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Die intrinsische Dynamik und die strukturelle Flexibilität
von Nucleinsäuren,[1a] die sich in ihren spezifischen bio-
logischen Funktion manifestieren, sind das Ergebnis des
Zusammenwirkens ihrer drei wesentlichen Komponenten:
der Pentofuranose, der Nucleobase und der Phosphodiester-
einheit. Wir haben schon früher gezeigt, daû das Wechselspiel
zwischen stereoelektronischen gauche-[2a±e,g,h] und anomeren
Effekten[2g,h,j] den energetischen Antrieb für das Pseudorota-
tionsgleichgewicht zwischen den beiden Zuständen des N-
Typs (¹nordª, C2'-exo-C3'-endo) und des S-Typs (¹südª, C3'-
exo-C2'-endo) bildet[1a, 2b,g, 3] (N> S, Schema 1). Diese Arbei-
ten haben anschlieûend zu einer detaillierten Aufschlüsse-
lung[2] verschiedener gauche- und anomerer Effekte geführt,
die durch die elektronische Natur verschiedener Substituen-
ten am Pentosezucker bestimmt werden. Die chemische
Natur vieler dieser Zuckersubstituenten (insbesondere des
Aglycons und des Phosphats) können durch den pH-Wert des
Mediums sowie durch die zwischen dem Nucleotid und den in
der Lösung vorhandenen Liganden gebildeten Komplexe
verändert und moduliert werden.

Wir berichten hier über unsere Untersuchungen zur pD-
abhängigen Konformation des Guanosin-3',5'-bisphosphats
EtpGpMe 1 als Modell für die zentrale Nucleotideinheit eines
Trinucleosiddiphosphats in einer einzelsträngigen RNA. Eine

Schema 1. Schematische Darstellung des dynamischen N> S-Pseudorota-
tionsgleichgewichts[1a, 2b, g, 3] mit zwei Zuständen für die b-d-Pentofuranose-
Einheit, das über den gauche- und den anomeren Effekt durch die Art und
die relative Orientierung der Substituenten beeinfluût wird.[2, 3a] P�Pha-
senwinkel, Ym�Amplitude der Wellung.

vollständige gegenseitige Abhängigkeit in bezug auf die
bevorzugte Konformation wurde für das N>S-Pseudorota-
tionsgleichgewicht des Zuckers[1a, 2] und das et > eÿ-Gleich-
gewicht der Phosphatgruppe[1a, 2j] in 1 gefunden, während sich
das Protonierungs>Deprotonierungs-Gleichgewicht an der
basischen N7-Position[2j] von Guanin-9-yl in 1 als Funktion des
pH-Werts ändert; ein solcher Effekt fehlt beim Gegenstück
[Etp(AP)pMe] 2, das keine Purin-Base enthält (AP� apuri-
nic), völlig. Es wurde gezeigt, daû mit der ¾nderung des
elektronischen Charakters der Guanineinheit in 1 im Pro-
tonierungs>Deprotonierungs-Gleichgewicht[2j] die Stärke
des anomeren Effekts (nO4'!s*C1'-N9-Orbitalmischung[2g,h,j, 3a, 4])
kontinuierlich moduliert wird, was eine ¾nderung im Elek-
tronendichtepotential von O4' induziert (modulierbare
nO4'!s*C1'-N9-Orbitalmischung). Dadurch werden wiederum
die Art der Orbitalüberlappung von sC3'-H3' mit s*C4'-O4' sowie
die Stabilisierungsenergie der neu gebildeten Hybridorbitale
bestimmt (der 3'-gauche-Effekt: sC3'-H3'!s*C4'-O4'-Orbital-
mischung[2g, 3a, 5]). Wenn der 3'-gauche-Effekt wirksam wird,
ändert sich die Ladungsdichte an C3', was das Elektronen-
dichtepotential von O3' und folglich die Fähigkeit des Orbi-
tals seines freien Elektronenpaars zur Überlappung mit dem
antibindenden Orbital von P3'-O(Ester) weiter beeinfluût
(modulierbare anomere Übertragung von nO3'!s*P3'-O�Ester��.
Diese modulierbare Übertragung der Ladungsdichte vom
Aglycon, die einer Drehung des Konformationsrades um das
Zucker-Phosphat-Rückgrat entspricht, wird durch die relati-
ven Donor-Acceptor-Fähigkeiten von bindenden, nichtbin-
denden und antibindenden Orbitalen verschiedener Atome
und Substituenten des Zuckers beeinfluût. Es besteht hier
eine weitgehende Analogie zum durch den Raum erfolgenden
Transport von Ladung oder Elektronen bei gestapelten
Nucleinsäureaglyconen in herkömmlichen molekularen
Drähten in Form von Nucleinsäuren,[1b,c] abgesehen von der
Tatsache, daû die Nucleinsäurekette im zweiten Fall durch
den Transport von Elektronen durch die gestapelten Nucleo-
basen in abstandsabhängiger Weise beschädigt wird. Dagegen
wird im ersten Fall das Konformationsrad durch eine modu-
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lierbare ¾nderung des Elektronendichtepotentials verschie-
dener Donor- und Acceptorpotentiale sowohl über Through-
space- als auch über Through-bond-Wechselwirkungen ge-
dreht.

