~dit i i~ et aI.191]. 

4.3. Ribonucleotid-Doppelhelices 

Strukturuntersuchungen an Transfer-RNA wurden be- 
reits ausfiihrlich beschrieben (siehe SoengrdYz1): deshalb be- 
schriinken wir uns auf Doppelstrang-RNA. Es gibt lediglich 
zwei Beispiele fur gut charakterisierte Kristalle, die 
RNA-Doppelhelices enthalten: das Hydrid-Decamer 
r(GCG)d(TATACGC). das von Wurig et al.IZ2] untersucht 

Abb.  5.  Sfrreobild der Struktur  win r(UUAUAIJAUAUA1JAA).  unrersucht 
von Dod-Brqvon el ill.  131. Die Phosphor;itome 14 und ZX sind markiert. 
Dicse Strukfur kann man s o  auffassen. ills o h  sir iius drei Segmenten hesfiinde, 
deren drei opfimiilen 14elix;ichscn sind eingereichnef. Man heachte die A-Form 
und. wie sich die B;iaen um die He1ix:ichscn winden. Wir danken Professor I) 
Morcr.\ fur diese Ahbildung. 

wurde, und das 14mer r(UUAUAUAUAUAUAA)123. "I. 
Stereobilder dieser Strukturen zeigen die Abbildungen 4 
bzw. 5. In  beiden Flllen ist die grol3e Furche schmal und tief. 
die kleine Furche breit und flach. RNAs nehmen Konforma- 
tionen an. die denen der A-DNAs ihnlich sind. Der Hy- 
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droxysubstituent am RNA-Furanosering trigt dazu bei, die 
Zuckerkonformation auf C3’-endo zu beschrinken. 

Die Decamer-Struktur (Abb. 4) besteht aus zwei Hybrid- 
DNA-RNA-Segmenten auf jeder Seite der Doppelstrang- 
DNA. Alle drei Abschnitte haben eine ihnliche Konforma- 
tion wie das auf Faseruntersuchungen beruhende Modell der 
elffach Doppelstrang-RNA. Wassermolekiile bilden eine 
Briicke zwischen der Ribose-O2’-Hydroxygruppe und dem 
Cytosin-02 auf der Seite des Basenpaares. auf der sich die 
kleine Furchc befindet, und tragen eventuell zu der beson- 
deren Ribosekonformation bei. 

Die 14mer-Doppelstrang-RNA (Abb. 5 )  erlaubt die einge- 
hendste Analyse einer RNA-Helix. Man kann diese Struktur 
als drei Segmente behandeln. die durch Knicke im Zucker- 
Phosphat-Riickgrat getrennt sind. Die Knicke beeinflussen 
die GroBe der groBen Furche und fiihren zu einer Struktur. 
die sich stark von denen der Fasermodelle unterscheidet. Die 
01’-Hydroxylgruppe 1st fur die Struktur von Bedeutung , sie 
dient aber zugleich. da sie zur kleinen Furche ausgerichtet 
ist. als funktionelle Gruppe. die rnit Proteinen in Wechselwir- 
kung treten kann. Der Zugang zu dieser funktionellen Grup- 
pe wird durch die relativ offene kleine Furche in den A- 
DNA-Strukturen erleichtert. 

5. Hydratation 

DNA-Kristalle enthalten. wie bereits erwlhnt. etwa 50% 
Losungsmittel. Diese betrichtliche Hydratation trigt zu den 
Schwierigkeiten bei. wohlgeordnete Kristalle und genaue 
Rontgenbeugungsdaten zu erhalten. Sie ermoglicht jedoch 
eine experimentelle Untersuchung der Nucleinsiurehydrata- 
tion und die Extrapolation der Ergebnisse von Kristallstruk- 

Abb. 6. Em Vergleich von Desoxyrihose-3’.5’-diphosphatfrdgmenlen in der A- 
Form-. B-Form- und 2 -Form-DNA.  Die Phosphoratome sind schattiert. die 
Phosphat-Sauersroffatome numerierf. Die verfikale Lime symbolisierf die He- 
Iixachse. wie sie I i r  jedes Polymorph berechner wurde. die gepunkteten Linien 
kennzeichnen dir kurzesten Abstande (in A angegebcn) rwischen freien Phos- 
phat-Sauerstoffatomen. Die Positionen der Basen werden fur die rechtshindi- 
gen Formen durch B und fur die 2 - D N A  durch G und C angezeigt. W steht fur 
Wassermolekule. die in der A- und der 2 - D N A  freie Phosphar-Sauerstoffatome 
verbrucken ki5nnen 1931 

turanalysen auf Strukturen in vivo. so wie es auch bei Prote- 
inen iiblich ist. 

In DNA gibt es unterschiedliche Hydratationsmuster um 
das Zucker-Phosphat-Ruckgrat sowie in der kleinen und der 
groBen Furche. Eine Untersuchung von Suenger et al.[931 
iiber die Wasserstrukturen in zahlreichen DNA-Fragmenten 
fiihrte zu dem Vorschlag. dafi in Mischsequenzen-DNA die 
Hydratation des Riickgrats mit der Gesamtkonformation in 
Beziehung steht. Die typischen Riickgrathydratationsmuster 
von A-. B- und Z-DNA-Helices sind in den Abbildungen 6- 
8 dargestellt. Man erkennt. dafi sowohl in A- als auch in 

A h b  7 Die Hydratation der Phosphatgruppen im A-DNA-Fragment  
d(G(jBrUABrUACC).  Dieses Stereohild zeigt cinen Blick in die g r o k  Furche. 
Die groOten Kugeln mtsprechen Wassermolekulen. wobei Wasserstoffhrucken 
durch gestrichelte Linien angedeutel sind. Man beachre. dab es eine fast konti- 
nuierliche Verhindur.g der Phosphatgruppen uber Wassermolekule gibt. 

Z-DNA eine durchgingige Kette aus Wassermolekiilen die 
Phosphat-Sauerstoffatome entlang des Ruckgrats verbindet. 
Benachbarte Phosphatgruppen teilen sich die Wassermole- 
kiile. was zu einer groBen Effzienz der Hydratation fiihrt. In 
der B-Form finden sich mehr Wassermolekiile um jede Phos- 
phatgruppe und praktisch keine Wasserbriicken zwischen 

Abh.  8. Die Hydratation der Phosphatgruppen im B-DNA-Dodecamer 
d (CGCGAATTCGCG) .  Auch in diesem Stereobild stellen die groUten Kugeln 
Wassermolekule da:. und iugehiirige Wasserstoflhrucken v n d  durch ge- 
strichelte Linien angedeuret. Im Unterschied i u r  A-DNA bind die Phosphat- 
gruppen hier von Clusrern aus Wassermolekulen umgcben und nichr durch 
Wassermolekulc verbruckt [93] 



benachbarten Phosphat-Sauerstoffatornen. Diese Beobach- 
tungen lassen sich sehr einfach erklaren, wenn man die O l P /  
02P-01  P/OZP-Abstinde in den drei Gesamtkonforma- 
tionen betrachtet. In A- und Z-DNA liegen die Abstande bei 
etwa 5.4 bzw. 4.6 A; sie sind also klein genug. urn von einem 
einzigen Wassermolekiil iiberbriickt zu werden. Im Falle der 
A-DNA kann das Muster der Riickgrathydratation durch 
ortlich begrenzte Anderungen beeinflul3t werden, die mit 
spezifischen Sequenzen zusarnrnenzuhangen scheinen. Bei 
zwei Octarneren init A-Gesarntkonformation zeigte sich an 
dem zentralen Pyrimidin-Purin-Schritt ein Durchbrechen 
des Riickgrathydratationsmusters[* '. 14'. An dieser Stelle 
unterscheiden sich die Strukturen sehr deutlich von der 
Standard-,,Lehrbuch"-A-DNA-Struktur. Bei B-DNA be- 
tragen die Abstiinde zwischen den Phosphat-Sauerstoff- 
atomen 6.5 A und rnehr, so dal3 sie nicht rnehr von einem 
einzelnen Wasserrnolekiil iiberbriickt werden konnen. Das 
gestreckte Zucker-Phosphat-Riickgrat der B-Form ist ent- 
weder die Ursaclie oder die direkte Folge der variableren 
Hydratation bei hoher Wasseraktivitat. 

Die Hydratation der Furchen scheint starker von der 
Sequenz abzuhgngen als die des Riickgrats. Dickerson 
et al. stellten als erste ein regelmal3iges Hydratations- 
muster am zenrralen AATT-Segment des Dodecarners 
d(CGCGAATTCGCG) fest. Eine Kette deutlich ausgerich- 
teter Wassermolekiile ist iiber Wasserstoffbriicken mit den 
Stickstoff- und SauerstofPdtomen entlang der kleinen Furche 
verbunden. die in  diesem Bereich sehr schrnal i ~ t [ ~ ~ . ~ ~ l .  Da 
sich die Furche an den CGCG-Enden weitet, wird die regel- 
maRige Anordnung der Wassermolekiile unterbrochen 
(Abb. 9 links). Dieses Wasserriickgrat (spine of hydration) 
spielt wahrscheinlich eine bedeutende Rolle bei der Stabili- 
sierung der B-DNA-Konformation, insbesondere in dieser 
AT-reichen Region. 

Abb.  9. Schematische Darstellungen der Hydratation der kleinen Furche - des 
Wasserruckgrats - im engen AATT-Abschnitt des 6-DNA-Dodecamers  (links) 
und der Hydratation der g r o k n  Furche tm A-DNA-Fragment  d(loCCGG) 
(rechts). Unterbrochere Ltnicn stehen fur mogliche Wasserstoffbruckcn zwi- 
schen Wassermolekuleti, dunkle Linien fur solche zwischen Atomen der D N A -  
Basen und Wassermolrkulen. Man  beachte. daU in der B-DNA die Purin-N3- 
und Pyrimidin-O?-Atome die hydrophilen Verknupfungen bilden [92]. 

Bei A-DNA-Strukturen wurden einige sequenzspezifische 
Hydratationsmuster in der groDen Furche identifiziert. In 
d(1oCCGG) finden sich Ketten aus Wasserrnolekiilen, die 
iiber die Furche hinweg die Phosphatgruppen der Strange 

verbriicken (Abb. 9 rechts)I3I. Das Hydratationsmuster in 
der grol3en Furche des Octamers d(GGBrUABrUACC) und 
in d(GGTATACC)"l besteht aus einer Reihe kondensierter 
Fiinfecke, an denen Wasserstoffbriicken zwischen den 
Sauerstoffatomen des Wassers und den funktionellen Grup- 
pen der Basen beteiligt sind (Abb. 10). Dieses Muster ist mit 

t 

Abb.  10. Die Hydratation der  g r o k n  Furche von d (GCBrUABrUACC) .  In 
diesem Stereobild sind die WasserstoHbrucken als dunne Linien dargestellt. 
Man beachte die Reihe kondensierter Fiinfecke. die die g r o k  Furche dieses 
A-DNA-Fragments  fullen. 

der Basensequenz verkniipft; es tritt in Octarneren mit ande- 
ren Sequenzen nicht auf. Eine Darstellung der kondensierten 
Fiinfecke und der Rolle des Wassers bei der Stabilisierung 
von Nicht-Watson-Crick-Basenpaaren zeigen die Abbildun- 
gen 13 und 14 (Abschnitt 7.1). Weitere Einzelheiten zur Hy- 
dratation finden sich bei Saen.ged9'. 961 und Wesrhq~", 981. 

6. Das Konformationskontinuum der 
rechtshandigen DNA 

Das archetypische Konzept, daO die verschiedenen globa- 
len Konformationen der rechtshandigen DNA diskonti- 
nuierliche Zustlnde darstellen, die nur in sehr unterschied- 
licher Umgebung stabil sind, hat sich deutlich gewandelt. 
Einkristallstudien haben gezeigt, dal3 die globalen Merkmale 
einzelner Sequenzen vielfaltiger sind, als dies Beugungsstu- 
dien an Fasern nahelegen. Ein Beispiel hierfiir ist Tabelle 10 
im Anhang, die zeigt, dal3 in Helices vorn A-Typ die Weite 
der kleinen Furche zwischen 10.2 und 8.7 A und die der 
groBen Furche zwischen 10.1 und 3.2 A schwankt. Extrapo- 
lation von den Einkristallstudien an kurzen Fragrnenten wie 
d(GGGGCCCC) auf Poly(dG) . Poly(dC)-Modelle fiihrte 
zu der Vermutung, daD das Homopolymer die bevorzugte 
Stapelung der Purineinheiten nutzt und eine Doppelhelix- 
form, die der A-Form ahnlich i ~ t ' ~ I ,  sogar in Urngebungen 
annimmt, die die klassische B-Form erwarten lassen konn- 
ten. Die bevorzugte Stapelung von Purineinheiten wurde 
auch irn Kristall des Nonarners d(GGATGGGAG) und sei- 
nes Kornplementarstrangs d(CTCCCATCC) nachgewie- 
sen["]. Dieses Oligonucleotid, das der wesentlichen DNA- 
Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors TFIIIA yon 
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Xcriopus entspricht. nimmt eine Konformation des A-Typs 
an. Hierbei ist anzumerken. daR es sich bei TFIIIA urn ein 
Protein handelt. dalJ sowohl DNA als auch RNA binden 
kann. 

