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Ein stabiler DNA-Duplex mit
einem nichtwasserstoffverbrii-
ckenden, nichtformkomplemen-
tiren Basenpaar: Interstrang-
Stapelwechselwirkungen als
stabilititsbestimmender Faktor
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Wasserstoffbriicken und Stapelwechselwir-
kungen zwischen Nucleobasen sind die wich-
tigsten nichtkovalenten Kréfte, die die DNA-
und die RNA-Doppelhelix zusammenhal-
ten.!>2l Deren relative Beitridge zur Stabilitéit
werden jedoch seit der Entdeckung der Struk-
tur der Doppelhelix kontrovers diskutiert.
Neuere Berichte iiber die Bildung stabiler
Duplexe und die selektive, DNA-Polymerase-
induzierte Replikation von Oligonucleotiden
mit hydrophoben, nichtwasserstoffverbrii-
ckenden Basenpaaren'¥ haben die Diskus-
sion wieder entfacht und zu einer Neubewer-
tung der Rolle von aromatischen Stapelwech-
selwirkungen und Formkomplementaritét bei
der Basenpaarbildung gefiihrt.['"]

Im Rahmen eines Projektes zur Einfiihrung
von spezifischen Metallbindungsstellen in

DNAU'8] interessieren wir uns fiir das Nucleosid-Analogon a) 254
1 (dBP; siehe Schema 1), welches eine 2,2-Bipyridyl(BP)-
Einheit als Basenersatz trégt, und dessen Einbau in Oligonu-
cleotide. Hier berichten wir iiber die selektive und hochaffine
Selbsterkennung von dBP innerhalb eines DNA-Duplexes in

Abwesenheit von Ubergangsmetallionen.!"”]

Das C-Nucleosid 1 wurde ausgehend von 2,3,5-Tri-O-
benzyl-p-ribonolacton 22! und 4-Iod-2,2’-bipyridin 3£ 22
nach bekannten Methoden der C-Glycosidchemie syntheti-
siert (Schema 1):?24 Die Lithiierung von 3 und die nach-
folgende Addition an das Lacton 2 lieferten die intermediéren
Hemiacetale, welche nach In-situ-Reduktion mit Et;SiH
selektiv in das B-C-Glycosid 4 ('"H-NMR-NOE) iiberfiihrt
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Schema 1. a) 1.0 Aquiv. 3, 1.0 Aquiv. #nBuLi, THF, —78°C, 2 h, dann 0.9 Aquiv. 2, — 78°C —RT,
16 h; b) 5 Aquiv. Et;SiH, 5 Aquiv. BF;- OEt, CH,Cl,, —78°C —RT, 16 h; c) 3.4 Aquiv. BBr;,
CH,Cl,, —78°C, 4 h; d) 1.0 Aquiv. 1,3-Dichlor-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan, Pyridin, RT, 5 h;
e) 1.2 Aquiv. 1,'-Thiocarbonyldiimidazol, CH;CN, RT, 18 h; f) 1.6 Aquiv. Bu;SnH, 1.5 Aquiv.
AIBN, Toluol, 80°C, 2h; g)1.0 Aquiv. (HF);-NEt;, THF, RT, 18 h; h) 1.2 Aquiv. 4.4'-
Dimethoxytrityl(DMT)-chlorid, Pyridin, RT, 16h; i)3 Aquiv. iPr,NEt, 1.3 Aquiv.
[(iPr,N)(NCCH,CH,0)P]CI, THF, RT, 3 h. AIBN = a,a’-Azobisisobutyronitril.

wurden. Mit einer typischen Reaktionsfolge zur Entfernung

der 2’-Hydroxygruppe wurde die Synthese von 1 abgeschlos- b) 124
HO sen, welches dann in das Phosphoramidit 7 9
o umgewandelt wurde. 1

Dieser Baustein wurde nach Standardvor-
OH schriften der Oligonucleotidsynthese®! in
den Duplex 8 (siche Tabelle 1) eingebaut.
Die thermische Stabilitidt der Duplexe 8 (X,
Y =dBP, dA, dG, dC, dT sowie das abasische Nucleosidana-
logon ¢) wurde durch UV-spektroskopische Bestimmung der
Schmelztemperatur 7T, ermittelt (10 mm NaH,PO,, 150 mm
NaCl, pH 7.0; Abbildung 1a; Tabelle 1). Eine genauere Be-
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Abbildung 1. a) UV-Schmelzkurven der Duplexe 8 mit X =Y =dBP (a),

