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Cyclisch verbriickte Oligoribonucleotide als
Modelle fiir die Codon-Anticodon-Paarung**

Ronald Micura,* Werner Pils und Karl Grubmayr

Professor Albert Eschenmoser zum 75. Geburtstag gewidmet

Die Nucleotidsequenzen der Gene werden iiber komple-
mentire mRNA mit Hilfe der Adapter-tRNAs an der
ribosomalen Maschinerie in Proteinsequenzen iibersetzt.[!]
Hierbei ist die Bildung spezifischer Watson-Crick-Basenpaa-
re zwischen Codon (mRNA) und Anticodon (tRNA) wesent-
lich. Der entsprechende Paarungskomplex weist eine dhnliche
Geometrie wie doppelhelicale A-RNA auf.*3 Solche Struk-
turen werden allgemein von Oligoribonucleotidduplexen in
wissrigen Pufferlosungen eingenommen, doch ist ein nur aus
drei Basenpaaren bestehender (bimolekularer) Duplex zu
schwach gebunden, um seine Paarungseigenschaften mit den
in der Oligonucleotidchemie gingigen UV- und CD-spek-
troskopischen Methoden bestimmen zu kénnen. Das Ziel
dieser Arbeit war es, neuartige Modellsysteme zu entwickeln,
die erhohte Dreibasenpaar-Duplex-Stabilitdten aufweisen
und die im Besonderen Basenstapelungseffekte, die von der
Codon-Anticodon-Paarung bekannt sind oder vermutet wer-
den, berticksichtigen.
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Die am Beginn unserer experimentellen Studien durch-
gefilhrte Modellierung eines Codon-Anticodon-Paarungs-
komplexes stiitzte sich im Wesentlichen auf die Kristallstruk-
tur der tRNA fiir Phenylalanin® und die Annahme einer
A-Form-Helix fiir die Codon-Anticodon-Paarung (Abbil-
dung 1).24 Aus der stereochemischen Situation kann ab-

a) b) 5’ tRNA
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Abbildung 1. Zur Codon-Anticodon-Paarung der tRNAP aus Saccharo-
myces cerevisae (tRNA-Symbole sind kursiv gesetzt): a) Sequenzmotiv;
Wybutosin (yW), 2’-O-Methylguanosin (Gm), 2'-O-Methylcytosin (Cm).
b) Modellierung; Ansicht normal (oben) und parallel (unten) zur Helix-
achse; die nichtpaarenden Basen Wybutosin (fRNA) und Guanosin
(mRNA) an den 3'-Enden des Codon-Anticodon-Duplexes zeigen Basen-
stapelung. c) Strukturformeln von tRNAF"-Purinbasen in der Position 37;
1-Methylguanosin (m!G).1*3

geleitet werden, dass sich ein diesbeziigliches strukturbezo-
genes Modell nicht ausschlieBlich auf die drei Watson-Crick-
Basenpaare beschrinken darf. Vor allem die modifizierte
tRNA-Purinbase 37 am 3'-Ende des Anticodons propagiert
die A-Helix und kann ideal mit dem ersten Basenpaar des
Codon-Anticodon-Kernduplexes durch  Basenstapelung
wechselwirken. In dhnlicher Weise ist am gegeniiberliegenden
Duplexende die Basenstapelung mit der Base am 3'-Ende des
Codons moglich.l?) Dagegen koénnen die Basen, die an den 5'-
Enden des Kernduplexes positioniert sind, a priori keinen
Einfluss durch Stapelung nehmen.

Unter Einbeziehung obiger struktureller Betrachtung be-
griinden sich im Wesentlichen zwei chemische Konstitutions-
typen (I und II) als geeignete Modellverbindungen, die in
einer ersten Nédherung auch den beschriebenen Kriterien der
unterschiedlichen tRNA/mRNA-Paarungsmodi in der P-Stel-
le und der A-Stelle des Ribosoms geniigen.3 In beiden
Fillen, I und II, beriicksichtigen sie die modifizierte tRNA-
Purinbase in Position 37 am Beispiel von 1-Methylguanosin
(m!G)[ und optional, in Modellverbindungen vom Typ II, die
erste Base eines nachfolgenden Codons (Abbildung 2). Das
wesentliche Strukturmerkmal der Modelle liegt in der kova-
lenten Verbriickung der kurzen komplementédren Sequenz-
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Abbildung 2. Konstitutionstypen I und II der cyclischen Modellverbindungen fiir die Codon-