Es stellt sich die Frage. ob diese Strukturen ein Artefakt 
im Kristall sind. das dadurch zustande kommt. daR Gitter- 
kriifte die DNA-Struktur aus ihrer Gleichgewichtskon- 
formation in Losung bringen. Jahre hindurch wares unmog- 
lich. die in festem Zustand und die in Losung ermittelten 
Gesamtkonformationen in Einklang zu bringen. So konnten 
NMR- und CD-Spektren von Sequenzen, von denen be- 
kannt war, daR sie in kristalliner Form A-Konformation 
annehmen. einzig als Folge der B-Form interpretiert wer- 
den['"]. Eine bedeutende Arbeit zu diesem Themenkreis 
wurde von F u i r d e t  al. veroffentlicht[lOO1. In ihr werden die 
CD-Spektren einer Reihe von kurzen DNA-Fragmenten rnit 
bekannter Festkorperkonformation verglichen. Dabei wur- 
den sorgfaltig ausgewiihlte Referenzspektren verwendet und 
die Konformationsiinderungen in Abhangigkeit von den Lo- 
sungsbedingungen untersucht. Die Ergebnisse zeigen deut- 
lich. daB es in Losung ein Kontinuum an sequenzabhiingigen 
Helixkonforniationen gibt. Aus den CD-Experimenten er- 
gibt sich, dalJ die gesamte TFIIIA-Bindungsstelle aus 54 Ba- 
senpaaren ebenso wie das kristallographisch untersuchte 
Nonamer-Fragment eine Konforrnation annimmt. die zwi- 
schen den Lehrbuchkonforrnationen A und B liegt. Zudem 
korrelierte die Untersuchung die CD-Spektren. die von dem 
der B-Form des Dickerson-Drew-Dodecamers bis zu dem 
der A-Form der Kiilberthymus-DNA in 80% Ethanol rei- 
chen. erfolgreich rnit den experimentell bestimmten Helixpa- 
rametern wie Furchenweite, Kippwinkel der Basenpaare, 
Anstieg und Verschiebung. 

6.1. Das gleichzeitige Auftreten von A- und 
B-Konformat ionen 

Die Frage nach dem EinflulJ der Umgebung auf die Stabi- 
lisierung der verschiedenen DNA-Gesamtkonformationen 
erhielt eine neue Dimension, als man beobachtete"O'l. daR 
im Kristall \'on d(GGBrUABrUACC) Doppelhelices so- 
wohl der A- als auch der B-Form vorliegen. Das Kristallgit- 
ter dieser Sequenz ist aus A-DNA-Doppelhelices aufge- 
baut, die sich helical urn die sechsziihlige kristallographische 
Schraubenachse legen und einen breiten Tunnel mit einem 
Durchmesser von etwa 26 A umschlienen (Abb. 1 1 ) .  Auf 
Anwesenheit von DNA-Doppelhelices in diesen Kanalen 
deuteten diffuse Reflexe in einigen Hochintensitiitssynchro- 
tronbildern hin (Abb. 12). die an Faseraufnahrnen erinnern. 
Die diffusen Reflexe wurden als Folge ungeordneter B- 
DNA-Helices gedeutet und erfolgreich durch Computersi- 
mulationen niodelliert. Die Koexistenz dieser beiden DNA- 
Polymorphe mit gleicher Sequenz in ein und derselben 
Kristallstruktur bestatigt die schon lange gehegte Uberzeu- 
gung. daR die beiden Konformationen energetisch sehr ahn- 
lich sind. Sie zeigt weiterhin. daR verschiedene Ge- 
sarntkonforrnationen durch intramolekulare Wechselwir- 
kungen. etwa durch Packungskriifte zwischen Basen und 
durch Wasserstoffbriicken zwischen Basenpaaren. ebenso 
stabilisiert werden konnen wie durch die bereits bespro- 
chenen Hydrationseffekte erster und wahrscheinlich auch 
zweiter Ordnung. 

Abb.  11. Eine Darstcllung der Krisrallstruktur \ o n  d(GGBrUABrUA('C) ent- 
lang der h,-Schraubenachse. die den mil B-DNA ( ro t )  ge~iillten Kana1 und 
sechs ihn umgehende A-DNA-Helices (gelb und griin) rcigt. E b  gibt kcine un- 
vertrlglichen in~crmolekularen Wechselwirkungcn rwischen den A- iind den 
B-DNA-Hcllcc\. 

Auf der Grundlage dieser Beobachtungen ist es vorstell- 
bar, dalJ in vivo benachbarte DNA-Abschnitte unterschied- 
liche Gesamtkonformationen oder intermediire Konforma- 
tionen als Antwort auf die wechselseitige Anpassung der 
Strukturen von Protein und DNA-Basensequenz der Bin- 
dungsstelle annehmen. Denn Konformationsiinderungen 

Abb. 12. Eine 2 -Osrillationsphotographie eincs Einkristalls \ o n  d(<iGBrU- 
ABrUACC)  [ lo t ] .  Diskrere Bragg-Reflexe geben *oh1 definierte Punkte. Die 
Streifen sind typisch fur B-DNA-Fasern. Die Verdunkelung durch difruw Bcu- 
gung a n  der  Glaskaplllare und am Losungsmirlel 1st deutlich rrkennhar  

scheinen hier ohne die grundlegende Anderung der Umge- 
bung moglich, die fur eine Anderung bei den Fasern notig 
ist. Eine solche Situation konnte bei der bereits erwiihnten 
TFIIIA-Bindungsstelle eintreten. die eine starke Tendenz 
aufweist. die A-Struktur sowohl in Losung als auch irn Kri- 
stall zu bilden. Ein weiteres Beispiel ist die Ahnlichkeit zwi- 
schen der Struktur von d(CTCTAGAG). dessen zentraler 
Abschnitt ein wichtiger Teil der trp-Repressorbindungsstelle 
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isti' ' 1 ,  und der des von Sigler et al. untersuchten trp-Repres- 
sor/Operator-Koinplexesi1021. 

7. Fehler im DNA-Doppelstrang 

Der als Sequenz und Struktur der DNA verschliisselte 
genetische Code ist standig den chemischen und physikali- 
schen Einfliissen unserer Umwelt ausgesetzt. Carcinogene 
Stoffe, UV-Licht und ionisierende Strahlen,um nur einige 
Beispiele zu nennzn, konnen Nucleinsiiurestrukturen unmit- 
telbar schadigen oder Biosynthesefehler wahrend der Repli- 
kation und der genetischen Rekombination auslosen. Zu den 
Fehlern gehoren Strangbriiche, fehlende oder zusatzliche 
Basen. chemisch veranderte Basen sowie die Bildung von 
Basenpaaren, die nicht komplementar im Sinne von Wufson 
und Crick sind. Biosynthesefehler konnen auch ohne auDere 
Faktoren als zufiilliges Ereignis auftreten. 

Veriinderungen der DNA konnen eine sinnvolle Anpas- 
sung im Rahmen der Evolution herbeifiihren, aber mutagene 
Prozesse konnen auch, wenn sie nicht iiberpriift werden, au- 
Der Kontrolle gemten, die Genauigkeit der Replikation min- 
dern und zu unarinehmbar hohen Raten punktueller Muta- 
tion mit schiidlichen Auswirkungen auf den jeweiligen 
Organismus fiihren. Die Natur hat ein kompliziertes und 
bislang kaum verstandenes Erkennungs- und Reparatursy- 
stem fur Fehler in der DNA e n t ~ i c k e l t ~ " ~ ~ .  In den vergange- 
nen Jahren haben Rontgenstrukturanalysen an syntheti- 
schen Desoxyoligonucleotiden, die eine Reihe von Fehlern 
aufwiesen, bedeutsame Strukturinformationen erbracht und 
so geholfen, die Natur dieser Fehler und deren Bedeutung 
fur die Fehlererkennung und -kontrolle zu verstehen. Die 
unterschiedlichen ,,Fehler"-Untersuchungen werden im fol- 
genden erlautert. 

7.1. Basenfehlpaare 

Das Einfiigen von Nicht-Watson-Crick-Basenpaaren in 
die Doppelhelix ist der haufigste Fehler bei der Replikation. 
Die klassische Theorie zur Erklarung solcher Fehlkornbina- 
tionen, die zuniichst von Watson und vorgeschla- 
gen. anschliel3encl von Topul und F r e c s ~ [ ' ~ ~ ~  lo51  erweitert 
wurde, postuliert die Beteiligung von seltenen tautomeren 
Formen der Basen. Die sich ergebenden falsch kombinierten 
Basenpaare sind sterisch den Watson-Crick-Basenpaaren 
aquivalent, und es wird als unwahrscheinlich angesehen, daD 
sie die Doppelhelix in einem signifikanten AusmaB destabili- 
sieren. Die Hypothese der seltenen Tautomere ist Thema 
eines kiirzlich erschienenen Ubersichtsartikels von Struzew- 
ski und Tummi'o''l. 

Die Rontgenstl-ukturanalyse von DNA-Fragmenten rnit 
potentiellen Basenfehlpaaren kann keinerlei AufschluD iiber 
das voriibergehende Auftreten von seltenen tautomeren For- 
men wiihrend dei. Replikation geben. Sie kann jedoch die 
Struktur einer DNA-Doppelhelix definieren, die Basenfehl- 
paare enthalt. und Informationen iiber die Wasserstoffbriik- 
kenanordnung zwischen nicht komplementiiren Basen geben 
sowie iiber die Art, wie solche Basenpaare im Doppelstrang 
untergebracht sintl. den EinfluD benachbarter Sequenzen auf 
die Struktur und Stabilitlt von Basenfehlpaaren, die Auswir- 
kung der Gesamtkonformation auf das Basenfehlpaar und 

insbesondere iiber die Art und Weise, wie Basenfehlpaare 
von den Proteinen erkannt werden konnen, die die enzymati- 
schen Reparatursysteme bilden. 

Tabelle 8 im Anhang enthalt Einzelheiten zu den struktu- 
rell charakterisierten Sequenzen rnit Basenfehlpaaren. Die 
Tabellen 1-3 zeigen, daD es in jedem Fall die entsprechende 
Watson-Crick-Sequenz zu Vergleichszwecken gibt. 

Die Purin-Pyrimidin-Basenfehlpaare G . T und A . C er- 
geben Wobble-Basenpaare mit Wasserstoffbriickenbindun- 
gen zwischen den funktionellen Gruppen der Basen. Zur 
Erkliirung der G . T-Basenfehlpaarung ist es nicht notwen- 
dig, auf tautomere Nebenformen zuriickzugreifen. Zwei der 
drei funktionellen Gruppen von Guanin, die in den G . C- 
Paaren an Wasserstoffbriicken beteiligt sind, werden auch in 
G . T-Paaren genutzt. Die dritte funktionelle Gruppe, N2, 
bleibt frei und ragt in die kleinen Furche hinein. Thymin ist 
in Richtung der groRen Furche versetzt, so daD es in einen 
Abstand zu N1 von Guanin gebracht wird. der Wasserstoff- 
briickenbindungen ermoglicht. Die freien funktionellen 
Gruppen sind durch Wasserstoffbriicken rnit Losungsmittel- 
molekiilen verbunden. Das Solvatationsmuster des G . T- 
Fehlpaares ist in den analysierten Strukturen rnit G . T-Paa- 
ren vom A-, B- und Z-Typ erstaunlich ahnlich. Diese 
Losungsmittelmolekiile spielen wahrscheinlich eine wichtige 
Rolle bei der Stabilisierung bestimmter Basenfehlpaare. Die 
Gesarntkonformation der Doppelhelix scheint wenig Ein- 
fluD auf die Bildung von Fehlpaaren zu haben. Das G T- 
Paar kann ohne groDe Veranderung in jede der untersuchten 
Helices eingebaut werden. 

