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Oligomere mit intercalierenden Cytosin-
Cytosin�-Basenpaaren und Peptidrückgrat:
Analoga des DNA-i-Motivs**
Ulf Diederichsen*

Die Enden von Chromosomen werden von telomerer DNA
gebildet, die aus einem Guanin-reichen Strang sowie der
komplementären Cytosin-reichen DNA in bis zu 1000 Wie-
derholungssequenzen besteht.[1] Die Organisation des Gua-
nin-reichen Stranges in Tetraden ist ein bekanntes Struktur-
motiv, in dem das Donor/Acceptor-Muster des Guanins eine
gleichzeitige Paarung über die Watson-Crick- und die Hoog-
steen-Seite erlaubt.[2] Unerwartet war hingegen, daû auch
Cytosin-reiche Oligomere Tetraden bilden, da Pyrimidine
keine Hoogsteen-Seite aufweisen und grundsätzlich einen
kleineren Beitrag zur Stabilität durch Basenstapelung bei-
steuern. Durch Semiprotonierung eines C-C-Basenpaares bei
pH 4.5 ± 6.5 kann jedoch eine dreizähnige Paarung im rever-
sen Watson-Crick-Modus unter paralleler Anordnung der
DNA-Stränge verwirklicht und durch Intercalation von zwei
C-C�-paarenden Doppelsträngen weitere Stabilisierung in
einer C-Tetrade erreicht werden.[3±5]

Die Wechselwirkung der Basenpaarebenen beruht lediglich
auf einer Wechselwirkung der Carbonyl- und Aminogruppen,
die mit entgegengerichtetem Dipol übereinander zu liegen
kommen (Schema 1). Diese Anordnung der Basenpaare

Schema 1. Benachbarte C-C�-Basenpaarebenen in einer dem DNA-i-
Motiv analogen Alanyl-PNA-Tetrade.

leistet einen erheblichen Beitrag zur Stabilisierung, der sich in
einem Basenpaarabstand von nur 3.1 � äuûert. Derartige C-
C�-DNA-Tetramere werden in Anlehnung an die Intercala-
tion zweier Doppelstränge als i-Motiv bezeichnet und wurden
von Gehring et al. in einer NMR-Strukturanalyse des DNA-
Oligomers d(TCCCCC)[3] und von Chen et al. basierend auf
einer Kristallstruktur von d(C4) beschrieben.[4] Inzwischen
sind die C-Tetraden aus intercalierenden C-C�-Doppelsträn-
gen als DNA-Strukturmotiv etabliert.[5] Die Intercalation
erfordert ein Aufwinden der Doppelhelix und führt beim
i-Motiv zu einer Helicität von nur 12.48 ± 168. Die Cytosin-
Cytosin-Selbstpaarung hat uns im Rahmen unserer Unter-
suchung von Alanyl-PNA[6] besonders interessiert, da die fast
bis zur Linearität gestreckte Rückgratstruktur im i-Motiv für
Alanyl-PNA eine analoge Struktur erwarten lieû.

Alanyl-PNA besteht aus einem regulären, alternierend
konfigurierten Peptidrückgrat aus Alanyleinheiten mit Nu-
cleobasen in b-Position und paart in Doppelsträngen mit
gestrecktem Rückgrat. Die Linearität der Alanyl-PNA-Paa-
rungskomplexe ist strukturimmanent, da der Abstand aufein-
anderfolgender Seitenketten dem DNA-Stapelungsabstand
von 3.4 � sehr nahe kommt. Die Alternanz der Nucleoami-
nosäure-Konfiguration ist erforderlich, um die Nucleobasen
auf einer Seite des Rückgrats zu orientieren.

