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Auch Pyranosyl-RNA bildet Haarnadel-
Strukturen®*

Ronald Micura, Martin Bolli, Norbert Windhab und
Albert Eschenmoser*

Professor Gerhard Quinkert zum 70. Geburtstag gewidmet

Die Entdeckung der Ribozyme!?- *! hat nicht zuletzt auch eine
Ausweitung unserer Vorstellungen iiber den Inhalt der Begriffe
Genotyp und Phinotyp bewirkt. Auf molekularer Ebene impli-
zieren diese nicht notwendigerweise eine Verkorperung unter-
schiedlicher Stoffklassen, wobei Stoffe der einen Klasse die Syn-
these von Stoffen der anderen codieren, sondern Geno- und
Phéinotyp kénnen Aspekte ein und derselben Stoffklasse sein,
indem die Funktionen des Genotyps iiber die konstitutionelle
und jene des Phénotyps iiber die konformative Vielfalt dieser
einen Stoffklasse wahrgenommen werden.'*! Die intrinsische
Bedingtheit der Konformation durch die Konstitution tritt da-
bei an die Stelle der Codierung der Synthese des Phinotyps
durch den Genotyp. Die Vereinfachung, die diese konzeptionel-
le Entwicklung fiir das Problem des Entwurfs &tiologischer
Modelle der Biogenese gebracht hat, findet unter anderem in der
Idee von einer ,,RNA-Welt*“!®) ihren Ausdruck.

Bei der chemischen Atiologie des Strukturtyps der natiirli-
chen Nucleinsiuren!® werden Nucleinsiure-Analoga, die aus
chemischer Sicht nach dem Kriterium der Selbstkonstituierbar-
keit als natlrliche Alternativen des Strukturtyps der RNA in
Betracht gekommen wiren, beziliglich biologisch relevanter,
chemischer Eigenschaften systematisch mit der natiirlichen
RNA verglichen. Ein oligonucleotidisches genetisches System
muB mehrere chemische Eigenschaften aufweisen, damit es als
solches funktionieren kann: In der Reihenfolge steigenden
Anspruchs sind dies die Speicherung kombinatorischer struk-
tureller Information durch Basenpaarung, die Fahigkeit zur
Selbstreplikation, eine durch die Sequenzvielfalt ,,codierte
Konformationsvielfalt und sequenzspezifische (und damit po-
tentiell ,,vererbbare**) katalytische Eigenschaften, die als (phé-
notypische) Selektionsfaktoren bei Replikationsfolgen agieren
kénnen.!”)

Untersuchungen an der Pyranosyl-RNA (,,p-RNA*) haben
ergeben, dall bei dieser RNA-Alternative nicht nur ein stir-
keres, sondern auch ein selektiveres Paarungssystem als bei
der RNA vorliegt.®® "1 Diese iiberraschenden Merkmale des
Pyranosyl-Isomers der natiirlichen RNA sind zuriickzufiithren
auf die konstitutionell vorgegebene, ausgeprigte Neigung zwi-
schen (approximierten) Riickgrat- und Basenpaar-Achsen so-
wie auf die konformative Rigiditidt des p-RNA-Pyranosylrings
und damit auf eine im Vergleich zum Furanosylring kleinere
Zahl frei drehbarer Bindungen im Riickgrat (Abb. 1). Ange-

[*] Prof. Dr. A. Eschenmoser, R. Micura, M. Bolli
Laboratorium fiir Organische Chemie
der Eidgendssischen Technischen Hochschule
Universitétstrasse 16, CH-8092 Ziirich (Schweiz)
Telefax: Int. +1/632-1043

Dr. N. Windhab
Institut fiir Pharmazeutische Chemie der Universitit, Biozentrum
Marie-Curie-StraBe 9, D-60439 Frankfurt/Main