Beim A .  C-Wobble-Fehlpaar liegt ein enger Kontakt zwi- 
schen zwei Gruppen vor, die Wasserstoffbriicken eingehen 
konnen, namlich zwischen 0 2  von Cytosin und N1 von Ade- 
nin. Mit Hilfe tautomerer Nebenformen der Basen kann eine 
Reihe von Wasserstoffbriickenanordnungen konstruiert 
werden. Wegen des hohen Energiebedarfs fur die Tautomeri- 
sierung wurde angenommen, daD die Bildung des A .  C- 
Fehlpaares rnit groDter Wahrscheinlichkeit auf der Protonie- 
rung von Adenin an N l  b e r ~ h t [ ~ ' . ~ ~ ] .  Die Hypothese wurde 
spater durch NMR-Untersuchungen erharteti'071. Man ent- 

QL 

Q N2 " 2.; 

b 
Abb. 13. Eines der G . T-Fehlpaare in d(CGCGAATTTGCG); Abslande in 
A. Wasserstoffbriicken als gestrichelte Linien. Man bedchle die Wassermoleku- 
le. die die fehlgepaarfen Basen in der g r o k n  und in der kleinen Furche verbriik- 
ken [ 6 2 ] .  

deckte ein als Briicke dienendes Wassermolekiil, wie es im 
G . T-Paar beobachtet worden war, in der groBen Furche 
des A C-Fehlpaares. Die Abbildungen 13 und 14 zeigen 
diese Fehlpaare, wie sie in den Kristallstrukturanalysen be- 
stimmt wurden; Abbildung 15 gibt die entsprechenden 
Strukturformeln an. 
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6 
Abb. 14. Einer dcr C . A-Frhlpaare in d(CGCCAATTAGCG). Zum Vergleich 
stehe Abhildung 13. Hier gibt es nur ein verbriickendes Wassermolekiil zwi- 
when den funktiiinellen Gruppen. und Lwar in der groDen Furche 165. 661. 

H 
H - N  

H 

Abb. 15  Struktiirformeln und geometrische Details von drei Fehlpaaren, die 
in der gleichen kristallographischen Umgebung. nimlich in den Positionen vier 
und neun der Dodecamersequenz d(CGC AAT GCG). analysierl wurden. 
a )  T . G. b) C . A, c )  G . A(.vyn). Es sind die Cl'.Cl'-AbstCnde und die N(Base)- 
Cl'-Cl'-Winkel angegeben Diesc betonen die Asymmetrie der Fehlpaare. (Aus 
162 - 671. ) 

Das Purin-Purin-Paar G A 1st leichter veranderbar als 
die Fehlpaare G T und A . C. Diese Feststellung 1st interes- 
sant. wenn man sich vor Augen halt, was iiber die kritischen 
Stellen fur Mutationen und die unterschiedlichen Reparatur- 
moglichkeiten bei G . A-Fehlpaaren bekannt 1st. Frrslri et 

G(unr i ) '  A(.vvI) in d(CGCGAATTAGCG) 163, 641 

G(.~jn)  . A(unrr) in d(CGCAAATTGGCG) [68] 

G(miri) A(mri )  in d(CCAAGATTGG) 160. 611 

Schema I .  Wasstrstoffbruckenanordnungen in G . A-Fehlpdaren 

a1.'1081 zeigten. dan G . A das Fehlpaar 1st. das am ehesten 
der Detektion durch die Polymerase 111 entgeht. Dieses Fehl- 
paar wurde rnit drei unterschiedlichen Wasserstoffbriicken- 
anordnungen beobachtet (Schema 1 ). 

Abbildung 16 gibt die Strukturformeln fur diese Purin- 
Purin-Paare an. Das Basenpaar G(rrrrii) . A(s~w)  ist in Abbil- 
dung 17 dargestellt. Alle drei Arten von Basenpaaren kon- 

H' 

10.7 A 

12.5 A 

') H H 

47 \ ,i 
10.8 A 

Abh. 16. Strukturformeln und geometrische Details von drei Arlen der G . A- 
Paarung rn i t  den rugehorigen CI'-CI'-Abstinden und N(Base)-CI'-Cl'-Win- 
keln. a )  G(un/i) . A(.yi), b) G(miri) . A(unri). c )  profoniertes G(sI.n) . A(utiri). 
Die sfarksfe Verierrung des Zucker-Phosphat-Ruckgrats f r i t t  im C(m- 
t i ) .  A(unri)-Paar auf. in dem der Cl'-CI'-Abstand urn fast 2 A g r o k r  1st. (Aus 
160. 61, 63. 681.) 

nen in einer B-DNA-Doppelhelix untergebracht werden, 
wobei das G(anri) A(anri)-Paar die starksten Verzerrungen 
des Zucker-Phosphat- Riickgrats hervorruft . 

Die Anderung der wechselseitigen Ausrichtung der Basen 
scheint sowohl mit den Nachbarsequenzen der Fehlpaare als 
auch mit dem pH-Wert zusammenzuhingen. In Losung tritt 
das G(anri) . A(anri)-Paar bei neutralem pH-Wert auf['osl, 
wlhrend das G(syn) . A(anri)-Paar rnit protoniertem Ade- 
ninteil bei pH-Werten zwischen 4.0 und 5.5 vorherrschtll ''I. 
Den EinfluB der benachbarten Sequenzen kann man bis zu 
einem gewissen Grad mit der Hypothese erklaren, daB die 
Bildung dieses Purin-Purin-Fehlpaares in starkem Mane 
durch Dipol-Dipol-Wechselwirkungen mit benachbarten 
Basen beeinflufit wird[681. Die Bedeutung der umgebenden 
Sequenzen ist am deutlichsten beim G(anti) . A(anti)-Paar. 
das durch eine Inter-Basenpaar-Wasserstoffbriicke zwischen 
der N2-Aminogruppe des Guanins und 0 2  des Thymins im 
nachsthoheren Basenpaar auf dem gegenuberliegenden 
Strang stabilisiert wird (Abb. 18). Ohne ein Thymin in dieser 
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Ahh 17. Das G(crri/r) A( sw)-Basenpaar im B-DNA-Dodccamer d(CGCGAATTAGC<i)  [h3, 64. a )  Das G ( u r i / i )  . A(.sw)-Fehlpaar in Bhckrichrung senkrecht Lur 
Eheneder  Basen G(04) und A(2l)rus;immen nut der Elektronendichteverteilung in dcr Ebencder  Basenpaare(berechnct auselner (2F, - FL)-Karte. b) Die Doppelhelix 
und die rusehiirtgen Pusitionen der Lii\ungsm~ttelmolckule. M:in benchte. dalJ cs kcinc Verformung dcs Zucker-Phosphat-Ruckgraf~ im Bercich cles Fehlpaarcs gibt. 

Position wire die Stabilitat des Fehlpaares geringer. und es 
kime wahrscheinlich zu einer anderen Ausrichtung. 

Es gibt Hinweise darauf, daB G . A-Paare in vivo in unter- 
schiedlichen Sequenzumgebungen unterschiedlich erkannt 
werden" ''I. Dies konnte eine Folge der hochst unterschied- 
lichen freien funktionellen Gruppen in den verschiedenen 
Anordnungen der G . A-Paare sein. die rnit einer Polymerase 
oder einem Reparaturenzym wechselwirken konnen. Ange- 
sichts dieser Variabilitit ist es vielleicht nicht mehr so iiberra- 
schend, daB G . A das Fehlpaar ist. das am wenigsten repa- 
riert wird. 

Abb.  I X .  Stereobild des B-DNA-Decamers d (CCAAGATTGG)  mit einem 
G ( O I I / I )  A(an/r)-Basenl~aar  [60. 611. Die Fehlpaare in der Mitre der Helix stnd 
hervorgchoben. Man bcachte die Wechselwirkungen mit den Thymineinheiren 
benachharter Basenpxtre im gegenuherliegenden Strang. 

Die beschriebenen Studien iiber die Strukturen von Fehl- 
paaren wurden auch auf die Base Inosin ausgedehnt. Diese 
Base tritt am 5'-Hydroxyende einiger tRNA-Anticodons 
auf. wo sie mit Adenin, Cytosin oder Uracil Paare bilden 
kann. Obwohl diese Base keine NZ-Aminogruppe aufweist. 
verhilt sie sich sehr ihnlich wie Guanin und bildet Wobble- 
Paare mit Thymin'hol und ein I(nr1ri) . A(.sw)-Paar mit Ade- 
nin [ 6  'I. 

Ausgiebige Versuche, Fragmente rnit den anderen Basen- 
fehlpaaren, A . A. G G. C C. C . T, T . T. zu kristallisieren. 
sind bis heute wenig erfolgreich gewesen. Die T .  T-Paarbil- 
dung wurde nicht bei einem Doppelstrang-Basenpaar, son- 
dern nur als intermolekulare Wechselwirkung in der Se- 
quenz d(CGCGCGTTTTCGCGCG) nachgewiesen[' l l .  Ein 
Symrnetrie-verkniipftes Molekiil ist so angeordnet. daB zwei 
Thyminreste in einer Weise in Paarstellung gebracht werden. 
daD es sich urn ein Nicht-Watson-Crick-Paar handeln konn- 
te. Das T . T-Paar ist in dieser Struktur so angeordnet, da13 
eine der Basen als Enoltautomer vorliegen konnte. Fur zu- 
sitzliche Informationen iiber Fehlpaare aus NMR-Experi- 
menten sei der Leser auf Ubersichten von Purrlet al." I 2 l  und 
v m  der Ven und Hilhers[rhol verwiesen. 

7.2. Basen und Mutationszentren aukrhalb der Helix 

Drei Strukturen von Oligonucleotidfragmenten. die Basen 
auBerhalb der Helix enthalten. wurden bisher veroffentlicht. 
darunter die der Sequenzen d(CGCGAAATTTACGCG)'701 
und d(CGCAGAATTCGCG)[6'1. In beiden FBllen liegen 
B-DNA-Doppelhelices mit 14 bzw. 12 Basenpaaren und aus 
den Helices in Form einer Schlaufe herausragenden Adenin- 
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resten vor. Kristallpackungskrafte stellten sich als wichtiger A1061 DlNLl 
0 )  AIN71 

4-yTN1 C 

Faktor fur die Lage dieser zusiitzlichen Adeninreste heraus. 
Doch ungeachtet der bedeutenden Rolle, die den Kristall- 

chungen auch, wie ein stabiler Doppelstrang trotz ungepaar- 
ter Basen moglich ist, und sie geben Hinweise auf die 
entscheidenden Merkmale von Sequenzen, bei denen Muta- 
tionen durch Verschiebung des Leserahmens auftreten. 

wurde von Charfopudhyuya et al. unter~ucht["~. Sie nimmt 
eine monomere Haarnadelkonformation mit einem sechs 
Basenpaare langen DNA-Stamrn an. Die zusatzlichen 
Thyminreste bilden eine Schlaufe. die den linkshandigen Teil 

der nicht palindromischen. d. h. nicht von beiden Seiten gele- 
sen identischen Sequenz d(ACCGGCGCCACA) ergab eine 
Struktur, bei der die Kristallgitterkontakte Wechselwirkun- 
gen zwischen Furche und Ruckgrat umfassen, die fur eine 
teilweise Offnung der G . C-Basenpaare verantwortlich sind. 

DNA-Wechselwirkungen bei Prozessen wie der genetischen 

paare fuhrt xu einer starken Propeller-Verdrillung und zu 
sequenzabhiingigen Drei-Zentren-Wasserstoffbriicken. Es 
1st zu erwarten. daR dieser Abschnitt des Doppelstranges 
eine geringere Stabilitiit aufweist. was erkliiren konnte. war- 
um diese Sequenz besonders anFillig fur Mutationen durch 
Verschiebung des Leserahmens ist. Dies sollte mehr als alles 
andere die Bedeutung von Proteinen wie den Rekombinasen 
fur die Gewiihrleistung der VerliRlichkeit des genetischen 
Codes verdeutlichen. 

G 
packungskriiften zugesprochen wird. zeigen diese Untersu- N9 

DIN21 A1021 

c l  dl 
DfNLl Die oben genannte Sequenz d(CGCGCGTTTTCGCGCG) m AlDll 

DIN61 AIN71 

J U 9 A  

A1061 A"71 

T -  - 

N1 l + p - i 9 G  AIN31 
A1021 AIN3l 

der Helix bedeckt. Eine Untersuchung von Timsir et al.1331 zu DIN21 

9) DIN21 
A1061 e) DIN61 *IN') 

"[i 1 !F N9 
ij.1 1 "r, A(? Diese Struktiir konnte ein brauchbares Modell fur die DNA- G -- - Alsynl Glsynl- A 

b ( P \  

Rekombination sein. Die teilweise Offnung der G . C-Basen- A"31 D1N2I A1N31 

7.3. Fehlererkennung in der DNA 

Die kristallographischen Studien zeigen, daR der DNA- 
Doppelstrang so beweglich ist. daB er Basenfehlpaare oder 
auDerhalb der Helix liegende Basen in einem stabilen Dop- 
pelstrang aufnehmen kann. ohne daR sich die Konformation 
des Zucker-Phosphat-Ruckgrats von jener der nativen Helix 
ohne Fehlpaare unterscheidet. Wenn Verformungen auftre- 
ten. sind sie in starkem MaRe ortlich begrenzt. Die Struktur- 
untersuchungen legen nahe. da13 das Erkennen von Fehlpaa- 
ren wahrscheinlich auf der Ebene der Basen geschieht. Ein 
Aspekt dieses Erkennens ist die Verteilung von Donor- und 
Acceptorgruppen in der groRen und der kleinen Furche der 
Helix. Das Erkennen von G . C- und A T-Basenpaaren auf 
der Grundlape dieser Verteilung wurde von Seeman et al." 13] 

vorgeschlagen und durch eine Reihe von neueren kristallo- 
graphischen Untersuchungen an DNA-Protein-Komplexen 
bestiitigt. Es 1st anzunehmen. daR diese Verteilung eine Rolle 
beirn Erkenncn von Fehlpaaren spielt, da die Anordnung der 
funktionellen Gruppen charakteristisch fur die einzelnen 
Fehlpaare 1st (Abb. 19). 