Zur Untersuchung der C-C-Paarung haben wir die Okta-
mere H-(AlaC-AlaC)4-Lys-NH2 1 und H-(AlaC-AlaC)4-Lys-
NH2 ent-1 (AlaC� b-(Cytosin-1-yl)alanin, d-konfigurierte
Aminosäuren sind unterstrichen; Lysinamid wurde C-termi-
nal aus Löslichkeitsgründen eingeführt) synthetisiert,[7] bei
denen der Abstand der Nucleobasen keine Intercalation
zuläût und weiteres Strecken des Doppelstranges nicht
möglich ist. Hingegen erlaubt bei den Oligomeren H-(Gly-
AlaC)4-Lys-NH2 2 und H-(Gly-AlaC)4-Lys-NH2 ent-2 das in
jeder zweiten Einheit vorhandene Glycin räumlich die Inter-
calation linearer Doppelstränge (Schema 2). Die Synthese der
Oligomere in jeweils beiden enantiomeren Formen war
erforderlich, da aufgrund der Paarungsselektivität von Ala-
nyl-PNA der für die C-C-Paarung einzig mögliche reverse
Watson-Crick-Modus nur mit antiparalleler Strangorientie-

Einhaltung moderater Hybridisierungstemperaturen. Die RNA 4
bildet bei diesen Temperaturen Sekundärstrukturen mit ähnlicher
Stabilität (DG�ÿ 44.6 kcal molÿ1) wie die Oligonucleotid-Doppelhe-
lices[10] (DG�ÿ34.2 bis ÿ44.7 kcal molÿ1). Dadurch wird die ther-
modynamische Stabilität der binären Aggregate 5 je nach Sequenz
unterschiedlich stark beeinfluût. Versuche mit geänderten Aggrega-
tionszeiten und -temperaturen lassen darauf schlieûen, daû sich das
System unter den angegebenen Bedingungen im thermodynamischen
Gleichgewicht befindet. Der Einfluû durch Helfer-Oligonucleotide
hängt somit nicht nur von der Basensequenz, sondern auch von der
Zahl der DNA-STV-Hybride ab. Während die Bildung binärer
Aggregate je nach Sequenz durch Helfer-Oligonucleotide positions-
abhängig (z. B. bei 5[d] , 5[e]) bis etwa zum 20fachen erhöht wird,
zeigt der Vergleich ternärer Aggregate ± abhängig von den verwen-
deten Bausteinen ± eine bis zu dreifach höhere Signalintensität. Diese
Steigerungsraten sind in Einklang mit der berechneten Sekundär-
struktur von 4, wonach insbesondere der Sequenzabschnitt d'-e'-f' als
stabile doppelhelicale Domäne vorliegt. Bei Aggregaten mit vier und
mehr Proteinkomponenten wird kaum eine Steigerung erreicht.

[14] Das Protein miût ca. 4� 4.2� 5.6 nm, die vier Biotin-Bindungszentren
im Inneren des Moleküls bilden einen verzerrten Tetraeder mit einer
mittleren Kantenlänge von ca. 2.3 nm; P. C. Weber, D. H. Ohlendorf,
J. J. Wendoloski, F. R. Salemme, Science 1989, 243, 85. Die Markie-
rung von Avidin mit ähnlichen Goldclustern (1 nm) ergab einen
Abstand von ca. 2 nm zwischen den Biotin-Bindungstellen; D. E.
Safer, J. Hainfeld, J. S. Wall, J. E. Reardon, Science 1982, 218, 290.
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Schema 2. Ausschnitt aus dem Alanyl-PNA-Paarungskomplex: H-(Gly-
AlaC)4-Lys-NH2 2 und H-(Gly-AlaC)4-Lys-NH2 ent-2 paaren in jeweils
intercalierenden, antiparallelen Doppelsträngen.

rung und heterochiralen, miteinander paarenden Nucleoami-
nosäuren oder parallel mit homochiralen Nucleoaminosäure-
Basenpaaren erreicht werden kann.[6]

Die mögliche Bildung von Paarungskomplexen und deren
Stabilität haben wir durch temperaturabhängige UV-Spek-
troskopie ermittelt, bei der das kooperative Entpaaren an-
hand eines sigmoiden Anstiegs der Absorption (Hyperchro-
mie) erkennbar ist. Die Selbstpaarung der Oligomere 1, ent-1,
2 und ent-2 wurde ebenso wie die Paarung der äquimolaren
Mischungen der enantiomeren Sequenzen 1� ent-1 sowie 2�
ent-2 jeweils bei pH 7 (100 mm NaCl, 10 mm Na2HPO4/H3PO4)
und pH 4.5 (100 mm NaCl, 80 mm Tris-Acetat) untersucht.[8]