Die Grundlage unserer Analyse ist die folgende: Die
Molenbrüche von Konformeren des N- und des S-Typs im pD-
Bereich von 1.0 bis 6.7 haben wir einer Pseudorotations-
analyse[2, 3a, 6±8] von temperaturabhängigen 3JH,H-Kopplungs-
konstanten mit dem Programm PSEUROT (Version 5.4)[7]

unter Verwendung einer verallgemeinerten Karplus-Glei-
chung[8a, b] entnommen. Wir erhielten DG0-Werte für das
N>S-Pseudorotationsgleichgewicht zwischen zwei Zustän-
den bei sieben pD-Werten zwischen 6.7 und 1.0 (Tabelle 1).

Wenn das Medium saurer wird, wird N7 der Guanin-9-yl-
Gruppe protoniert,[2j] und die Elektronendichte an N9 wird
verringert; dies bewirkt eine Verstärkung des anomeren
Effekts (nO4'!s*C1'-N9-Orbitalmischung[2g,h,j]). Für die Kon-
formation bedeutet dies, daû das Aglycon die pseudoaxiale
Orientierung einnimmt und das N>S-Pseudorotations-
gleichgewicht für 1 allmählich zum N-Typ hin verschoben
wird (78 % S bei pD 6.7 bis 53 % S bei pD 1.6); dies spiegelt
sich in einer ¾nderung in DG0 (bei 298 K) von ÿ3.2 kJ molÿ1

bei pD 6.7 zu 0.0 kJ molÿ1 bei pD 1.0 wider (Tabelle 1).
Die Auftragung von DG0[2g,i±k] für das N> S-Gleichgewicht

bei 1 als Funktion des pD-Wertes (Abbildung 1 A) hat die
typische sigmoidale Form mit einem Wendepunkt bei 2.4;
dieser Wert entspricht dem pKa-Wert des Guanin-9-yl-Be-
standteils, der unabhängig aus der Auftragung der chemischen
Verschiebung von H8 [d(H8)] als Funktion des pD-Wertes
bestimmt wurde (Abbildung 1 B). Bemerkenswerterweise
wurden solche sigmoidalen Kurven bereits früher für b-d-
2',3'-Didesoxynucleoside,[2i] 2'-Desoxynucleoside[2i] und Ribo-

Abbildung 1. Auftragungen von DG0 [kJ molÿ1] für das N> S-Pseudoro-
tationsgleichgewicht der Pentofuranose-Einheit (A), der chemischen
Verschiebung von H8 der Guanin-9-yl-Nucleobase (B) und von
DG0 [kJ molÿ1] des et > eÿ-Gleichgewichts der 3'-Ethylphosphat-Gruppe
in 1 (C) als Funktion von pD bei 298 K. Die sigmoidalen Kurven ergeben
sich aus der besten iterativen Kleinste-Quadrate-Anpassung der Werte
DG0 (N> S), d(H8) und DG0 (et > eÿ) an die Henderson-Hasselbalch-
Gleichung (siehe Hintergrundinformationen); pD am Wendepunkt:
A) 2.4, B) 2.4, C) 2.3. Weitere Einzelheiten siehe Text.