Ein zweites Erkennungsmerkmal konnte die Asymmetrie 
der Glycosylwinkel zwischen Base und Zucker auf beiden 
Seiten eines Basenpaares sein. Die Glycosylwinkel bei Wat- 
son-Crick-Basenpaaren sind symmetrisch, sie werden bei 
A . G-. A C- und G . T-Fehlpaaren immer asymrnetrischer 
(siehe Abb. 15 und 16). Diese Asymmetrie ist korreliert mit 
der Wirksamkeit, rnit der diese Fehlpaare repariert werden. 
Ob eine solche Korrelation zwischen Struktur und biologi- 

AlN3l I AIN31 
DIN21 

Abh. 19. Srrichdarstellung (siehe auch Abb.  29) der  Watson-Crick-Basenpaare 
Ci C (a) und T . A (b )  sowie dcr Fehlpaare T . Ci (c) .  C . A (d). G(un!f)  A(5.w) 
(e), G(unri) A(unrf) ( f )  und G ( . Y ~ ) .  A(unri) (g). Man beachtc die Variationen 
in den Positionen der Donor-  und Acceptorgruppen (Aus [60-671.) 

schen Eigenschaften bedeutsam ist oder nicht. wird deutli- 
cher werden, sobald eine groRere Zahl von Fehlpaaren in 
verschiedenen Sequenzumgebungen charakterisiert ist und 
sobald mehr Daten iiber die Reparaturenzyrne und ihre 
Komplexe rnit Oligonucleotidfragrnenten. die Fehlpaare ent- 
halten. vorliegen. 

8. DNA-Wirkstoff-Komplexe 

Die DNA ist ein naturliches Ziel der Chemotherapie. Die 
Bindung von Peptiden sowie kleinen organischen und anor- 
ganischen Molekulen an die DNA kann die vielen Prozesse, 
an denen DNA beteiligt ist, z. B. die Transkription und Re- 
plikation, beeinflussen. Solche Wechselwirkungen konnen 
das Zellwachstum verlangsamen oder verhindern. Eine 
grol3e Zahl von Veroffentlichungen beschaftigt sich mit che- 
mischen und biochernischen Studien iiber Molekule, die an 
DNA binden konnen, und viele auf diese Art wirkende Anti- 
biotica wurden charakterisiert" 14]. Einige dieser Substanzen 
werden klinisch eingesetzt, die meisten aber haben toxische 
Nebenwirkungen. 

Nachdem die Kenntnisse uber die DNA-Struktur auf mo- 
lekularer Ebene, die auf rontgenographischen und NMR- 
Studien basieren. inzwischen beachtlich sind, besteht die 
Aufgabe nun darin, iihnliche Informationen auch iiber 
DNA-Wirkstoff-Komplexe zu gewinnen. Man hofft. daR 
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f+3C, 

' ; H 3 0 ;  H oi i 

solche Studien zi i  einem besseren Verstindnis der Regeln 
fuhren. die das saquenzspezifische Binden bestimmen. und 

Struktur, -Sequenz und -AktivitCt gewihren. Solche Infor- 
mationen sind fur das planvolle Entwickeln von Wirkstoffen 

krebsmitteln fiihren. Dennoch sollte man sich vor einem 

L - A I ~  

c - CH3 

einen Einblick in die Zusammenhinge zwischen DNA- ~ C-C-N-C-C-N-C, 0 .  
', N'H I ,+ \ H c,:' 

H O C H  H3C H,C H3C 0 
\ \ 
S ( 7 2  v-Ser 

wichtig[" und tlurften zu besseren Antibiotica und Anti- I S/ \ H c l N - C X Z D  1 0 

Glauben an Strukturstudien huten. der die Dinge zu stark 

vereinfacht. Den Wirkstoff gezielt am gewunschten Ort - / j0 H j0 \ 

0&,HCy3 4' CH,  /CH3H ,N/'.,, H '0 
i>-Ser 

' C-- N TC -C- N TC -C 

L - A ~  
H , C A C ,  CH,  

CH3 
?C\ 

wirksam werden xu lassen. 1st ein schwieriges Problem, das 
Untersuchungen in Losung. biologische Experimente und 
ein vollig neues VerstCndnis fur die Anforderungen des 
Wirkstoffdesigns erfordert. 

S SCH, 
I YCtd2 Triostin A 

Echinomycin 

Tabelle 4. DNA~Wirkstoll-Komplexe. 

Komplex [a] 1.11. 

d(CGCGAATTCG('Ci I Cisplatin 
d(CGCGAATTBrCGC GI Netropsin 
d(CGCGATATCGCG1 Netropsin 
d(CCCAAATTTGCG) Distamycin 
~(CGCGAATTCGCGI Berenil 
d(CGCGAATTCGCG I'DAPI 
~(CGCGAATTCGCGI Hoechbl 332% 
d(CGCGATATCGC'G) Hoechst 332% 
d(CGTACG) Daunom:;cin 
d(CGATCG) Adriamycin 
d(CGATCG): Daunomvcin 
d(CCiTpsACG) 1 1 -DesJxydaunomycin 
d(CGATCG)'4'-Epiudriamvcin 
d(CGTACG) Triostin A 
d(CGTACG) Echinom.icin 
d(GCGTACGC1 Triostin A 
d( BrCGBrCG)'Prollavin 
d(CGTpsACG), Nogalamycin 
d(mCGTpsAmCG1 Nogalamycin 
d(TBrUGGCCAA) Chromornycin 
d(ATGCATATGCAT) Actinomycin 
d(CGCAAATTTGCG) Netropsin 

[a] ps = Rp-Phosphorothioat. mC = 5-Methylcytosin. BrC = 5-Bromcytosin. 

Die Rontgenstrukturanalyse an DNA-Wirkstoff-Komple- 
xen begann sehr langsam. Bis 1984 wurde nur die Struktur 
eines einzigen Komplexes als vorliufige Mitteilung publi- 
ziertl'Ihl, aber nach und nach (wie Tabelle 4 zeigt) wurden 
die Kristallstrukturen von immer mehr Komplexen gelost. 
Der Fortschritt w x  in den Jahren 1988 und 1989 besonders 
grol3, als sich die Zahl der Veroffentlichungen mehr als ver- 
doppelte. Hiufig handelt es sich dabei nur um Konferenzbe- 
richte. doch die wesentlichen Ergebnisse auch dieser Unter- 
suchungen sind in1 folgenden erfaRt 

8.1. Wirkstoffkategorien 

Drei Wirkstoffkategorien sind kristallographisch unter- 
sucht worden: Intercalatoren. Molekule, die in der kleinen 
Furche binden. und eine anorganische Verbindung. die an 
DNA koordiniert Alle diese Wirkstoffe konnen an doppel- 
stringige DNA binden. Die Strukturformeln ausgewihlter 
Antibiotica sind in Abbildung 20 wiedergegeben. 

Bevor das Ergebnis der Rontgenstrukturanalysen be- 
schrieben wird. mag es nutzlich sein. die Strukturmerkmale 
des DNA-Doppelstranges in Erinnerung zu rufen. die wich- 
tig fur die sequenispezifische Erkennung durch andere Mo- 
lekule. seien sie groR oder klein. sein konnten. Dazu gehoren 
das negativ geladene Phosphatruckgrat. die Donor- und Ac- 

H 
0. '0 

Daunomycin 
H3C 

I 

Distarnycin A Netropsin Hoechst 33258 

Abb. 20. Strukturformeln ausgewihlter DNA-bindcnder Antibiotica. die in 
Komplexen mit Oligonucleotiden untersucht wurden. Ohm:  Intercalatoren: 
unten. Molekule. die in der kleinen Furchc binden. LetLtere sind so gereichnet. 
dalJ die linke Seite diejenige 1st. die mit der kleinen Furche der Basen wechsel- 
wjirkt. wihrend die rcchte Seite die vom Doppclstrang abgewandte 1 s t .  Fur 
weitere lnforrnationen uber Wechselwirkungen 7wischen Nucleinsiiurcn und 
Basen siehe [I511 

ceptorgruppen fur Wasserstoffbruckenbindungen in der 
groRen und der kleinen Furche sowie aromatische. hydro- 
phobe Komponenten, die van-der-Waals- und hydrophobe 
Wechselwirkungen moglich machen. Als weitere bemerkens- 
werte Strukturmerkmale sollten berucksichtigt werden: die 
physikalische Form und Dimension der kleinen und der 
groRen Furche. die bis zu einem gewissen Grad sequenzab- 
hingig sind. das Hydrationsmuster und die enorme struktu- 
relle Flexibilitit der Doppelhelix. 

8.2. lntercalatoren 

Das Phinomen der Intercalation wurde zum ersten Ma1 
von Lrrrnan1"71 beschrieben. Sie beruht darauf, daR sich der 



Abb.  21 Der von MOOR, cr i l l  untersuchtc d(CCATCG),naunomycin-Komplcx [ I  181. a)  Blick von der Scire der kleinen Furche auf  den Komplex. Der Wirkstoff ISI 

ills Punktoberflichc geieichnet, die 50% dc!, van-der-Wads-Bereichs darstellt. Man beachrc. d a b  die Daunomycin-Molekiile einen weiten Bereich der kleinen Furche 
bedecken b) Srercobild mit Blick senkrccht ium Chromophor untcr EinschluB der CpG-lnrercalatlonssrelle Der Wirkstoff 1st mit dunklen Bindungen gezeichnel. 
Diesch Bild icipc die . .hcad-on"-lntcrcillali~~n 

arornatische Teil eines Wirkstoffrnolekiils zwischen Basen- 
paare schiebt. Die Intercalation vergroljert den Abstand be- 
nachbarter Hasenpaare, die resultierende Helixverformung 
wird durch Anpassung irn Zucker-Phosphat-Riickgrat und 
eine Entwinclung des Doppelstranges ausgeglichen. Arorna- 
tische Stapelwechselwirkungen zwischen den Basen und dern 
intercalierenden Molekiil sind die wesentlichen stabilisieren- 
den Faktoren der gebildeten Komplexe. 

Einfache Monointercalatoren wie Acridin sind kristallo- 
graphisch nix in Dinucleosidphosphaten untersucht wor- 
den. die zu kurz fur eine verliRliche Extrapolation auf die 
Intercalation in die Doppelhelix sind. Kornplexere rnono- 
funktionelle lntercalatoren wie Daunornycin, Adriarnycin 
und ihre Derivate, die einen planaren Chrornophor und ei- 
nen Zuckerrrst aufweisen. wurden erfolgreich rnit Hexanu- 
cleotiden cokristallisiert, insbesondere rnit d(CGTACG), 
d(CGATCG) und Varianten von d(CGTACG) rnit rnethy- 
lierten Cytosinresten und/oder einer Phosphorthioatver- 
kniipfung. Tabelle 4 enthilt ausgewahlte Veroffentlichungen 
zu einigen Strukturbestirnrnungen. Tabelle 13 (Anhang) kri- 
stallographische Details. In all diesen Strukturen intercalie- 
ren zwei Wirkstoffrnolekiile. eines pro CpG-Schritt. Die 
Chrornophore sind ,.head on" insertiert, wobei die lange 
Achse des Aglycons irn rechten Winkel zur langen Achse 
benachbarter Basenpaare ausgerichtet 1st und der Cyclo- 
hexenring A in die groRe Furche eindringt. Der Arninozuk- 
ker liegt in  tler kleinen Furche. Innerhalb dieses generellen 
Schernas hingen die individuellen Kontakte zwischen Wirk- 
stoff und DNA sowohl von der Sequenz der Basen. die sich 
in Nachbarschaft zur Intercalationsstelle befinden. als auch 
von chernischen Modifikationen des intercalierenden Wirk- 
stoffes ab. 

Die bereits veroffentlichten Untersuchungen geben uns 
die Moglichheit. die verschiedenen EinfluRfaktoren abzuwa- 
gen. da wir. wie aus Tabelle 4 zu entnehrnen ist. Kornplexe 
zwischen verschiedenen Wirkstoffen und der gleichen Se- 
quenz. zurn Beispiel die Sequenz d(CGATCG) komplexiert 

rnit Daunomycin. 4'-Desoxyadriarnycin und Adriamycin. 
sowie Kornplexe eines Wirkstoffes mit verschiedenen Se- 
quenzen, wie Daunornycin kornplexiert rnit d(CGTACG) 
und d(CGATCG). zur Hand haben. Zusitzlich existieren 
vorn Kornplex d(CGATCG)/Daunornycin sogar zwei unab- 
hangige Analysen["" ' I 9 ] .  Es 1st beruhigend. daR diese bei- 
den Bestirnrnungen innerhalb des relativ kleinen experimen- 
tellen Fehlers, der fur die Auflosung bei diesen 
Untersuchungen zu erwarten war, zur gleichen Struktur 
fiihrten. 