Anticodon-Paarung. Nucleotid (N, N), Hexaethylenglycolphosphat (E), Heptaethylengly-
colphosphat (E;).

abschnitte durch Hexa- oder Heptaethylenglycoleinheiten.®!
Die Verkniipfung der Helixenden reicht iiber die 5'- und 3'-
Phosphatgruppen des Riboseriickgrats und hat daher keinen
unmittelbaren Einfluss auf die eigentliche Basenpaarung.
Wir haben in Analogie zur Modellierung das Anticodonse-
quenzmotiv einer tRNA fiir Phenylalanin, n&mlich 5'-
GAAm!G! gewihlt und die in Tabelle 1 aufgefiihrten
Verbindungen 1-7 nach einer Festphasenmethode syntheti-

siert, die zur Herstellung cyclischer Oligoribo-
nucleotide entwickelt worden ist.'” Alle Ver-
bindungen wurden durch MALDI-TOF-Mas-
senspektrometrie charakterisiert und auf ihre
Paarungseigenschaften hin untersucht.

Der temperaturabhingige Verlauf der UV-
Absorption bei 265 nm zeigt fiir die Makro-
cyclen 1-7 im wissrigen Puffersystem sigmoid
ausgeprégte Schmelzprofile (Abbildung 3). Die
entsprechenden Schmelziibergédnge sind kon-
zentrationsunabhidngig und liegen in einem
Temperaturbereich, der die zuverlédssige Aus-
wertung der thermodynamischen Parameter
garantiert."!! Die Stabilitdt aller angefiihrten
Minidoppelhelices ist entropisch bedingt und
kommt in den hohen Absolutwerten der En-
tropieterme von bis zu 100 calmol~'K~! zum
Ausdruck (Tabelle 1).

Ein Vergleich der thermodynamischen Sta-
bilitdten von Doppelhelices, die den Konstitu-
tionstypen I oder II angehoren, ist trotz unter-
schiedlicher RinggroBe berechtigt. Eine detail-
lierte Studie legt diesbeziiglich nahe, dass in
unseren Modellverbindungen Stabilitdtsunter-
schiede, die auf Konformationsidnderungen der
Linker oder auf unterschiedliche Linkerldngen
zuriickzufithren sind, wesentlich geringer aus-
fallen als die Stabilisierung durch eine zusitz-
liche Basenstapelung.®! Daher ist der bedeu-

tende Trend festzuhalten, dass der Dreibasenpaar-Komplex
UUC/GAA wesentlich durch nicht an der Paarung beteiligte,
iiberstehende Basen an einem oder an beiden 3’-Enden
stabilisiert wird (Tabelle 1, 1-5). Das AusmaR der Stabilisie-
rung ist hier generell bei Purinbasen hoher als bei Pyrimi-
dinbasen (Tabelle 1, 4/6 und 5/7); dabei ist bezeichnend, dass
die tRNA-Basen in der Position 37 ausnahmslos Purin-
Grundstrukturen aufweisen. Zudem ermoglichen ihre Modi-

Tabelle 1. Ausgewihlte cyclische Oligoribonucleotide mit dem Sequenzmotiv der tRNAF*-Codon-Anticodon-Paarung.

Konstitutionstyp Nr. Basensequenz T, Thermodynamische Daten!®) MALDI-TOF-MS
[°C] AHCH AS°H AGis [M-+H]* [M-+H]*
[kcal mol~!] [calmol~'k] [kcal mol~!] (ber.) (beob.)
AAG -227 ~734
E E . X B
1 1 Cyue JEr 36.0 193) 519) 08 2608 2698
GAAG —26.8 —853
E : 5 -
1 2 B (e B 412 248) 663) 14 2999 2999
m!GAAG
1 3 B (e B 426 ~276 —874 ~15 3013 3011
I 4 Eq m'GAAG Eg 49.9 —-333 —103.1 —2.6 3314 3313
UuCG
I 5 43.8 —30.1 —-953 —-1.7 3275 3276
Fo L UUCU Es
1 6 mGAAG 180 ~178 —61.1 +04 3315 3316
uuuG
I 7 Eq ! GAAG Eg 16.5 —16.1 —55.6 +0.5 3276 3278
uuuu