[**) Chemie der Pyranosyl-RNA, 6. Mitteilung. Chemie von a-Aminonitrilen, 21.
Mitteilung. Diese Arbeit wurde von der Ciba-Geigy AG, Basel, und der Schul-
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danken wir fir die Aufnahme der MALDI-TOF-Spektren. - 5. bzw. 20. Mittei-
lung: Lit. [1].
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sichts des Unterschieds in der Strangbeweglichkeit ist es nicht
selbstverstandlich, daB in der p-RNA-Reihe mit der konstitutio-
nellen Vielfalt der Basensequenzen auch eine entsprechende kon-
Jormative Vielfalt einhergeht, wie dies fiir die RNA nicht nur
charakteristisch, sondern sowohl fiir ihre biologischen Funktio-
nen als auch fiir das &dtiologische Konzept einer ,,RNA-Welt*
essentiell ist. Allerdings ergab die qualitative Konformations-
analyse™ *2! fir die konstitutionelle Repetiereinheit eines p-
RNA-Einzelstranges mit der (repetitiven) Paarungskonforma-
tion insgesamt acht (nicht repetitive) Konformationen, die (im
idealisierten Modell) als Vermittler konformativer Vielfalt nicht
in die Basenpaarung einbezogener Strangbezirke in Frage kom-
men.

P - RNA
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0 Base o (') "OH
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Abb. 1. Konstitutionstyp von p-RNA und RNA sowie (idealisierte) Paarungskon-
formation von p-RNA [8].

Die wohl wichtigste Voraussetzung fiir die konformative Viel-
falt eines Oligonucleotid-Paarungssystems ist die Fahigkeit zur
Bildung von Haarnadel-Strukturen. Wir beschreiben hier, daB
die Pyranosyl-RNA solche Strukturen dhnlich leicht bildet wie
die RNA und demzufolge — wie diese - ein Potential fir phidno-
typische Eigenschaften aufweist.!'?!

Belehrt durch eine in orientierenden Vorversuchen gemachte
Feststellung, wonach die Schmelztemperatur eines p-RNA-Oli-
gonucleotids der Basensequenz pr(GCGCTTTTTGCGC) gera-
de knapp oberhalb des iiblichen Beobachtungsfensters liegt,
haben wir die in Tabelle 1 aufgefiihrten Basensequenzen synthe-

tisiert und auf ihre Paarungseigenschaften hin {iberpriift. Dabei
verwendeten wir die frither® ~9- 14 beschriebenen Methoden der
Herstellung, Reinigung und Charakterisierung von p-RNA-Oli-
gonucleotiden; insbesondere wurden die Molekulargewichte al-
ler aufgefilhrten Sequenzen durch MALDI-TOF-Massen-
spektrometrie!* ! iiberpriift. Die UV- und zum Teil auch CD-
spektroskopisch ermittelten Schmelztemperaturen!'® sind — mit
Ausnahme der Sequenz pr(GCGTTCGC) — unter den gewihl-
ten MeBbedingungen im wesentlichen unabhingig von der Oli-
gonucleotid-Konzentration (Tabelle 1, Abb. 2 und 3). Hieraus
und aus den entsprechenden thermodynamischen Daten (Tabel-
le 1) ist zu schlieBen, daB die Sequenzen (mit erwdhnter Ausnah-
me) unter den gewéhlten Bedingungen bei Raumtemperatur die
Sekundirstruktur von Haarnadel-Schleifen aufweisen.!*” Er-
fahrungsgemif variieren die Duplex-Schmelztemperaturen du-
plexbildender pr-Oligonucleotide dhnlicher Linge um ca. 10K
bei einer Konzentrationsdnderung von ca. 5 aufca. 100 pM. Die
fir die Sequenzen der Tabelle 1 bei der 7, -Bestimmung festge-
stellte Hyperchromie entspricht den fiir die betreffenden Haar-
nadelstamm-Basenpaare zu erwartenden Unterschieden, d.h.
fiir die Vertreter mit (A-T)-Basenpaaren ist sie durchwegs hoher
als fiir solche mit (G-C)-Basenpaaren!® ° und zudem — der An-
wesenheit von nicht-paarenden Basen entsprechend — generell
tiefer als bei den voll gepaarten Duplexen.