Von vielen dieser Wirkstoffe gibt es Rontgenstrukturana- 
lysen der unkornplexierten Form, nicht aber von den in den 
Untersuchungen verwendeten Hexarneren. Abbildung 21 
zeigt eine Hexarner-Daunomycin-Struktur und Abbil- 
dung 22 das Wasserstoffbriickensystern zwischen der DNA 
und Daunomycin in den Kornplexen rnit d(CGATCG) und 
d(CGTACG)" '*I .  Abbildung 22 zeigt deutlich die Flexibili- 
t i t  der Wasserstoffbriickenanordnungen in diesen Kornple- 
xen. Die Wasserstoffbriicken konnen direkt zwischen den 
funktionellen Gruppen von Wirkstoff und DNA gebildet 
werden, so zwischen der Hydroxygruppe des Rings A (die 
wesentlich fur die pharrnazeutische Wirkung ist) und den 
Atornen N2 und N3 des Guanins an der Intercalationsstelle. 
Eine weitere Wasserstoffbriicke besteht zwischen der NHY- 
Gruppe und dern 02-Atom des Cytidins. Die Urnkehrung 
der Basensequenz in Nachbarschaft zur Intercalationsstelle 
wird begleitet von einer durch Wasser verrnittelten Wechsel- 
wirkung statt einer direkten Wasserstoffbriickenbindung 
zwischen der entsprechenden Base und der NHF-Gruppe. 
Daunornycin geht auch durch Wassermolekiile oder 
Natriurn-Ionen verrnittelte Wechselwirkungen rnit DNA in 
der groDen Furche ein, an denen 0 4  und 0 5  des Chrorno- 
phorteils beteiligt sind. 

Die beiden Strukturbestimmungen zeigen deutlich. wes- 
halb d(CpG) die Intercalationsstelle fur diesen Wirkstoff ist. 
und legen nahe, daR nur der d(TpG)-Schritt eine ihnliche 
Anordnung der Wasserstoffbriicken bei Intercalation liefern 
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Abb.  22. Schematische Darstellung der W a r a c r \ t o ~ r u c k e n h i n d u n ~ c n  a )  im 

d(CGATCG)'DaunomvcinKomplex. b) im d(('GTAACG);Daunomycin-Kom- 
plex [118]. In Klammern sind jeweils die ZU den koordinierenden Atomen gehd- 
renden Nucleohasen artgegeben. 

konnte" ' ' 1 .  Ein derartiger Schritt wurde von Chuircs et 
al." 201 als mogliche Bindungsstelle identifiziert und von Km- 
nurd kristallographisch charakterisiert. Zusiitzlich zu den 
Wasserstoffbriickcn und den Stapelwechselwirkungen an der 
Intercalationsstelle stabilisiert den Komplex eine Reihe von 
van-der-Waals-Kcintakten unter 3.4 A. Diese Kontakte sind 
im d(CGATCG)-Komplex zahlreicher als im d(CGTACG)- 
Komplex und gleichen moglicherweise BUS. daD die durch 
Wassermolekiile vermittelten Wasserstoffbriickenwechsel- 
wirkungen schwiicher sind als der direkte NHY-Kontakt im 
AT-Komplex. Vorhersagen iiber die Bedeutung elek- 
trostatischer Wechselwirkungen zwischen den negativ gela- 
denen Phosphatgruppen und positiv geladenen Zuckersuh- 
stituenten wurden durch die Ergebnisse der Kristall- 
strukturanalyse nicht gestiitzt. 

Zwei weitere Aspekte dieser Hochauflosungsuntersuchun- 
gen sind erwiihnenswert: Anderungen der Wirkstoffstruktur 
und die Verformung der DNA-Doppelhelix. Daunomycin 
und iihnliche Molskiile bestehen aus einem starren aromati- 
schen System und einem beweglichen Zuckerteil. Der Ver- 
gleich der Kristallstrukturen von freien und komplexierten 
Wirkstoffmolekiilsn zeigt. daD Veriinderungen in den Struk- 
turen fast ausschlicDlich im Zuckerteil vorkommen. Der Ver- 
gleich der beiden Hexamer-Daunomycin-Komplexe ergibt 
nur sehr geringe strukturelle Unterschiede. die wiederum nur 
im Zuckerteil auftreten. Die Verformung der DNA kann nur 
indirekt abgeschiitzt werden. da die Strukturen der nicht 

komplexierten Hexamere bisher noch unbekannt sind. Die 
Doppelhelix 1st deutlich asymmetrisch verformt, und es ist 
moglich. den Gesamtentwindungswinkel abzuschiitzen; er 
betriigt ungefiihr 8 pro Daunomycin-Molekiil. Bisher kann 
die Wirkung unterschiedlicher Wirkstoffmnlekiile. die an 
das gleiche Oligomer gebunden sind. noch nicht genau abge- 
schitzt werden. da nur vorliiufige Berichte iiber die anderen 
Strukturen vorliegen. 

Kiirzlich wurde iiber einen Komplex iwischen 
d(CGTpsACG) und dem Monointercalator Nogalamycin 
berichtet[ I 2  I .  1221 . In diesem Wirkstoff sind zwei Zuckerreste 
an den Aglyconchromophor gebunden. wobei der Nogalose- 
substituent in der kleinen Furche und die Aininoglucose in 
der grorjen Furche komplexiert. Genau wie in der Daunomy- 
cin-Familie gibt es zahlreiche hydrophobe Wechselwirkun- 
gen. die den Komplex stabilisieren. Eine genaue Betrachtung 
der Aglyconringe zeigt. daD bei Nogalamycin der Wirkstoff 
stirker in Richtung der kleinen Furche des Doppelstranges 
ausgerichtet ist als bei Daunomycin. Das kiinnte eventuell 
damit erkliirt werden, daD ein Abschnitt des Nogalamycins 
in der groBen Furche untergebracht werden muD. Die Ver- 
schiebung verstiirkt so die hydrophoben Wechselwirkungen 
auf dieser Seite des Molekiils. und der bewegliche Zuckerrest 
auf der Seite der kleinen Furche ist wiederum in der Lage 
sich anzupassen. urn die Wechselwirkungen mit der DNA zu 
maximieren. 

Die grundlegenden Strukturmerkmale der oben behandel- 
ten DNA-Wirkstoff-Komplexe werden durch Untersuchun- 
gen an Kornplexen rnit den difunktionellen Intercalatoren 
Triostin A und Echinomycin (siehe Abb. 20) erhirtet und 
e r ~ e i t e r t [ ~ ~ .  1241.  Diese Molekiile enthalten zwei planare 
Chinoxalingruppen. die durch ein recht Starres cyclisches 
Depsipeptidsystem getrennt sind. Die beiden Chromophore 
sind (rnit Hilfe von ISerineinheiten) optimal ausgerichtet. 
um zu intercalieren und zwei benachbarte Basenpaare auf 
der Seite der kleinen Furche der B-DNA-Helix zu verklam- 
mern. Zwei Ansichten eines Octamer-Di-intercalator-Kom- 
plexes sind in Abbildung 23 dargestellt. In diesem Komplex 

Abb.  23 Blick auf  den d((i('(XAC'(i(.) Trioatin-Komplcx. der win C)rri ,q/r ,I .  el 
al. charakterisiert wurde [ X j ] .  Der hohe Grad an  Verformung der DNA fiihrt 
LU einem leiterartigen Doppelstrang. i t )  Seitennnsichl de\ Wirkstoffs, die die 
doppelle Intercalation verdeutlichl. b) Ansicht von der Seile der groDen Furche 
der D N A  In beiden Fallen 1x1 der Wirkctoffals Punkroherfliche gweichnet. die 
50% des van-der-W;i;ils-Bereich~ dar.crellt 
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ist die Entwindung der Doppelhelix sehr vie1 stirker als in 
den Komplexen rnit monofunktionellen Intercalatoren. Die 
DNA gleicht hier vie1 eher einer Leiter als einer Doppelhelix. 
Wie bei den rnonofunktionalen Intercalatoren gibt es be- 
stirnrnte Wasserstoffbriicken zwischen den funktionellen 
Gruppen des Wirkstoffs. den Alanin-Arnidgruppen und den 
Nucleotidbasen (Guaninen) an der Intercalationsstelle, die 
fur die Spezifitit des Wirkstoffs entscheidend sind. Das Er- 
staunlichste an diesen Strukturen. das zudem in den vielen 
theoretischen Untersuchungen iiber bifunktionelle Interca- 
lation nicht vorhergesagt wurde, ist der Bruch der Watson- 
Crick-Wasserstoffbriicken in den Basenpaaren. die dem in- 
tercalierenden Chinoxalinring benachbart sind. Das zentrale 
A T-Basenpaar und die G . C-Paare an jedem Ende haben 
nun Hoogsteen-Geornetrie" "I. Diese Paarung tritt dann 
auf. wenn die Purine statt der normalen anri-Ausrichtung 
eine sw-Ausrichtung um die glycosidische Bindung anneh- 
men. Die verinderte Basenpaarung errnoglicht einen vie1 en- 
geren DNA-Wirkstoff-Kontakt und fiihrt zu starken van- 
der-Waals-~echselwirkungen. Solche Wechselwirkungen 
scheinen die wesentlichen Faktoren bei der Stabilisierung 
dieser DNA-Wirkstoff-Komplexe zu sein. 

8.3. Molekiile, die in der kleinen Furche binden 

Es gibt cine Reihe von Veroffentlichungen iiber Struktur- 
untersuchungen an Molekiilen, die in der kleinen Furche 
binden. insbesondere iiber Distamycin. Netropsin. Hoechst 
33258 (siehe Abb. 20). DAPl (4',6-Diamidin-2-phenylindol) 
und kiirzlich auch iiber Berenil. jeweils im Kornplex rnit dem 
Dickerson-Drew-Dodecamer d(CGCGAATTCGCG) oder 
einer seiner Varianten. Die Abbildungen 24 und 25 zeigen, 

Ahh.  25.  Eine ..Nahaufnahrne" der d(<'(;CAAAI~TT(;('~)-l)t,tarn~cin- 
Wechseluirkungen. D i e  Waserstoflhriicken m i x h e n  dern Wirkbtoff und der 
D N A  stnd durch gestrichelte Linien syrnholistert. 

bei einer geringeren Auflosung (2.2 und 1.4 A )  durchgefiihrt. 
so daR bei der Wertung von Einzelheiten und bei SchluRfol- 
gerungen Vorsicht angebracht ist. Im Falle des Komplexes 
aus d(CGCGAATTCGCG) und Hoechst 33258 fiihrten 
zwei unabhingig durchgefiihrte Strukturanalysen zu unter- 
schiedlichen Ergebnissen. Eine Analysell ''I ergab. daR der 
Wirkstoff an die vier zentralen AATT-Basenpaare bindet. 
wihrend a m  der anderen Analyse1'271 eine asymmetrische 
Bindung an die ATTC-Region folgte. In NMR-spektrosko- 
pischen Untersuchungen wurde lediglich die symmetrische 
Bindung an AATT beobachtetI'2H1. 

Es 1st interessant festzustellen. dab der gleiche Wirkstoff. 
wenn er rnit dem modifizierten DNA-Dodecamer 
d(CGCGATATCGCG) komplexiert wird. mit umgekehrter 
Orientierung bindet und die GATAT-Region abdecktl"']. 
Dieser Befund widerspricht auch friiheren Ergebnissen. nach 
denen die Molekiile. die in der kleinen Furche binden. wenig 
EinfluD auf die DNA-Struktur haben und lediglich das Was- 
serriickgrat in der kleinen Furche verschieben. Im 
d(CGCGATATCGCG)-Komplex wird die Helixdrehung 
zwischen den ApT- und den TpA-Schritten gegeniiber der 
umgekehrt. die in1 Abschnitt iiber alternierende DNA be- 
schrieben wurde. Zusiitzlich wird ein Thyminrest gedreht. 
u m  die Bildung von Wasserstoffbriicken rnit dem Wirkstoff 
zu erleichtern. 

Bei einigen Wirkstoffen. die in der Furche binden. treten 
iiberraschend grol3e Konformationsinderungen auf. Dazu 
zihlen Anderungen der Diederwinkel zwischen den vier star- 
ren Einheiten des Hoechst-Wirkstoffes. Es ist rnoglich. da13 
in einigen Komplexen der Wirkstoff nur die geordnete Was- 
serstruktur in der engen kleinen Furche passiv crsetzt, wih-  
rend in anderen Fillen diese Furche kein Merkmal der nati- 
ven gelosten Sequenz ist, sondern durch aktive 
Wechselwirkungen mit dem geeigneten Wirkstoff hervorge- 
rufen wird. 