N- oder -C-nucleoside[2k] sowie für einige a-d-2',3'-Dides-
oxynucleoside[2i] und 2'-Desoxynucleoside[2i] gefunden. Der
pKa-Wert für 1 wurde durch eine Auftragung nach Hill[2g,i±k]

bestätigt (Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen),
die charakteristisch für eine einzelne Protonierungsstelle war.
In einem Kontrollexperiment erwies sich der Unterschied in
3JH,H bei neutralen und sauren pD-Werten bei 298 K (Ta-
belle S4 in den Hintergrundinformationen) für 2 als vernach-
lässigbar (�0.1 Hz im gesamten untersuchten pD-Bereich).
Dies zeigt, daû das N> S-Gleichgewicht in Abwesenheit des
Aglycons nicht zugunsten einer Seite verschoben ist und bei
allen pD-Werten unverändert bleibt.

Da das e�-Konformer in bezug auf die C3'-O3'-Bindung
energetisch verboten ist[9a] und in der Kristallstruktur nicht
gefunden wird,[9b] wurden die temperaturabhängigen experi-
mentellen 3JC4',P3'-, 3JC2',P3'- und 3JH3',P3'-Kopplungskonstanten
für 1 im Sinne eines et > eÿ-Gleichgewichts zwischen zwei
Zuständen gedeutet; daraus werden mit dem Programm
EPSILON[2c,f, 9, 10] die temperaturabhängigen Molenbrüche
(siehe Hintergrundinformationen) erhalten. Der Logarithmus
des Verhältnisses der resultierenden Molenbrüche von eÿ und
et ergab DG0 bei 298 K für das et > eÿ-Gleichgewicht von 1 bei
sieben pD-Werten zwischen 6.7 und 1.0; DG298 variierte für
die Population von eÿ von ÿ2.0 bis �0.3 kJ molÿ1 (Tabelle 1)

Tabelle 1. Bestimmung von DG0-Werten (bei 298 K) des N> S- und des
et > eÿ-Gleichgewichts bei verschiedenen pD-Werten durch Pseudorota-
tionsanalysen bzw. Berechnungen mit dem Programm EPSILON sowie der
prozentualen Population von g�- und bt-Konformeren bei 298 K für
EtpGpMe 1.[a]

N> S et > eÿ bt [%] g� [%][c]

pD DG298 (s)[b] S [%] DG298 (s)[b] eÿ [%]

1.0[d] ÿ 0.0 (0.1) ± 0.3 (0.2) ± ± ±
1.6 ÿ 0.3 (0.2) 53 0.2 (0.2) 48 78 77
2.0 ÿ 0.7 (0.2) 58 0.0 (0.5) 50 79 78
2.4 ÿ 1.4 (0.2) 64 ÿ 1.2 (0.2) 62 79 74
2.7 ÿ 2.3 (0.2) 72 ÿ 1.7 (0.2) 66 80 73
3.0 ÿ 2.4 (0.2) 72 ÿ 1.8 (0.2) 67 80 71
6.7 ÿ 3.2 (0.2) 78 ÿ 2.0 (0.2) 69 81 72