X=dBP, Y=¢ (o) und X=dBP, Y=dT (m); A =normierte Absorption;

experimentelle Bedingungen siehe Tabelle 1; b) CD-Spektren der Duplexe

8 mit X=Y=dBP (o) und X=dA, Y =dT (e); ¢(8) =2.4 um, Puffer siche

Tabelle 1.
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Tabelle 1. Sequenz des 19-mer DNA-Duplexes 8 und aus UV-Schmelz-
kurven ermittelte T,,-Werte fiir eine Reihe von Kombinationen X und Y
(260 nm, ¢(8)=1.2 um, Puffer: 10 mm NaH,PO,, 150 mm NaCl, pH 7.0).

5-GATGACXGCTAGCTAGGAC
3-CTACTGYCGATCGATCCTG

X BP b A G T c

Y

BP 67.4 58.5 n.b.l2 n.b.l n.b.l2 n.b.l
T 57.9 50.1 604.0 60.0 58.5 55.7
C 59.7 52.0 55.6 66.7 56.1 54.6
A 61.4 52.5 57.0 59.2 604.1 55.8
G 62.0 54.8 59.2 58.6 60.1 66.0

[a] n.b. =nicht bestimmt.

trachtung der Daten zeigt, dass das nichtnatiirliche Basenpaar
dBP:dBP in der gegebenen Sequenz (7,=674°C) 34K
stabiler als ein dA:dT-Basenpaar und 0.7 K stabiler als ein
dG:dC-Basenpaar ist. Die Selbsterkennung von dBP ist
selektiv. Jede natiirliche Base gegeniiber einer dBP-Einheit
destabilisiert den Duplex um 5.4-9.5K. Dies entspricht
Unterschieden in der Freien Paarungsenthalpie (AAG®) von
1.7-3.6 kcalmol~! relativ zu der des dBP:dBP-Duplex (Ta-
belle 2). Damit dhnelt der Effekt eines dBP:dN-Basenpaares
auf die Duplexstabilitdt dem einer Basenfehlpaarung natiir-
licher Nucleobasen. Befindet sich gegeniiber einer dBP-
Einheit im Duplex eine abasische Einheit, so ist die thermi-
sche Stabilitdt des Duplex interessanterweise 8.9 K niedriger.

Tabelle 2. Durch Kurvenanpassung an die experimentellen Schmelzkur-
ven nach dem Zweizustandsmodell erhaltene thermodynamische Daten
der Duplexbildung.?l Geschitzter Fehler 4+5%.

Y AH AS AGSC
(X=BP) [kcalmol '] [calK~'mol ] [kcalmol ']
A —115 —317 —-21.0
T —106 —293 —19.1
G —108 —296 —-20.5
C —112 —308 —204
BP —113 —303 —22.7

Um sicherzustellen, dass die Resultate der Schmelzpunkt-
experimente nicht durch an dBP-Einheiten gebundene Uber-
gangsmetalle verfilscht waren, wurden Kontrollexperimente
mit Ethylendiamintetraessigsdure(EDTA)-haltigen (0.1m)
Puffern durchgefiihrt. Dabei konnte jedoch keine Verédnde-
rung der 7,-Werte festgestellt werden. Unter Beriicksichti-
gung des niedrigen pK,-Wertes (4.3) der Bipyridyleinheit
sowie der fiir die Bildung von Wasserstoffbriicken zwischen
zwei Bipyridyleinheiten unvorteilhaften Anordnung der
Ringstickstoffatome kann die Bildung eines protonierten
dBPH":dBP-Basenpaares bei pH 7.0 ebenfalls ausgeschlossen
werden.