Ahb. 24. Stcreohild der Struktur  des d(CGCAAATTTGCG)/Distarnycin- 
Kornplexes 1271. Die B-DNA-Gesfalt des Oligonuclcotids IS! unverindert, und 
der Wirkstoff, der in die kleine Furche paOt, is! als Punktoberfliche gereichnet. 
die 50% des van-dcr-Waals-Bereichs darstellt. 8.4. Cisplatin 

Die zufillige Entdeckung. daR c,is-Diammindichloropla- 
tin(ri) mit DNA in Wechselwirkung trittIt301, hat einen der in 
der Medizin erfolgreichsten Wirkstoffe zur Bekimpfung von 
Krebs hervorgebracht. der jedoch schwerwiegende Neben- 
wirkungen hat. Das Platin koordiniert an Purine, insbeson- 

wie diese Wirkstoffe rnit DNA wechselwirken. Quellenanga- 
ben und kristallographische Daten sind Tabelle 13 im An- 
hang zu entnehrnen. Anders als bei den im vorigen Abschnitt 
vorgestellten Komplexen wurden die Strukturbestimmungen 



dere an benachbarte Guanine: Trinkexperimente zur Anla- 
gerung von Schwermetallen an d(CGCGAATTCGCG) 
ergaben Hinweise darauf, daD das Platinatom von den N7- 
Atomen der Guaninmolekiile komplexiert ~ i r d [ ' ~ ' ] .  Unter- 
suchungen zur Wirkstoff-pGpG-Wechselwirkung haben ge- 
zeigt, daD dieser Wirkstoff im DNA-Doppelstrang 
vermutlich starke lokale Verformungen hervorruft[I3'. 1 3 3 1 .  

8.5. Allgemeine Prinzipien der 
DNA-Wirkstoff- Wechselwirkungen 

In allen bislang besprochenen DNA-Antibiotica-Kom- 
plexen traten hauptsachlich Wechselwirkungen des Wirk- 
stoffes rnit der kleinen Furche der B-DNA auf, in gewissem 
Mane jedoch auch Veriinderungen der groUen Furche. Es 
wurden bisher noch keine direkten elektrostatischen Wech- 
selwirkungen zwischen geladenen Teilen eines Wirkstoffes 
und dem negativ geladenen Zucker-Phosphat-Riickgrat 
nachgewiesen. Zu den Wechselwirkungen zwischen Wirk- 
stoff und DNA gahoren irn allgemeinen direkte Wasserstoff- 
briicken zwischen den funktionellen Gruppen beider Korn- 
ponenten sowie Wasserstoffbriickenkontakte zwischen 
ihnen, die durch Wasserstoffmolekiile oder Gegenionen ver- 
mittelt werden. Van-der-Waals-Kriifte tragen in bedeuten- 
dem MaRe zur Stiibilisierung der Komplexe bei und konnen 
zu schwerwiegenden Storungen der iiblichen Watson-Crick- 
Geometrie der DNA-Helix fiihren. Im Extremfall konnen 
solche Storungen die Bildung von Hoogsteen-Basenpaaren 
anstelle der nornialen Watson-Crick-Paare bewirken. Die 
Wechselwirkung rnit der DNA fiihrt dariiber hinaus auch zu 
einigen Anderungen in der Konformation der Wirkstoffe 
selbst. 

Die Intercalation an bestimmten Basenschritten llfit sich 
durch Wasserstof'fbriickenwechselwirkungen erkliiren. Die 
Vorliebe der in der kleinen Furche bindenden Molekiile fur 
A T-reiche Regionen scheint mit der Notwendigkeit zusarn- 
menzuhingen, die van-der-Waals-Wechselwirkungen zu ma- 
ximieren. In manchen Sequenzen ist die kleine Furche in 
dieser Region besonders schmal. Dadurch kommt eine 
schmale Furche mit hydrophoben Wiinden und einem pola- 
ren Boden zustande, die sich fur Wechselwirkungen rnit den 
hehandelten Arten organischer Molekiile gut eignet. Bei an- 
deren Sequenzen ruft der Wirkstoff erst die Verengung der 
kleinen Furche in der A . T-reichen Region hervor, um enge 
van-der-Waals-Kontakte moglich zu machen. Es wire sehr 
vie1 schwieriger. die Verengung einer Furche in der Guanin- 
haltigen Region herbeizufiihren, da die N2-Gruppe von Gu- 
anin das Eindringen des Wirkstoffes in die kleine Furche 
verhindern wiirde[' 34. ' 351. Diese allgemeinen Prinzipien, die 
sich aus Strukturanalysen ergaben, bieten niitzliche Richtli- 
nien fur den Synthesecherniker, der eflizientere und sequenz- 
spezifische DNA-bindende Wirkstoffe entwirft. 

9. Ausblick 

Kristallogrdphen behaupten nicht wie der Wahrsager mit 
seiner Kristallkupel, die Zukunft vorhersagen zu konnen. 
Doch die in den letzten Jahren erzielten Erfolge bei der 
Strukturbestimm~ing sowie die Beteiligung einer grofieren 

Zahl von Arbeitsgruppen deuten darduf hin, daU die kom- 
menden zehn Jahre viele neue Ergebnisse bringen werden. 
Wir erwarten eine Fiille neuer Daten iiber die Konformatio- 
nen der verschiedenen Basenschritte in unterschiedlichen Se- 
quenzen und Kristallumgebungen. Es ist moglich, daU man 
einige Regeln fur die Schrittekonformationen finden wird, 
doch sollten wir auch nicht zu sehr enttluscht sein, wenn sich 
aufgrund der extremen Beweglichkeit der DNA-Doppelhelix 
keine einfachen Zusamrnenhiinge ergeben sollten. Die Band- 
breite an Oligonucleotidstrukturen. die erfolgreich rnit 
Rontgenbeugungsmethoden analysiert werden konnen. wird 
durch die Entwicklung von Synthesetechniken vergroDert 
werden. die die PrCparation groflerer Mengen reiner Oligo- 
nucleotide vereinfachen, aber auch durch verbesserte Tech- 
niken der Datensammlung (Synchrotronquellen. Flichende- 
tektoren usw.) und durch die Verwendung von Methoden 
der anomalen Dispersion fur die Strukturlosung. 

Ohne Zweifel wird man sich verstarkt den DNA-Wirk- 
stoff-Komplexen rnit den wichtigsten Antibiotica und Anti- 
krebsmitteln zuwenden. Eine Reihe von Arbeitsgruppen be- 
fal3t sich bereits mit anderen Wirkstoffklassen. z. B. rnit 
jenen, die kovalente oder Inter-Strang-Bindungen eingehen. 
Solche Untersuchungen werden rnit Sicherheit zu einem bes- 
seren Verstandnis der DNA-Wirkstoff-Wechselwirkung fiih- 
ren und moglicherweise die Entwicklung neuer Antikrebs- 
mittel fordern. 

Es konnte auch versucht werden. Molekiile zu synthetisie- 
ren. die in der groBen statt in der kleinen Furche Wechselwir- 
kungen eingehen. VorschlCge fur solche neuen Verbindungen 
konnten sich unter anderem aus der Analyse von Wirkstof- 
fen wie Nogalomycin ergeben. die EinfluD auf die grol3e Fur- 
che haben; eine bessere Charakterisierung der DNA-Pro- 
tein-Wechselwirkungen. die hauptsiichlich in der groDen 
Furche auftreten, konnte ebenfalls hilfreich sein. Wir erwar- 
ten einen explosionsartigen Anstieg der Zahl analysierter 
DNA-Protein-Komplexe. 

Einer der Hauptwachstumsbereiche ist wahrscheinlich das 
Gebiet der RNA-Strukturen. Nach jahrelangen MiDerfolgen 
ist die Synthese von RNA-Fragmenten nun zu einem reali- 
sierbaren Vorhaben geworden, und kiinftige Entwicklungen 
in der RNA-Chemie lassen uns darauf hoffen, dal) in zehn 
Jahren ein ahnlicher Ubersichtsartikel wie dieser Hunderte 
von RNA-Strukturen aufzihlen wird. 

Eine enge Zusarnmenarbeit zwischen Vertretern vieler 
Disziplinen. die unterschiedliche Ansltze und Techniken an- 
wenden, wird fur diese Forschung unerld3lich sein, wenn wir 
die strukturellen Grundlagen der DNA- und RNA-Funkti- 
on in den unzihligen biologischen Prozessen. an denen diese 
einzigartigen Polymere beteiligt sind, wirklich verstehen wol- 
len. 
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10. Anhang 

I n  den Tabellen 5-13 sind die Ergebnisse von Rontgen- 
beugungsanalysen an ausgewihlten Oligonucleotidfragmen- 
ten aus den Jahren 1980 bis 1990 aufgelistet. Dabei enthalten 
die Tabellen 5 -7  ausgewiihlte Daten fur DNA-Fragmente. 
die als A-. B- bzw. 2-Helices kristallisieren. Fur jede Kristall- 
struktur werden folgende Informationen angegeben : Tempe- 
ratur wahrend der Datensammlung, Raumgruppe. Zelldi- 
mensionen. Auflosung der Analyse. R-Wert, Zahl Ns,Iv. der 

durch die Analyse lokalisierten Losungsmittelmolekule und 
Volurnen V pro Basenpaar. Das Volumen pro Basenpaar 
wird berechnet. indem man das Volumen der asymmetri- 
schen Einheit duch die Zahl der Basenpaare in ihr dividiert. 
In  all diesen Kristallen bilden zwei Strange des Oligomers die 
Doppelhelix. und haufig hat diese keine kristallographische 
Symmetrie. 

In  Tabelle8 sind die entsprechenden Daten fur DNA- 
Fragmente mit Basenfehlpaaren zusammengestellt. Ein Ver- 
gleich dieser Tabelle mit den Tabellen 5-7 zeigt. dal3 

T a k l l e  5 .  Kristallographische Daren .iusgewahlrer A-Form-Oligonucleotide. loC = 5-lodcytosin. 

Sequenr r [ ('1 [c] Raumgruppe Dimensionen der Elenientartellc [A] Auflosung R N,, ,  I' [A'] 
I4 

, 
RT 
RT 
R T  
R T  
R T  
R T  

4 
R T  

- 15x 
RT 
I 5 X  
RT 
R T  
R T  
R T  
10 

R T  
0 

R T  

~ ~~ 

41.1 41.1 26.7 
45.0 45.0 41.5 
45. I 45.1 41 7 
45.3 45.3 42 3 
46.X 46.X 44.5 
43.2 43.2 24.6 
43.3 43.3 24.7 
42.4 42.4 24.x 
43.3 43.3 24.7 
42.7 42.7 24.6 
47.0 47.0 44.3 
43.6 43.6 41 5 
42.5 42.5 24 3 
42.1) 42.0 _ _  ' 5  I 
43.4 43.4 24.X 
45.3 45 3 24.7 
3Y.2 39 2 7x 0 
46.2 46.2 71 5 
24.2 43.5 49.4 
34 1 44.6 49.1 

~ 

7 7  

7 '  

1 .x 
2 5  
2 . 5  
1 8  
I .7 
2.0 
1 .x 
1.7 
2.9 
I .9 
7 7  

7 7  

7 '  _ -  
3 . 0  
2.1) 
2 . 5  
'0  
2.2 

~~ 

0.16 X6 
0.20 66 
0.14 x4 
0. I4 I04 
0 17  Y 
0.17 6X 
0.16 8X 
0.12 X6 
0.16 xx 
0.21 62 
0.12 45 
0.16 I00 
0. I5 70 
0.IX 80 
0. I5 82 
0.33 
0.1 x 36 
0.14 71 
0.16 179 
0.13 X6 

I409 
1519 
IS30 
I566 
1615 
1435 
1447 
1393 
1444 
I403 
I763 
1424 
1315 
I383 
1455, 
1410 
I772 
1836 
1300 
I334 

[a] Analyae mil Synchrotrons~rahlen.  [h]  Die aaymmetrische Einhcit hestcht i i u h  eincin Ein,&trang oder  :ius vier Basenpaaren. Erne meitahlige Achse entspricht der 
~weiriihligen S!, nmetrieachse dcs Oc.r;riner~Doppel~rranges. [c] RT = Kauinren~pcrnrur (Anpahe in dcr Origin~i lvcroffcnt l i~hung) .  