Bei pH 7 wurden ± ganz in Übereinstimmung mit den übrigen
Pyrimidin-Pyrimidin-Kombinationen in Alanyl-PNA[6] ± in
keinem Fall Hinweise auf Paarung erhalten. Dies galt auch für
die antiparallel möglichen Selbstpaarungen von 1 und ent-1
sowie die parallele Enantiomerenpaarung 1� ent-1 bei
pH 4.5. Acht C-C�-Basenpaare mit je drei Wasserstoffbrük-
kenbindungen reichen demnach nicht aus, um einen Doppel-
strang zu bilden. Erst wenn Intercalation der antiparallel C-
C�-paarenden Doppelstränge 2 und ent-2 ermöglicht wurde,
registrierten wir einen stabilen Paarungskomplex (Tm� 34 8C,
17 % Hyperchromie, je 14 mm ; Abb. 1a). Die Komplexbildung
verlief reversibel mit Hysterese und war konzentrationsab-
hängig. Unterhalb einer Oligomerkonzentration von je 10 mm
blieb die Paarung jedoch aus. Es wurde keine Selbstpaarung
von 2 oder ent-2 gefunden, da diese eine parallele Doppel-
strangorientierung erfordern würde, die sich allgemein als
ungünstig für Alanyl-PNA erwiesen hat.[9] Der Alanyl-PNA-
Tetraplex 2� ent-2 ist stabiler als das DNA-i-Motiv; unter
gleichen Bedingungen wurde für das Tetramer d(C4) ein
Schmelzpunkt Tm� 23 8C (30 % Hyperchromie, je 14 mm) und
für das Hexamer d(C6) Tm� 48 8C (35 % Hyperchromie, je
11 mm) ermittelt (nicht abgebildet).

Das Ausbleiben einer Paarung von 1 im Doppelstrang mit
acht C-C�-Paarungen bei hoher Stabilität des Paarungskom-
plexes 2� ent-2 legt nahe, daû dieser ± ganz analog dem
DNA-i-Motiv ± durch zwei intercalierende, auf je vier C-C�-
Paarungen beruhende Doppelstränge stabilisiert wird. Die
besondere Anordnung der semiprotonierten Basenpaare
unter entgegengesetzer Dipolorientierung der exocyclischen
Amino- und Carbonylgruppen scheint den entscheidenden
Unterschied im Paarungsverhalten von C-C�-Doppel- und

Abb. 1. Schmelzkurven a) einer äquimolaren Mischung aus den Enantio-
meren 2 und ent-2 (jeweils 14mm 2 und ent-2, 100 mm NaCl, 80 mm Tris-
Acetat, pH 4.5, 260 nm) sowie b) des Paarungskomplexes 2� ent-2 in
Gegenwart von 9-Aminoacridin (jeweils 15mm 2 und ent-2, 150 mm Acridin,
100 mm NaCl, 80mm Tris-Acetat, pH 4.5, 260 nm).

Tetramersträngen auszumachen. Anders als beim i-Motiv sind
bei Alanyl-PNA die jeweils miteinander paarenden Stränge
antiparallel orientiert. Auûerdem können hinsichtlich der
Gesamtladung C-C�-paarender Oligomere drei Fälle unter-
schieden werden: Während das DNA-i-Motiv eine negative
Nettoladung aufweist, handelt es sich bei einem selbstpaa-
renden DNA-Dimer, das eine Ethylen-Verbrückung der
Positionen 3' und 5' enthält, um eine neutrale Spezies[10] und
bei Alanyl-PNA 2� ent-2 um einen Komplex mit positiver
Gesamtladung.