Sowohl die Abhingigkeit der Schmelztemperatur von der
Konzentration als auch die thermodynamischen Daten des
Schmelzvorgangs fiir die Sequenz pr(GCGTTCGC) verdeutli-
chen, daBl dieses Octamer der Duplexbildung gegeniiber der
Haarnadelbildung den Vorzug gibt, was nicht iiberrascht, da die
Haarnadelschleife auf zwei T-Basen verkiirzt ist. Bereits das
Nonamer (n = 3) liegt unter Standardbedingungen als Haar-
nadel vor (Abb. 3), weist allerdings bei hoherer Oligonucleotid-
Konzentration noch deutliche Anzeichen konkurrierender Du-
plexbildung auf (Abb. 2b). Das Decamer (n = 4) zeigt kiar das
Verhalten einer Haarnadel-Struktur, und diese ist von zu-
mindest dhnlicher Stabilitit wie entsprechende RNA-Haar-
nadeln.['™

Wir haben Haarnadel-bildende Basensequenzen der p-RNA-
Reihe unter anderem auch dazu genutzt, um eines jener beson-
ders ausgeprigten Selektivititsphdnomene zu illustrieren, die
wegen der fiir p-RNA-Duplexe so charakteristischen Dominanz
der INTERstrang-Stapelung (gegeniiber der INTRAstrang-
Stapelung)™® ~ ! zu erwarten sind. Diese Effekte sind letztlich
alle auf die fiir die p-RNA-Reihe charakteristische, besonders
ausgeprigte Neigung zwischen (approximierten) Riickgrat- und
Watson-Crick-Basenpaarachsen zurlickzufithren. Dazu geho-

Tabelle t. Thermodynamische Daten der Haarnadel-und Duplexbildung sowie MS-Daten und Schmelztemperaturen T, ausgewihlter Pyranosyl-RNA-Strange.

Basensequenzen 7. [°Cl[a] Thermodynamische Daten MALDI-TOF-MS
uv CDh AGeq TASS o4 AH® [M—H]” [M-—H]

3 um [ 3 M [kcalmol ™ 1] (beob.) (ber.)
pr-GCGTTTTTCGC 66 67 —4.0 —28.7 —32.7[b] 3489.1 3490.2
pr-GCGTTTTCGC 66 64 —4.3 —31.6 —3591b] 3173.3 3170.0
pr-GCGTTTCGC 60 62 60 -3.5 —-30.4 —33.910b] 2851.9 2849.8
pr-GCGTTCGC 34 49 -9.8 —411 —50.9[¢c] 2529.7 2529.6
pr-CGCAAAAGCG 63 64 —4.4 —354 —39.8[d] 3204.0 3205.0
pr-TATAACCATATA 48 49 —-2.2 —-29.0 -31.2[d] 3801.7 3803.4
pr-TATATGGTTATA 47 47 -21 —-27.8 —299[d] 3863.6 3865.5
pr-TATACCCCTATA 44 45 48 -20 —29.8 —31.8[d] 3758.1 3756.4
pr-TATAGGGGTATA 49 46 50 [e] —25 —31.6 —34.1[d} 3916.6 3916.5
pr-TACCTTCGGGTAA 72 73 —58 —371 —42.9[d] 4160.7 4156.6