T:ibelle 6.  Kri\iallographische Dirten ;iu\gewiihlter R-Form-Oligonucleotide [a] 

Sequenr 7.1 C] [h]  Riiumgruppc Dimensionen der Elcmentarzelle [A] Aufliisung R N..!,, I' [A'] 
IA1 

K T  
-. '57 

7 
RT 

4 
6 

12 
R T  
KT 
KT 

4 
KT 

P?,2,  2, 24.9 40.4 66.2 

P 2 , 2 , 2 ,  24.2 40. I 63 Y 
P2 , & 2 ,  25.2 41.7 65 8 
P2,2,2,  25.4 40.7 65.X 
P?,?,?,  23.5 3 X . Y  66 6 
PZ,?,?, 24.5 40 3 65 Y 
P 2 ,  2 , 2 ,  25.6 10 .7  67.3 
P 2 , 2 , 2 ,  34.1) 39.2 20 6 
c2. /i = 117 32.2 25.5 34.x 

f'2,  2 , 2 ,  38 Y 3Y.6 33.2  

P 2 , 2 , 2 ,  -. ' 3  . 4 2Y.3 65 3 

R3 65.Y 65.5) 47.1 

1 .Y 
2.7 
2 . 3  
2.5 
2 5  

2.6 
2 I) 

1 .6 
2.X 
I .x 

' 7  

2 ,  _ _  

0. I x 
0.15 
0. I7 
0.16 
0 2 0  
0 19 

0.17 
0.14 

0.15 
0.22 

0.20 

0.17 

X0 
X3 

1 I4  
32 
27 
43 
23 
x7 
72 

20 
42 

1385 
1253 
1293 
I440 
1417 
1268 
1355 
1461 
1175 
I275 
I640 
I278 

[a] BrC = 5-Brorncytosin. m6A = 6-Methyladenin. ps = Rh-Phosphorothioat [h] RT = Raumtempcratur 

Tahcllr 7 Kri.;r;,llogr;rphische Daren ausge\rahlter 2-Form-Oligonucleotide [a] 

Sequenr (borhandcne Kat ionrn)  Raumgruppe Dimensionen dcr Elenirntiirrelle [A] Auflbsung R NS"h v [A'] 
14 

d(CGCGCG) (%a.  Mg. Spermin) 
d(CGCGCG) ( h a .  Mg)  
d(mCGmC'GmC<i) (Mg.  Spermin) 
d(mC<;TAmC(ii (Mg.  Na) 
d(CG)r(CG)d(('G) 
d(CG)(araC)d(G( 'G) 
d(CGCG) ( M g  iind oder  Na)  
d(CGC(iCGC(i) ( M g  und,oder N a )  
d(CGCAT(iC'(i; IMg und oder N a )  

P2,  2,2 ,  
P 2 , 2 ,  2 ,  
PZ, 2 , 2 ,  

17.9 
I x.0 
17.X 
17.9 
1 x 3  
1 X.6 
19.5 
31 3 
30.') 

31 5 
31 0 
30.6 
30.4 
30.9 
30.7 
31.3 
31.3 
30.9 

44 6 
44 x 
45 4 
44 Y 
43 I 
42 Y 
64 7 
43 I ,  

43 I 

~ 

i ) .Y 
I .I) 
I 3  
1.2 
1 5  
1.5 
I . 5  
I .h 
2.5 

0 14 

0.16 
0.16 
0 20 
0 17 
0 . 2 1  
0 I Y  
0.16 

n.ix 
68 
xx 
Y X  
YX 
X2 
Y I  
x4 
x5 

~ 

1048 
1043 
1027 
1021 
1015 
1020 
1232 
1025 

YY 1 

[a] mC = 5-Methylcytosin. araC = Arahinosecytom 
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Tabelle X. Kristal1ogr;iphische Dillen einiger Oligonucleotide mil Nicht-Watson-Crick-Basenpaaren [a]. 

Sequenr Fehlpaar DNA- Raumgruppe Dimensionen der Elementarrelle [A] Auflosung R .v.,t. I.[A'] 
Form [A1 

d(<;GG(;CTCC) G . T A P6 1 45.2 45 2 42.9 2.2 0.14 52 I584 
d(GGGGTCCC) G . T A P6 I 44.7 44.7 42.4 2.1 0.14 104 1529 

d(GG IGCTCC) 1 . T  A P6 I 45.1 45.1 45.5 I .7 0.14 X I  I600 
d(GGGTGCCC) ( i  . T A P6 I 45.6 45.6 41 0 2.5 0.15 63 I507 

d(CCAAGATTGG) Ci A B C.2~ /I = 119 32.5 26.2 34.3 1.3 0.17 4x 1278 
d(C<iC<iAATTAGC(i) Ci A n P2,2,2,  25 7 41 .Y 65.2 2.5 0 17 x3 1464 
d(CGCAAATTGGCC,) Ci A B P2 I  2,2, 25.2 41 .2 65.0 2.3 0.16 94 1406 

d(CGCAAATTCGCG) C . A B P 2 , 2 , 2 ,  25.4 41.4 65.2 2.5 0.19 XZ 1428 
d(CGCGAATTTGC(j) G . T n P 2 , 2 , 2 ,  25.5 41.2 65.6 2.5 0 18 71 1436 

d(CGC1AATTAGCG) I A n P2,2 ,2 ,  25.8 41.9 65.1 2.5 0.19 64 I466 

d( TGCGCG) G . T  7. P 2 , 2 , 2 ,  17.9 30.7 45.1 1.5 0.18 1033 
d(BrlJGCGCG) RrIJ G Z P?,?,?, 17.1) 30.9 4Y.Y -._ 7 7  0.16 64 1152 
d(CGCGTG) G . T  Z P2,  2,2 I 17.5 31 6 45.6 1 .0 0 . 2 0  Y l  I048 
d(CGCGFUG) G ' Fu z P2,2,2,  17.8 31.3 45.4 I .5 0.20 64 I047 
d(CGCGXG) G . X  7. P 2 , 2 , 2 ,  1 x 2  30.4 43 Y I .7 0.16 7') 1012 

[a] BrU = 5-Bromuridin. FU = 5-Fluoruridin. X = N4-Methoxycytosin 

Tabelle 9. Kristal1ogr;iphiache Daten einiger Oligonucleotide r n i t  rusatrlichen Basen 

Sequeni. 7- [  C.1 [a] Raumgruppe Dimensionen der Elementarzelle [A] Aulliisung [A] R 

d(CGCAGAATTCM'G) - I50 c2. p = YY 78.5 42.x 25.2 2.X 0.15 
d(CGCGAAATTTAC(;CG) 4 1222 37.0 53.7 101.6 3.0 0.24 
d(C(;('GCGTTTTC'GI_GCG) RT c2. /{ = Y5 57.2 21 6 36.4 2.1 0.23 

[a] RT = R;iumtemperatur. 

Tabelle 10 Mittlere H(4ixparamctcr fur ausgewihlte rechtshindige Oligonucleotide [a] 