[a] Für das zur Berechnung der Werte verwendete experimentelle Ver-
fahren siehe Hintergrundinformationen. [b] Werte für DG298 (in kJ molÿ1)
des N> S- und des et > eÿ-Gleichgewichts wurden direkt aus dem Durch-
schnittswert des Logarithmus lnav(xa/(1ÿ xa)) unter Verwendung der
Gibbs-Gleichung DGT�ÿ (RT/1000) lnav(xa/(1ÿ xa)) mit 1ÿ xa� xb be-
rechnet, wobei xa� xS oder xa� xeÿ und xb� xN oder xb� xet ; R ist die
Gaskonstante, und T ist die Temperatur. Die Standardabweichungen (s)
sind in Klammern angegeben. [c] Berechnet aus der Summe von 3JH5',P5' und
3JH5'',P5'; die Protonensignale wurden als Tieffeldverschiebung von d(H5')
und Hochfeldverschiebung von d(H5'') gewertet. [d] Wegen der Über-
lappung des H3'-Signals mit dem Signal von in Spuren vorhandenem
Wasser (298 K, pD 1.0) konnten die Kopplungskonstanten für Konforma-
tionsanalysen nicht verwendet werden. Zur Berechnung von DG298 wurde
der Wert für lnav(xa/(1ÿ xa) bei pD 1.0 aus den Werten bei T� 288 K und
T� 303 K extrapoliert.
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und nahm von 69 % bei pH 6.7 für neutrales Guanin auf 48 %
bei pH 1.6 für N7-protoniertes Guanin ab. Im Falle unserer
Referenzverbindung 2 wurde keine Veränderung bei 3JH,P und
3JC,P beobachtet (Tabelle S4 in den Hintergrundinformatio-
nen), was den Schluû erlaubte, daû die in bezug auf C3'-O3' in
1 über den untersuchten pD-Bereich beobachteten Kon-
formationsänderungen das Ergebnis einer Modulation des
elektronischen Charakters der neutralen Guanineinheit bei
der Protonierung zu Guanin-N7H� sind. Interessanterweise
ergibt die Auftragung von DG0 als Funktion von pD für das
et > eÿ-Gleichgewicht bei 1 ebenfalls eine sigmoidale Kurve
(Abbildung 1 C). Der pD-Wert von 2.3 am Wendepunkt ist
fast identisch (d. h. innerhalb der Meûgenauigkeit) mit dem
pKa-Wert von 2.4 für die Guanin-9-yl-Gruppe in 1; dies wurde
ebenfalls anhand der Hill-Auftragung[2g,i±k] bestätigt (Abbil-
dung S1 in den Hintergrundinformationen). Die pD-abhän-
gige Umorientierung der Konformation der C3'-O3'-Bindung
(die sich in den DG0-Werten für das et > eÿ-Gleichgewicht
widerspiegelt) wird also direkt durch den pKa-Wert des C1'-
Aglycon-Bestandteils in 1 bestimmt.

Die Korrelationsauftragung von DG0 für das N>S-Gleich-
gewicht des Pentofuranose-Zuckers als Funktion von DG0 für
das et > eÿ-Gleichgewicht der 3'-Phosphateinheit in 1 ergibt
eine Gerade mit einem hohen Pearson-Korrelationskoeffi-
zienten (R� 0.97, Abbildung 2 A). Dies bedeutet: Während
die Guanin-9-yl-Nucleobase in 1 im sauren Medium allmäh-
lich protoniert wird, verschiebt die Modulation der Stärke des
anomeren Effekts das N> S-Gleichgewicht zum N-Typ hin,
was wiederum das et > eÿ-Gleichgewicht relativ zur Situation
bei neutralem pD dynamisch zu et hin verschiebt. Weitere
Beweise dafür, daû die Übertragung der Freien Enthalpie des
Protonierungs>Deprotonierungs-Gleichgewichts die Kon-
formation der Phosphatgruppe durch ¾nderung der Kon-
formation der Zuckereinheit steuert, sind darin zu sehen, daû
die Auftragung von DG0(N> S) (Abbildung 2 B) oder von
DG0(et > eÿ) (Abbildung 2 C) bei 1 als Funktion von d(H8)
Geraden mit hohen Korrelationskoeffizienten ergibt (R�
0.97).

Im Einklang mit unserer früheren Beobachtung an Ribo-
nucleosid-3'-ethylphosphaten[2f] bei neutralem pH und Raum-
temperatur fanden wir, daû die Methylenprotonen der 3'-
Ethylphosphateinheit in 1 aufgrund der 2'-OH-vermittelten
Wasserstoffbrückenbindung zum vicinalen O3'-Atom nicht
äquivalent sind. Daher wurden alle DG0-Messungen weit
unterhalb der H-Brücken-Schmelztemperatur für 1 durch-
geführt (298 K). Dies bedeutet, daû alle bei 298 K mit der
¾nderung des pH-Werts beobachteten ¾nderungen der
Freien Enthalpie (Tabelle 1) für 1 den ¾nderungen der
Freien Enthalpie des Protonierungs>Deprotonierungs-
Gleichgewichts des Aglycons zuzuordnen sind, durch die
das Zucker-Phosphat-Rückgrat in konzertierter Weise beein-
fluût wird.