[a] Schmelztemperaturen 7,,; 4 uMm, 1.0M NaCl, 0.01m Na,HPO,, pH 7.0. [b] Ermittlung von AH® und AS° aus den Auftragungen von a gegen 7, siche Lit. [11]
und Lit. [12], S. 1119; Auswertung durch Differenzieren der Schmelzkurven nach Lit. [11a], S. 1610 ergibt vergleichbare Werte. [c] Die Klammerausdriicke
geben die auf der Grundlage der Parametrisierung einzelner Standardbasenpaare berechneten AH°- bzw. AS°-Beitréige des entsprechenden Sequenzmotivs

innerhalb eines (bimolekularen) Duplexes an (Lit. [11b] S. 30, S. 34).
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Abbildung 3. Temperaturabhéngigkeit der Basenpaarung von cy-
rGAAm'G-Ei-UUCG-E; 4 (4 um, 1.0M NaCl, 0.0lm Na,HPO,, pH 7).
Oben: UV-Schmelzkurve; H = Hyperchromie, AT=0.7 Kmin~!. Unten:
CD-Spektren.

fikationen meist zusitzliche Interstrang-Basenstapelung und
konnen damit hohere Duplexstabilitdten bewirken. Am ein-
drucksvollsten scheint dies am Beispiel des tricyclischen
Wybutosins in der Natur verwirklicht zu sein (Abbil-
dung 1), aber auch das hiufig vorkommende 1-Methylgua-
nosin verursacht in unseren Modellverbindungen eine hohere
Stabilisierung als nichtmodifiziertes Guanosin (Tabelle 1, 3
und 2).

1-Methylguanosin hat dariiber hinaus ein weiteres Merk-
mal, das den modifizierten tRNA-Basen in Position 37
gemeinsam ist: Seine 1-Methylgruppe verhindert eine Basen-
paarung nach dem Watson-Crick-Modus. In der Modellver-
bindung 7 wird dies fiir die Beibehaltung des UUU/GAA-
Paarungsrahmens verantwortlich gemacht; ein Einbau von
Guanosin anstelle von 1-Methylguanosin wiirde die Verschie-
bung des Dreibasenpaar-Duplexes hin zum entsprechenden
Vierbasenpaar-Duplex erméglichen.[']

Mit den hier vorgestellten Modellverbindungen kann erst-
mals sehr kurze doppelhelicale RNA mit einfachen in der
Oligonucleotidchemie iiblichen Methoden auf physikalisch-
chemische und strukturelle Eigenschaften hin untersucht
werden. Fiir Doppelhelices, die aus drei Basenpaaren be-
stehen, bedeutet dies im Besonderen, dass prinzipiell belie-
bige intrinsische Codon-Anticodon-Stabilitdten abgeschitzt
und in Relation gesetzt werden konnen. Unsere Ergebnisse
zeigen, dass die Vorstellung der Codon-Anticodon-Paarung
als eine Wechselwirkung zwischen lediglich trinucleotidischen
Sequenzabschnitten zu iiberdenken ist und dass bei Stabili-
tatsbeurteilungen auch die unmittelbar benachbarten Basen
an den 3'-Enden beriicksichtigt werden miissen. Vor allem

958 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000

biologische Phéanomene, die die Lesegenauigkeit wihrend der
ribosomalen Translation betreffen, sollten auf den Codon-
kontext hin neu analysiert werden. In diesem Sinne arbeiten
wir zurzeit am systematisch modellhaften Vergleich der
codierten und recodierten Codon-Anticodon-Paarungskom-
plexe am Beispiel ribosomaler ,,Frameshift“-Ereignisse,["] um
spezifische Unterschiede im Basenstapelungsmuster als deren
Triebkraft ausfindig zu machen.
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»Nackter’ Phosphor als gewinkelt
verbriickender Ligand**

Peter Kramkowski und Manfred Scheer*

Professor Dirk Walther zum 60. Geburtstag gewidmet

Lediglich eine geringe Anzahl von Komplexen mit
Pnicogenido(E*~)-Liganden der schweren Elemente der 15.
Gruppe (E=P, As, Sb, Bi)ll sind bekannt, in denen die
Liganden die Koordinationszahlen 1 oder 2 aufweisen. Erst
1995 konnten mit [ (Ar'RN);Mo=P] (Ar' =3,5-CqH;Me,, R=
C(CD;),CH,)P und [(‘N;N’)M=E] (‘N;N’ = N(CH,CH,NSi-
Me;);; E=P, M =W, Mo;F E = As, M = W, Mol)) die ersten
Verbindungen des Typs Al® mit terminalen Liganden syn-
thetisiert und strukturell charakterisiert werden. Vor kurzem