[a] 0.15M NaCl, 0.01 M Tris-Puffer, pH =7.0; UV-Schmelzkurven: A = 250 nm; CD-Schmelzkurven: GCGTTTCGC /=275 nm, TATACCCCTATA /=265 nm,
TATAGGGGTATA 4 = 265 und 270 nm. [b] Ermittelt nach der “a/T-Methode™, Lit. [16], S. 1603; die Auswertung nach [d] ergibt dhnliche Werte. [c] Ermittelt aus der
Konzentrationsabhingigkeit der T,-Werte, Lit. [16], S. 1607. [d] Ermittelt durch Differenzierung der Schmelzkurve, Lit. [16], S. 1610. [e] 51 “C bei 60 pM. [f] Die ersten vier
Werte wurden bei einer Konzentration von 150 uM gemessen, alle anderen bei einer Konzentration von 80 pm.
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Abb. 2. Haarnadel-Bildung bei pr(TATACCCCTATA), pr(GCGTTTCGC) und
pr(TATAGGGGTATA); 0.15M NaCl, 0.01mM Tris-Puffer, pH=7, H=
Hyperchromie; a) UV-spektroskopische 7,,-Bestimmung, AT =1 Kmin~ ', bei zwei
Konzentrationen (je Aufheiz- und Abkihlkurve); b) UV-spektroskopische 7 -Be-
stimmung, A7 =1 Kmin ™', bei zwei Konzentrationen (Darstellung der Aufheiz-
kurven; Abkiihlkurven gleich); ¢} CD-spektroskopische 7,,-Bestimmung.

ren die starke Bevorzugung der antiparallelen (gegeniiber der
parallelen) Strangorientierung,!*® '°! die Regio- und Chirose-
lektivitdt der templatkontrollierten Ligation von pr-Tetramer-
2',3'-cyclophosphaten,' *! die Chiroselektivitit der Oligomeri-
sation von Tetramer-2',3"-cyclophosphaten!?°! und die generell
hohere Paarungsstabilitit von (4'—2")(Pyrimidin-Purin)-Se-
quenzmotiven im Vergleich zu isomeren (4’ —2") (Purin-Pyrimi-
din)-Motiven.!®- * - 211 Dje Frage, ob iiberstehende, nicht an der
Paarung beteiligte Basen (,,dangling ends**[??]) die Stabilitit ei-
nes p-RNA-Duplexes dhnlich wie in der DNA- und RNA-Reihe
erhdhen,!??! ist angesichts des Zusammenhangs zwischen Ach-
senneigung und INTERstrang-Basenstapelung dahin zu beant-
worten, daf sie es dann tun werden, wenn sie am 2’-Ende eines
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Abb. 3. Beobachtungen zur Haarnadel-Bildung von pr(GCG-T,-CGC) (n = 2-5);
0.15 M NaCl, 0.01 M Tris-Puffer, pH =7; In ¢ gegen T,

Stranges angebracht sind (Abb. 4). Diese Erwartung geht vom
Postulat aus, daB es vorab die INTERstrang- und nicht die
INTR Astrang-Stapelung ist, die neben der Basenpaarung aktiv
zur Duplexstabilitdt beitrdgt. Nach den NMR-strukturanaly-
tisch!*®! und durch Molekiildynamik-Modellierung!*®! abgesi-
cherten Vorstellungen liber die

Struktur von p-RNA-Duple- 4
xen kann INTERstrang-Stape- -1
lung nur zwischen einer (mit
Base m des Stranges B gepaar-
ten) Base n des Stranges A und
der Base (m+1) des Stranges B
auftreten (und nicht der Base
(m—1) des Stranges B;

Abb. 4. Dominanz der INTER-
strang- gegeniiber der INTRA-

Abb. 4). Zudem besteht in p-
RNA-Duplexen als Folge der
Achsenneigung kaum die Gele-

strang-Basenstapelung als Folge der
starken Neigung zwischen Riickgrat-
und Basenpaarachsen bei der p-
RNA.