Da die pD-abhängige ¾nderung des elektronischen Cha-
rakters der Nucleobase die Stärke des anomeren Effekts
moduliert, ergibt sich wegen der verstärkten nO4'!s*C1'-N9-
Orbitalwechselwirkung[2g,h,j, 3a, 4] zwangsläufig eine erhöhte
Präferenz für die Zuckerkonformation des N-Typs. Dies
beeinfluût wiederum die Stärke des O3'-C3'-C4'-O4'-gauche-
Effekts durch eine Neuabstimmung der Energieniveaus

Abbildung 2. A) Auftragung von DG0 [kJ molÿ1] für das N> S-Pseudoro-
tationsgleichgewicht von 1 bei 298 K als Funktion von DG0 [kJ molÿ1] für
das et > eÿ-Gleichgewicht; R� 0.97, Steigung 1.15 (s� 0.08), Ordinaten-
abschnitt ÿ0.45 (s� 0.10). Die vertikalen Balken zeigen die Standardab-
weichungen bei jedem pD-Wert. B) Auftragung von DG0 [kJ molÿ1] für das
N> S-Pseudorotationsgleichgewicht von 1 als Funktion von d(H8) bei
298 K; R� 1.00, Steigung 3.25 (s� 0.06), Ordinatenabschnitt ÿ29.16 (s�
0.50). C) Auftragung von DG0 [kJ molÿ1] für das et > eÿ-Gleichgewicht von
1 als Funktion von d(H8) bei 298 K; R� 0.98, Steigung 2.70 (s� 0.14),
Ordinatenabschnitt ÿ23.96 (s� 1.16). In jedem Fall sind die Datenpunkte
für die sieben untersuchten pD-Werte angegeben.

der Donor- und Acceptororbitale bei der sC3'-H3'!s*C4'-O4'-
Wechselwirkung.[2g, 3a, 5] Das Ausmaû der sC3'-H3'!s*C4'-O4'-Be-
teiligung beeinfluût die Elektronendichte an O3', die wieder-
um den anomeren Effekt bezüglich O3'-P3'-O[3a, 11] moduliert
(eine modulierbare Übertragung der nO3'!s*P3'-O�Ester�-Orbi-
talwechselwirkung, Abbildung 3).[12] Bemerkenswerterweise
erfolgt die stereoelektronische Übertragung vom Aglycon
über den Zucker auf das Phosphat und nicht in umgekehrter
Richtung. Es gibt zwei Beweise für diese nur in einer
Richtung erfolgende Übertragung der stereoelektronischen
Information in 1: 1) Der pKa-Wert des Guanin-9-yl-Aglycons
bleibt bei etwa 2.4 und ist unabhängig von irgendwelchen
OH- oder Phosphatsubstituenten in der Zuckereinheit. So
findet man die folgenden pKa-Werte von N7 für eine Reihe
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Abbildung 3. Veranschaulichung von molekularen Drähten in Form von RNA unter Verwendung der Modellverbindung EtpGpMe 1. Die Übertragung der
Freien Enthalpie des Protonierungs>Deprotonierungs-Gleichgewichts der Guanin-9-yl-Gruppe in 1 bestimmt die Zucker-Phosphat-Konformationen
durch drei aufeinanderfolgende stereoelektronische Modulationen [a) ± c); AE� anomerer Effekt, GE� gauche-Effekt]. Eine geeignete Orbitalüberlap-
pung und der Energieunterschied zwischen den Donor- und Acceptororbitalen, die durch verschiedene Atome und Substituenten des Zuckers bestimmt
sind, beeinflussen die Zucker-Phosphat-Konformation durch das Wechselspiel von gauche- und anomeren Effekten. Alle Orbitale sind durch gerade Pfeile
dargestellt. Kleinere gekrümmte Pfeile zeigen die bevorzugte Torsionsorientierung, während die gröûeren gekrümmten Pfeile das Mischen von Donor- und
Acceptororbitalen anzeigen. Weitere Einzelheiten siehe Lit. [12].
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von Guaninnucleosiden (innerhalb der Fehlergrenzen unserer
NMR-Experimente):[2] 2',3'-Didesoxyguanosin (pKa 2.5), 2'-
Desoxyguanosin (pKa 2.3), Guanosin (pKa 2.1) und 1
(pKa 2.4). 2) Wenn die 3'-Phosphatgruppe (pKa� 1.5) in 2
bei pD 1.6 unter unseren experimentellen Bedingungen
partiell protoniert ist, bleibt die Kopplungskonstante 3JH,H