Ein weiterer Hinweis auf die tetramere Organisation von
2� ent-2 wurde durch Gelfiltrations-HPLC (Pharmacia Su-
perdex-Peptide PC 3.2/30) erhalten. Eluieren mit einer
wäûrigen Pufferlösung (100mm NaCl, 80 mm Tris-Acetat,
pH 4.5, Fluû: 0.1 mL minÿ1) ergab neben der mit dem
Monomer korrelierbaren Spezies (19 min) eine kleine zweite
Bande bei 8.6 min, die wir dem Tetramer zuordnen. In 2D-
NMR-Experimenten mit dem Komplex 2� ent-2 (500 MHz,
D2O, je 2 mm, 100 mm NaCl, 80 mm Tris-Acetat) war lediglich
das Spinsystem von einem Oligomer zu erkennen, was
angesichts eines symmetrischen Tetramers den Erwartungen
entspricht. Ferner konnte anhand von ROESY-Kreuzsignalen
zwischen den Protonen an C6 (H6) der Nucleobasen und den
Hb-Protonen sowie Ha der eigenen Nucleoaminosäure
qualitativ auf eine Konformation geschlossen werden, in der
die Nucleobase antiperiplanar zu Ha mit H6 in Richtung des
Rückgrats orientiert ist (Schema 3).
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Ein tricyclisches Polyamid als Rezeptor für
Kohlenhydrate in organischen Medien**
Anthony P. Davis* und Richard S. Wareham

Kohlenhydrate sind wichtige[1] und vor allem reizvolle
Edukte für die supramolekulare Chemie. Ihre komplexe
Struktur enthält im allgemeinen keine ionischen oder stark
hydrophoben Bereiche zur Ausbildung spezifischer, starker,
nicht kovalenter Wechselwirkungen.[2] Dies ist besonders in
Lösungsmitteln mit Hydroxygruppen ein Problem, da dort ein
Rezeptor sein Zielmolekül (Kohlenhydrat) aus einem groûen
Überschuû konkurrierender Moleküle mit ähnlichen funk-
tionellen Gruppen (Lösungsmittel) aussuchen muû. Mit
Ausnahme von Systemen aus Borverbindungen, die kovalente
Bindungen[3] knüpfen, gibt es immer noch keine synthetischen
Rezeptoren für Kohlenhydrate in wäûriger Lösung.[4] Von den
zahlreichen publizierten Systemen, die in organischen Medien

Schema 3. Wahrscheinliche Vorzugskonformation der Nucleoaminosäu-
ren im Paarungskomplex 2� ent-2. Die ROEs (ROE� rotating frame
Overhauser enhancement) zwischen H6 und Ha, Hb sowie Hb' sind mit
Pfeilen markiert.

Bei Aufnahme der UV-Schmelzkurve von 2� ent-2 in
Gegenwart von 10 ¾quivalenten 9-Aminoacridin registrier-
ten wir beim Entpaaren des Tetramers einen hypochromen
Effekt (Tm� 34 8C, etwa 25 % Hypochromie, reversibel mit
Hysterese, je 15 mm Alanyl-PNA, 150 mm Acridin; Abb. 1b),
der eine Assoziation des Acridins am Einzel- oder Doppel-
strang nahelegt, ähnlich wie für das DNA-Dimer d(AC)
beschrieben.[11] Auf die Schmelzkurve von DNA d(C4) unter
den entsprechenden Bedingungen hat die Zugabe von 9-
Aminoacridin keinen Einfluû.

Die Identifizierung eines dem DNA-i-Motiv analogen
Alanyl-PNA-Tetramers konnte aufgrund der nahezu linearen
Rückgratstruktur, die ein Charakteristikum der Alanyl-PNA
ist, erwartet werden. Sie ist die einzige Ausnahme einer
Pyrimidin-Pyrimidin-Paarung in der Alanyl-PNA-Reihe. Da
das i-Motiv bei RNA nicht auftritt, wurde der Einfluû des
Zuckers und der internucleotidischen Verknüpfung als wich-
tig für die Stabilität des i-Motivs angenommen.[12] Durch den
hier vorgestellten Alanyl-PNA-Komplex wurde gezeigt, daû
dieses Paarungsmuster nicht auf Nucleinsäuren beschränkt
ist. Die Bedeutung des im i-Motiv auftretenden Basenstapel-
ungsmusters konnte als Voraussetzung für die Bildung des
Tetramers erkannt werden.
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