Scquenz Helixdrehung [ ] I [A] Kippwinkel [ ] Propeller- " [A1 n [A1 
Verdrillung [ ] klein groD 

~~~~ 

A -Form 
d( GGTATACC) 
d(GGGGCCCC1 
d(GGGCGCCC) 
d(GGCCGGCC) 
d( IoCCGG) 
d(CTCTAGAG) 
rf GCG)d(TATACGC) 
r(UIJAUAUAUAUAIIAA) 
Faser-A-DNA [b] 

B-bhrni 
d(CGCGAATTCG('G 
d(C(iCGAATTBrCGCG) 
d(GpCGpCGpC) [el 
Faser-B-DNA [h] 

32 
32 
32 
33 
34 
32 
33 
33 
33 

36 
36 
37 34 
36 

2.Y 
2.9 
3.3 
3.1 
2 8  
3.1 
2.5 
2.8 
2.6 

3.3 
3 4  
3.5'3.3 
3.4 

13 
13 
7 

I 2  
14 
10 
I Y  
17 
7 7  -- 

2 
- 2  

2 
0 

I 0  
I 0  
12 
13 
16 
11 
I 2  
19 
6 

13 
18 

Y 
13 

10.2 
10 .1  
9.5 
9.x 
9.5 
8.7 

10.2 
10.2 
11.0 

5.3 
4 6  
6.4 
6.0 

6.3 
6.8 

10.1 
7.5 
4.x 
8.0 
3.2 
3.7 
2.4 

11.7 
12 2 
10.2 
11.4 

4.0 
4.1 
3.7 
3 5  
3 5  
3.6 
4.5 
3.6 
4.4 

- 0.2 
- 0.2 
- 0.6 
- 0.6 

[a] loC = 5-lodcytosin RrC = 5-Bromcytosin. [b] Aus Beugungsdaten an Fasern 11431. [c] Dieses Oligonucleotid liegt in Lwei Konformationen vor 

innerhalb jedes Konformationstyps (A, B oder Z) die Oligo- 
nucleotide mit Fehlpaaren isomorph mit den nativen Oligo- 
nucleotiden kristallisieren. die nur Watson-Crick-komple- 
mentire Basenpaare aufweisen. Tabelle 9 enthilt Daten iiber 
drei Oligonucleotide mit zusitzlichen Basen. 

I n  Tabelle 10 sind die globalen Helixparameter fur A- und 
B-Helices, wie sie in typischen Einkristalluntersuchungen er- 
mittelt wurden. und zu Vergleichszwecken Werte aus Beu- 
gungsuntersuchungen an Fasern zusammengefant. Die Ta- 
belle beschrinkt sich auf Helices. die ausschlielkh 
Watson-Crick-Basenpaare enthalten. Angegeben sind die 
Helixdrehung. der Anstieg .Y pro Basenpaar. der Kippwinkel 
des Basenpaares. die Propeller-Verdrillung. die Furchenwei- 
te II'  und die Verschiebung D der Basenpaare relativ zur 
Helixachse. Diese Parameter lassen sich am besten im Zu- 
sammenhang mit den Abbildungen 26-32 und den in Ab- 
schnitt 10.1 gegebenen Definitionen verstehen. Man beach- 
te. dan sich diesc Parameter je nach DNA-Fragmenten 

Tabelle 1 I .  Vergleich der A-. R- und 2-DNA 

A-DNA [a] B-DNA [;I] €3-DNA [h]  2-DNA [c] 

Helixdrehsinn 
Basenpaare pro Windung 
Helixdrehung [ ] 
Anstieg pro Basenpaar [ A ]  
Helixsteigung [A] 
Kippwinkel rwischen 
Basenpaaren [ ] 
Abstinde der P-Atome 
von der Helixachse [A] 
Anordnung relativ zur 
glycosidischen Bindung 
Konformntion des 
Zuckerrestes 

rechtshir 
I I  
32.7 
2.Y 
32 
13 

Y.5 

llrlll 

C3'.~~lId,l 

idig rechtshindig 
I 0  
36.0 
3.4 
34 
0 

Y 3  

111111 

d i r  untei 
schiedlich 

rechtshindig 
1 0  
34.1. 36 x 
3.5. 3 3 
34 
0 

9.1 

11f111 

C2'-<.f l~kl  

I inkshhhg 
I 2  (6  Dirncrc) 
- 10. 50 
3 7  
45 
- 7  

6.9. x.0 

11f111. T i l l  

C2'- l~l l~kl,  

C3'-<,111/0 [d] 

[a] Die Zahlen wurden durch Mittelwertbildung :ius den glohulen Parametern der ent- 
sprechenden Doppelhelixfragmente erhalten. [b] Die B'-DNA-Werte gelten fur eine 
Konformation des Doppelhelix-Ruckgrats. die xwischen den Konformationen I und I I  
wechselt [24]. [c] Die beiden Wertc fur die Helixdrehung und die Abstande der P-Atome 
gelten fur die CpG- und GpC-Schritte. die iihrigen Doppelangaben gelten fur  Cytidin 
und Guanosin. [d] Angabe fur beiden Konformationen. 
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Tabelle 12 Mittlere Torsionswinkel [ ] auegewihlrer rechtshlndiger Oligonucleotide (siehe Abb. 27). 

~(Glycosyl) Sequenz a(P-05') /j(05'-C5') 7(C5 ' -C4)  h ( C 4 T 3 ' )  c(C3'-03') <(03'-P) 

d(GGTATACC) - 62 I73 5 2  X8 - 152 - 78 - I60 
d(GGGGCCCC) - 76 178 63 84 - 156 70 - i5x 
d(1oCCGG) - 73 I80 64 89 - 157 - 66 - 157 
d(GGCCGGCC) [a] - 67 I70 58 80 - 142 - 76 - I62 

d(GCCCGGGG) [a] - 71 177 55 85 - 165 - 64 - 159 
d(GGGCGCCC) [a] - 71 178 62 80 - 158 - 70 - 163 
d(GGGATCCC) - 101 181 81 81 - 164 - 63 - 164 
r(GCG)d(TATACGC) - 69 I75 58 82 - 151 - 75 - 162 
r(UUAUAUAUAUAUAA) - 61 169 53 80 - 148 ~ 79 - 159 
A-DNA [b] - 50 172 42 79 - 146 - 78 - 159 
A-RNA [b] - 68 I78 54 82 - 153 - 71 - 158 

d(CGCGAATT(:GCG) - 63 171 54 122 - 169 - I08 - 117 
d(CGCGAATTI%rCGCG) - 62 170 55 I20 - 169 - 109 - I20 

B-DNA [bl - 33 I38 33 142 - 141 - 157 - 139 

A-Form 

d(CCCCGGGG) [a] - 87 I82 72 79 I53 - 66 - 162 
d(CTCTAGAG) [a] - 76 I70 52 79 - 175 - 54 156 

B-Form 

d(GpsCGpsCGpsC) [c] - 53 I54 46 138 - 164i-114 - 102'--192 - 109 

[a] z und 7 des fdnften Nucleotids sind ausgeschlossen. [b] Aus Beugungsdaten an Fasern [143]. [c] Zwei Werte rtehen fur die Konformationen I und I I .  

Tabelle 13. Krisiallographische Daten ausgewlhlter DNA-Antibiotica-Komplexe. BrC = 5-Bromcytosin. 

Komplex 

d(CGTACG)/Trtostin A la] 
d(CGTACG)/Echinomycin [a] 
d(GCGTACGC)/Triostin A [a] 
d(CGTACG)/ Da unomycin [a] 
d(CGATCG)/Diiunomycin [b] 
d(CGCGAATT(:GCG)/Hoechst 33258 [b] 
d(CGCGAATT(_GCG)/Hoechst 33258 [b] 
d(CGCGAATTllrCGCG)/Netropsin 
d(CGCGATATC'GCG)/Netropsin 
d(CGCAAATTTGCG)/Dislamycin 
d(CGCGAATT(:GCG)/Cisplatin 

T [ ' C ]  Raumgruppe Dimensionen der Elementarzelle [A] Auflosung 
I 4  

N,," R 

- 16 
- 16 

12 
- 15 

4 
RT 
RT 
RT 
RT 
RT 
RT 

F222 
FZ22 
P6,22 
P4,2,2 
P4,2,2 
P2,2,2, 
p21212, 
P2,2,?,  
P2,2,2 I 

p21212, 
P2,2,2 I 

31.4 62 4 61 3 
30.7 62.6 61.7 
40.9 40.9 80 7 
27.9 27.9 52.7 
28.0 28.0 52.9 
25 0 40.3 65.9 
25.2 40.6 66.1 
24.3 39.6 63.6 
25.5 41.3 66.9 
25.2 41.1 64.7 
24.2 39.3 66.1 

1 7  

2 2  
I .2 
1 S 
2.2 
2.2 
2.2 
7.4 

2.6 

I .x 

7 7  -,- 

137 19 
88 20 
91 20 
83 18 
40 25 

175 14 
126 16 
75 25 
60 20 
70 20 

128 17 

[a] Zwei Wirkstoffmolekule pro Doppeklrdng. [b] Fur diesen Komplex existieren zwei unabhingige Strukturuntersuchungen. 

betrachtlich unterscheiden konnen. Diese Variationen lassen 
sich auf Unterschiede in der Basensequenz zuriickfiihren. 
insbesondere dann, wenn Oligonucleotide mit gleichem 
Strukturmotiv verglichen werden. Die Furchenweite ist einer 
der besonders betroffenen Parameter. In A-Typ-Kristallen 
liegt die Weite der kleinen Furche zwischen 10.2 und 8.7 A 
(bei einem Faserwert von 11.04 A) und die groBe Furche 
zwischen 10. I und 3.2 8, (Faserwert 2.4 A). Kiirzlich erschie- 
nen zwei Berichtel3, iiber Variationen der globalen und 
lokalen Parameter derselben Sequenz, die in zwei verschiede- 
nen Raumgruppen, d. h. mit zwei verschiedenen Kristallum- 
gebungen kristallisierte. Diese Untersuchungen erhellen den 
relativen EinfluB von Basensequenzen und Gitterkraften auf 
die Konformation. 

In Tabelle 11 sind wichtige Parameter der A-, B- und Z- 
DNA verglichen. Tabelle 12 enthalt die Torsionswinkel aus- 
gewahlter Oligonucleotide und Tabelle 13 wichtige Struktur- 
parameter von DNA-Wirkstoff-Komplexen. 

10.1. Definitionen von Begriffen zur Charakterisierung 
von Oligonucleotidstrukturen 

In diesem Abschnitt geben wir Definitionen der wichtig- 
sten Begriffe. die zur detaillierten Charakterisierung von Oli- 

gonucleotidstrukturen verwendet werden. Sie enthalten die 
IUPAC-IUB-Empfehlungen[' und die von Dickerson et 
al. eingefiihrte Definiti~nenI'~'.  l3'], die in weit verbreiteten 
HELIB/NEWHELIX-Computerprogramme Eingang ge- 
funden haben. Die wichtigsten Gruppen. die sich mit der 
Entwicklung von Algorithmen zur Analyse von Oligonucle- 
otidstrukturen beschaftigen, haben sich kiirzlich auf eine 
iiberarbeitete Nomenklatur geeinigt['391. Wir verwenden die 
neuen Ausdriicke in diesem Text. 

10.2. Der Oligonucleotideinzelstrang 

Abbildung 26 zeigt ein DNA-Fragment rnit der Sequenz 
Adenosin (A), Guanosin (G), Cytidin (C) und Thymidin (T). 
Die Basen sind iiber 3',5'-Phosphordiesterbindungen ver- 
kniipft. Das Fragment kann als d(S'ApGpCpT3') oder, ge- 
briuchlicher, als d(AGCT) bezeichnet werden. Man beachte. 
daB das Fragment selbstkomplementiir im Watson-Crick- 
Sinne ist. Abbildung 27 zeigt das Atomnumerierungsschema 
und die Definition der Torsionswinkel. In Abbildung 28 sind 
Aspekte der Nucleosidgeometrie fur Purine in den Orientie- 
rungen svn und anfi sowie der intermolekulare Phosphor- 
Phosphor-Abstand fur beide Zuckerkonformationen ge- 
zeigt. 
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Abb. 28. Nucleosidgeometrien. Links: die beiden Hauptkonformationen der 
Furanose. wie man sie bei Strukturuntersuchungen findet. sowie deren Auswir- 
kung auf den Phosphor-Phosphor-Abstand. Rechts: die s j n -  und anti-Konfor- 
mationen der  Purine relativ zum Furanosering 192. 1361. 

1 

02 

0 
I 
0 

AIN7I 

DIN21 11021 

Abb. 26. Die Formel fur ein DNA-Fragment der Sequenz Adenosin (A), Gu- 
anosin (G). Cytosin (C )  und Thymidin (T). verkniipft durch 3 'SPhosphord i -  
esterbindungen [9?. 1391. X kennzeichnet eine Nucleotideinheit. Y die Richtung 
der Kette. 

- 
3 

> I 

Abb. 29. Die Watson-Crick-Basenpaare G . C und T . A Die Liniendarstel- 
lungen unten sollen einen Eindruck von den Verschiebungen der funktionellen 
Gruppen der Basen geben. D steht fur eine Gruppe. die als Donor in einer 
Wasserstofiriicke fungieren kann. und A fur eine. die als Acceptor in Frage 
kommt; die Basenpaare werden durch eine Linie parallel zum N9-NI-Vektor 
dargestellt. Die groDe Furche ist oberhalb des Vektors, die kleine unterhalb. 

- Y 
N3 lPul 

05' 

t 2  lPyl 

H5'2 

Neigung 
(Kippwinkell 

- - -__- __ __  - - 

Abb. 27. Eine Darstellung des Zucker-Phosphat-Ruckgrats mil dern Numerie- 
rungsscherna und der Definition der  Torsionwinkel [92. 1361 (X und Y vgl. 
Abb.  26). Pu = Purinrest. Py = Pyrimidinrest. 

10.3. Die Basenpaare 

Die Watson-Cri~k-Basenpaare~~~~~ sind in Abbildung 29 
dargestellt. Die Abbildungen 30 und 31 zeigen Begriffsdefi- 
nitionen fur einzelne Basenpaare, die in Abbildung 32 dieje- 
nigen fiir aufeinanderfolgende Basenpaare. Bei den folgen- 
den Definitionen sind die englischen Ausdrucke jeweils in 
Klammern angegeben. 

Verschiebung (displacement) bedeutet den Abstand des 
C6(Py)-C8(Pu)-Vektors von der Helixachse. 

Propeller-Verdrillung (propeller twist) ist der Diederwin- 
kel zwischen den beiden Basenebenen, wenn man entlang des 
C6-C8-Vektors des Basenpaares schaut. 

Abb. 30. Schematische Zeichnung. um die Verschiebung. die Propeller-Verdril- 
lung und die Neigung (fruher Kippwinkel genannt) an einern C G-Basenpaar 
zu definieren. Der  C6(Py)-CS(Pu)-Vektor ist eingezeichnet. Er wird hiufig als 
Referenz genutzt. 

Neigung (inclination), fruher Kippwinkel des Basenpaares 
(base-pair tilt) genannt, definiert zum Teil die Orientierung 
eines Basenpaares relativ zur Helixachse. Sie beschreibt eine 
Rotation der Basenpaarebene urn die Pseudodyadenachse. 

Tip-Winkel (tip), friiher Rollwinkel des Basenpaares 
(base-pair roll) genannt. dient ebenfalls zur Definition der 
Orientierung eines Basenpaares relativ zur Helixachse. Er 
beschreibt eine Rotation der Basenpaarebene um eine Achse, 
die durch den C6-C8-Vektor angenahert wird. Diese Achse 
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H e l i x o c h s e  ( s e n k r e c h t l  10.4. Eigenschaften der Furchen 

Drehwinkel  e/t 
I ;  

Tip- Winkel 
IRollwinkelI 

.. 

H’l 
Neigung 

(Kippwinkell 

Ahb.  31. Zur  Dsfinition der Helixdrehung. der Neigung (friiher Kippwinkcl) 
und des Tip-Winkels (fruher Rollwinkel) fur das G C-Bascnpaar Die dunklen 
Halbkreise markteren die Positionen der A t o m  C6 und CX des Pyrimidin- bzw. 
Purinrests. 

Drehwinkel  
t Slide 

Abb. 32 Begriffsdefinitionen fur aulPin;inderfolgende Basenpaare. In Klam- 
mern stehen die alten Begriffe. Die Basenpaare sind ;tIs Quader  dargestellt. 
wohei die Seite der kleinen Furche sch.ittiert 1st und die C6(Py)-. CX(Pu)-Atome 
als dunkle Halbkreise a u f  den schmalen Seiten angedeutet sind. 

steht senkrecht sowohl auf der Helixachse als auch auf der 
Pseudodyadenachse. 

Auch die Helixdrehung (helix twist) definiert die Orientie- 
rung des Basenpaares in bezug auf die Helixachse. Sie wird 
berechnet. indem man aufeinanderfolgende C1’-C1’-Vekto- 
ren auf eine Ebene senkrecht zur Helixachse projiziert und 
den Winkel zwischen den projizierten Vektoren miBt. Man 
kann auch eine lokale Helixachse bestimmen und durch Pro- 
jektion der (3X8-Vektoren auf die gleiche Weise die lokale 
Helixdrehung berechnen. 

Brgrif/fSrle f in  it ionrti . f i r  u i ~ l ~ ~ i i i r i i i c l r ~ ; 7 l g ~ ~ n ~ ~ ~  Busenpaare : 
Roll- und Kippwinkel (roll, tilt) definieren die Winkel zwi- 
schen aufeinanderfolgenden Basenpaaren in Richtung der 
langen bzw. der kurzen Achse. 

Anstieg (rise) 1st der Abstand zwischen aufeinanderfolgen- 
den Basenpaaren entlang der Helixachse. 

Shift, friiher lateral slide genannt. bezeichnet die relative 
Verschiebung des Mittelpunktes des C6-C8-Vektors eines 
Basenpaares senkrecht zur langen Achse des vorausgehen- 
den Basenpaares. 

Slide. friiher longitudinal slide genannt, bezeichnet die 
entsprechende relative Verschiebung parallel zur langen 
Achse. 

Analytische Ausdriicke der Definitionen werden 
in [137 .  138.  1411 gegeben. Fur die Berechnung der globalen 
Helixachse wird der Leser auf‘” verwiesen. 

Es 1st wichtig, die Form der groBen und der kleinen Fur- 
che der Doppelhelix zu charakterisieren, da sie in vielen FZI- 
len den Zugang zu den funktionellen Gruppen der Basen fur 
sequenzspezifische Molekiile wie Wirkstoffe oder Proteine, 
aber auch das Hydratationsmuster beeinfluBt. Sie wird im 
allgemeinen uber die Furchenweite und die Furchentiefe 
charakterisiert. Die Furchenweite wird gleich dem kiirzesten 
Phosphor-Phosphor-Abstand abziiglich 5.8 8, gesetzt. um 
die van-der-Waals-Radien zweier Phosphatgruppen zu be- 
riicksichtigen. Die Tiefe der kleinen Furche wird erhalten, 
indem vom Abstand zwischen dem Phosphoratom und N2 
von Guanin, N3  von Adenin, 0 2  von Cytosin oder 0 2  von 
Thymin die Summe der van-der-Waals-Radien abgezogen 
wird. Die Tiefe der groBen Furche wird berechnet, indem 
vorn Abstand zwischen dem Phosphoratom und 0 6  von Gu- 
anin. N6 von Adenin, 0 4  von Thymin oder N4 von Cytosin 
die Summe der van-der-Waals-Radien abgezogen wird. Fur 
die van-der-Waals-Radien der Sauerstoff- und der Stick- 
stoffatome werden im allgemeinen 1.4 bzw. 1.5 8, ange- 
nommen. 
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