für die endocyclische Zuckereinheit unverändert, im Unter-
schied zur Situation bei 1. Dies läût vermuten, daû die
¾nderung des elektronischen Charakters der Phosphatgrup-
pe die Struktur und Dynamik der Zuckereinheit nicht beein-
fluût.

Das Konformationsgleichgewicht in bezug auf die g�-
Torsion[13a] (bei 298 K) ändert sich von 72 % bei pD 6.7 auf
77 % bei pD 1.6; dies ist bei 1 mit d(H8) korreliert (Ab-
bildung 4 A), was auf den O4'-C4'-C5'-O5'-gauche-Effekt
zurückzuführen ist. Es findet jedoch keine weitere Ausbrei-
tung dieser Übertragung entlang der b-Torsion (C4'-C5'-O5'-
P5') statt. ¾hnlich ändert sich auch das Verhältnis von syn-
und anti-Konformeren[13b] in Abhängigkeit vom pH-Wert

Abbildung 4. A) Auftragung der prozentualen Population des g�-Kon-
formers von 1 (wobei H5' tieffeldverschoben und H5'' hochfeldverschoben
ist) als Funktion von d(H8) bei verschiedenen pD-Werten; R� 0.91,
Steigung 7.37 (s� 0.99), Ordinatenabschnitt 11.88 (s� 8.37). B) Auftra-
gung der prozentualen Population des bt-Konformers von 1 als Funktion
von d(H8) bei verschiedenen pD-Werten; R� 0.96, Steigung ÿ2.93 (s�
0.25), Ordinatenabschnitt 104.25 (s� 2.07).

nicht, und dies deutet darauf hin, daû die Protonierung des
Aglycons keine meûbare Auswirkung auf die Orientierung
der Glycosyl-Torsion hat. Andererseits ergeben Auftragun-
gen der pH-abhängigen chemischen Verschiebung im 31P-
NMR-Spektrum der 3'-Phosphateinheit in 1 als Funktion von
DG0 für das N>S- oder das et> eÿ-Gleichgewicht Geraden
(R� 0.94, Abbildung 5 A, B), was bei der 5'-Phosphatgruppe
nicht der Fall ist (siehe Hintergrundinformationen). Dies
zeigt, daû die stereoelektronische Übertragung am 3'-Ende
effektiver ist als am 5'-Ende.
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Abbildung 5. Auftragungen der chemischen Verschiebung im 31P-NMR-
Spektrum der 3'-Phosphateinheit (d(3'-P)) in 1 als Funktion von
DG0 [kJ molÿ1] des N> S-Pseudorotationsgleichgewichts [A); R� 0.97,
Steigung ÿ0.07 (s� 0.01)], Ordinatenabschnitt ÿ1.62 (s� 0.01)] und von
DG0 [kJ molÿ1] des et > eÿ-Gleichgewichts [B); R� 0.94, Steigung ÿ0.08
(s� 0.01), Ordinatenabschnitt ÿ1.58 (s� 0.01)] bei verschiedenen pD-
Werten.
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Elektronenpaare an O4' und dem antibindenden Orbital der C1'-N9-
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(vermutlich ist bei diesem Vorgang eine Kombination von Through-
bond- und Through-space-Effekten beteiligt), wodurch der anomere
Effekt bezüglich O3'-P3'-OCH2CH3 im S/eÿ-Zustand geschwächt
wird. Wegen der nO4'!s*C1'-N9-Überlappung (Abbildung 3A) ist das
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