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1997

genheit fiir INTR Astrang-Sta-
pelung.['9]

Die experimentellen Daten in Schema 1 bestétigen die Erwar-
tungen vollauf und geben zudem ein qualitatives Maf fiir den
relativen Stabilitdtsbeitrag einer Purin-Purin- gegeniiber einer
Pyrimidin-Purin-INTERstrang-Stapelung. Der durch den Be-
griff der Neigung zwischen (approximierten) Riickgrat- und Ba-
senpaar-Achsen angesprochene Strukturparameter und die sich
daraus ergebende Differenzierung zwischen INTER- und IN-
TRAstrang-Basenstapelung sind nicht nur fiir das Verstindnis

T T T 1+ T 1+ T T+ T TI
C\\T C. T C 1T C_ T C.. T

GG GG GOG6 GOG Gl¢6
C._~C C._~¢c C-_~¢ C._~c C._~C

2.ENDE \G \G A\\G \G C. \G

4-ENDE ~A ~C

TBum)[°C] 661 68 81 68 76
AG 58 4.3 -4.5 -6.3 -4.4 -5.4
AH ~359 -356 -39.9 -34.9 -36.7
TAS 58 -31.6 -31.1 =336 -30.5 -31.3

Schema 1. Nachweis des Einflusses der INTERstrang-Basenstapelung auf die
Haarnadel-Stabilitidt; 0.15 M NaCl, 0.01 M Tris-Puffer, pH =7; thermodynamische
Daten nach Lit. [16].
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der Eigenschaften der Pyranosyl-RNA von Bedeutung, sondern
kénnen bei strukturgerechter Ubertragung auf die natiirlichen
Paarungssysteme Licht auf gewisse Unterschiede in den Eigen-
schaften von RNA und DNA zu werfen.!'*]

Eingegangen am 2. Dezember 1996 [Z9836]

Stichworte: Basenpaarung - Oligonucleotide + RNA
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Der erste Ubergangsmetallkomplex eines
Silaborans **

Lars Wesemann,* Yves Ramjoie, Beate Ganter und
Bernd Wrackmeyer

Professor Gerhard E. Herberich zum 60. Geburtstag gewidmet

Komplexe des Dicarbollid-Tons [C,B,H ,]*~, das aus 1,2-Di-
carba-closo-dodecaboran(12) (1,2-C,B,,H,,, .0rtho-Carbo-
ran“) abgeleitet werden kann, sind mit fast allen Ubergangs-
metallen bekannt!!!. Diese von Hawthorne et al. entwickelte,
faszinierende Verbindungsklasse macht deutlich, daB der Carba-
boranligand dem Cp* ™ -Liganden elektronisch und sterisch dh-
nelt!?!, Die Synthese des Disilaborans 1,2-Dimethyl-1,2-disila-
closo-dodecaboran(12)!¥ warf die Frage nach dessen Ahnlich-
keit zum entsprechenden Carbaroran auf. So ist beispielsweise
7-Methyl-7-sila-nido-undecaborat(1—) 1 durch nucleophilen
Abbau des Disilaborans zuginglich®, wihrend im Falle der
entsprechenden Umsetzungen von 1,2-C,B, H;, beide Koh-
lenstoffatome Teil des Clustergeriists bleiben (Abb. 1). Reaktio-
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Abb. 1. Carbaborane, Silaborane sowie Derivate der verwandten Liganden Cyclo-
pentadienid und Silacyclopentadienid.

nen von 1 mit Elektrophilen wie SnCl, fithren zu neuen Hetero-
boranen oder -boraten!®. Vor dem Hintergrund der gegenwarti-
gen Forschungsaktivititen auf dem Gebiet des Silacyclopenta-
dienid-Ions hinsichtlich der Frage nach dessen Aromatizitdt!®
und Ligandeigenschaften!” sowie hinsichtlich der Analogie zwi-
schen [C,B,H,,]*~ und Cp*~ sind Ubergangsmetallkomplexe,
die den Silaboratliganden 1 enthalten, von betrachtlichem Inter-
esse.

Wir beschreiben hier die erste Synthese eines Silaboraniiber-
gangsmetallkomplexes. Die Reaktion wurde nach Hawthornes
Originalvorschrift zur Herstellung des Ferrocenanalogons
[(C,B,H,,),Fe]* ¥ mit zwei Aquivalenten des deprotonier-
ten Liganden [MeSiB,,H,,]*~ — der nach Gleichung (a) aus
[Me,NH] -1 erhiltlich ist — und FeBr, - DME durchgefiihrt.
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