LM
LoM=E LM=E —M'(CO)5 E _
I LM7 ML,
LM
E=P, As E=P
M'=Cr,W  E=P* As*, Sb* Bi* E=N
E=P, Sb
A B C D

fanden wir die asymmetrische lineare Koordinationsform
B der Koordinationszahl 2 in den Komplexen
[(N;N)W=E —-ML,,] (ML,,=GaCl;;"» M(CO),, M=Cr,
W) und [(RO);W=P -M(CO)s;] M=Cr, W, R=rBu,®
2,6-Me,C.H;”). Symmetrische linear verbriickende Komple-
xe des Typs C der schweren Elemente der 15. Gruppe waren
bislang ausschlieBlich fiir kationische Komplexe bekannt, die
von Huttner und Mitarbeiter hergestellt wurden.!'”) Neutrale
Komplexe dieses Typs mit E =P wurden in jiingster Zeit in
den Verbindungen [{Cp,Zr},(u-P)] und [{(R'RN);Mo},(u-P)]
(R=Ph; R'=Bu) durch Stephan et al.'! bzw. Cummins
etal.l'”l erhalten. Fiir Antimon konnten wir unlidngst
den Komplex [(‘N;N)W=Sb=W(‘N;N’)] C (‘N;}N’'=
N(CH,CH,NCH,/Bu),) als erstes neutrales Beispiel syntheti-

[*] Prof. Dr. M. Scheer, Dr. P. Kramkowski
Institut fiir Anorganische Chemie der Universitét
76128 Karlsruhe (Deutschland)
Fax: (+49)721-661921
E-mail: mascheer@achibmé6.chemie.uni-karlsruhe.de
[**] Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie und von der
Deutschen Forschungsgemeinschaft gefordert.
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sieren.[’l Die gewinkelt verbriickende Koordinationsform D
der Koordinationszahl 2 ist hingegen bisher fiir die schweren
Elemente der 15. Gruppe unbekannt.l!l Lediglich fiir Stick-
stoffl!¥] ist dieser Koordinationstyp seit lingerer Zeit unter
anderem in Komplexen des Vanadiums['’ und Tantals!'®!
beschrieben worden. Wir berichten im Folgenden iiber Syn-
these, Struktur und Eigenschaften des ersten Komplexes mit
einem gewinkelt verbriickenden Phosphorliganden der Koor-
dinationszahl 2.

Im Rahmen unserer Studien zur Synthese von Phosphido-
komplexen des Typs B der Formel [thf(ArO);W=P —M-
(CO);] durch die Dreikomponentenreaktion von [W,(OAr)]
(Ar=2,6-Me,CsH;)!'1 mit R'C=P (R’ =1Bu, Mes; Mes=
2,4,6-Me;C¢H,) in Gegenwart von [M(CO)sthf] (M=Cr,
W)l haben wir auch die entsprechenden Zweikomponen-
tensysteme [W,(OAr)s//R'C=P untersucht.'¥! Wihrend fiir
MesC=P lediglich die Vierringprodukte 1a und 2a als Folge
der Reaktion des zunichst gebildeten Phosphidokomplexes
bzw. des Alkylidinkomplexes mit weiterem Phosphaalkin und
anschlieBender 1,3-OAr-Verschiebung gebildet werden
(Schema 1), wird ausgehend von rBuC=P zusitzlich zu den

MesC=P
+ —» [(ArO)W=P] + [(ArO)sW=CMes]
[{ArO)sW = W(OAr)3]
l MesC=P

Mes = 2,4,6-Me3CgH> P /gjs
Ar = 2,6-MeCgH3 (ArO)W < /p N (ArO)3W\: /P

c o
Mes Mes

l 1,3-OAr-Verschiebung

Mes

7N ,,C\
(ArORW  POAT  (Ar0)W.. “POAr

c R/

Mes Mes

2a 1a

Schema 1.

cyclischen Verbindungen 1b und 2b der Komplex 3 vom Typ
D mit einem gewinkelten Phosphorliganden erhalten
[GL (1)]. Der é&uBerst hydrolyseempfindliche Komplex 3
bildet dunkelrote Kristalle, die sehr gut in n-Pentan, Toluol
und THF 16slich sind. Im Massenspektrum von 3 tritt der
Molekiilpeak auf.

tBuC=P
n-Hexan/THF

—-60-+20°C, 15h

+
[(ArO)sW =W(OAr)3]
Ar = 2,6-MeCgHz

A (1)
(ArO)W { POAr

2N\
2p Bu (ArO)2W\—lV‘/(OAr)2
+ + PwcCtBu
Bu gl
/,C\ AG" OAr
(ArO)W { POAr 3
c
1b (Bu
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