Ein Strukturmodell eines DNA-Duplexes mit zwei einan-
der gegeniiberliegenden dBP-Einheiten zeigt deutlich, dass
die beiden Basen nur dann ohne grofere Deformation des
Riickgrates in der Doppelhelix untergebracht werden kon-
nen, wenn die distalen Pyridinringe gestapelt vorliegen. In der
Tat ergab eine Molekulardynamik(MD)-Simulation des Du-
plexes 8 (X =Y =dBP) mit zwei gegeniiberliegenden Bipyri-
dylbasen in der Ausgangskonformation bereits nach den
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ersten Energieminimierungen einen Ubergang in eine partiell
gestapelte Konformation (Abbildung 2, oben). Diese Anord-
nung bleibt wéahrend der gesamten 200-ps-Trajektorie der
Simulation stabil. Wie Abbildung 2 (unten) zeigt, fiihrt die
Stapelung der beiden dBP-Reste zu einer Erhohung des

Abbildung 2. Struktur eines Ausschnitts des Duplexes 8 (X =Y =dBP),
bestehend aus den beiden dBP-Einheiten (Basen in Gelb) sowie den
benachbarten natiirlichen Basenpaaren (zwei zu jeder Seite). Die Struktur
entspricht dem Mittel der letzten 20 ps einer freien MD-Simulation bei
300 K entlang einer 200-ps-Trajektorie mit dem Kraftfeld Amber, wie es im
Softwarepaket InsightII/Discover3 V98.0 implementiert ist. Anstelle von
expliziten Losungsmittelmolekiilen wurde eine abstandsabhingige Permit-
tivitdt von ¢ =4r (r= Abstand) als Screeningfunktion verwendet. Oben:
Blick entlang der Helixachse, welcher die nahezu ideale Uberlappung der
distalen Pyridinringe der dBP-Einheiten wiedergibt; unten: Blick in die
groBle Furche, welcher die Stapelung des dBP-Basenpaares im Gesamt-
zusammenhang des Basenstapels der DNA zeigt.

Abstands zwischen den Basen der beiden benachbarten
dG:dC-Basenpaare. Dies wird durch eine lokale Anderung
der Riickgratkonformation ermoglicht. Insgesamt bleibt da-
bei aber die B-Konformation der Doppelhelix erhalten. Dies
wird durch die Circulardichroismus(CD)-Spektren der beiden
Duplexe 8 mit X:Y=dA:dT bzw. dBP:dBP (Abbildung 1b)
unterstiitzt.
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Die Resultate der Schmelzexperimente und der Modell-
ierungen des Duplexes 8 mit dem dBP:dBP-Paar fiihrten uns
zu dem Schluss, dass Interstrang-Stapelwechselwirkungen
zweler benachbarter, nichtwasserstoffverbriickter und nicht-
formkomplementédrer aromatischer Einheiten integraler Be-
standteil der Duplexstabilisierung sind. Eine Analyse der
Eigenschaften der kiirzlich von Romesberg und Schultz >l
sowie der von Kool et al.l® 1% 4 beschriebenen Duplexe mit
verschiedenen hydrophoben Einheiten als Ersatz fiir die
Nucleobasen ist hiermit vollkommen im Einklang. Das
formkomplementire Paar Difluortoluol:4-Methylindol und
verwandte Paarel® ¥ sowie einander im Duplex gegeniiber-
liegende substituierte Phenylreste, welche zu klein sind, um
Interstrang-Stapelwechselwirkungen einzugehen,P! destabili-
sieren einen Duplex. Ausgedehnte aromatische Einheiten
hingegen, wie Isocarbostyrile (1-Hydroxyisochinoline) ¢
oder Pyrene'! welche sich (zumindest partiell) stapeln
konnen, wenn sie sich in gegeniiberliegenden Positionen
eines Duplex befinden, fithren zu dhnlich hoher oder gar
hoherer Stabilitdt verglichen mit einem natiirlichen Basen-
paar. Auf die Bedeutung der Interstrang-Basenstapelung fiir
die Duplexstabilitdt wurde auch am Beispiel der DNA- und
RNA-Analoga p-RNA und homo-DNA hingewiesen.?’! Eine
hochauflésende Strukturanalyse eines Duplexes mit einem
dBP-Basenpaar ist zurzeit in Arbeit.

Die hier beschriebenen experimentellen Befunde legen
eine einfache Deutung nahe: Anordungen nichtwasserstoff-
briickenbildender und nichtformkomplementédrer Basen in
DNA-Duplexen fiithren nur dann zu dhnlicher oder erhohter
Stabilitdt im Vergleich zu einem Watson-Crick-Basenpaar,
wenn die entsprechenden Areneinheiten Interstrang-Stapel-
wechselwirkungen eingehen. Diese Erkenntnis diirfte fiir das
Design neuer Nucleosidanaloga fiir Anwendungen in der
Molekularbiologie oder in den Materialwissenschaften von
groflem Nutzen sein.
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Effizienter photooxidativer Abbau von
organischen Verbindungen in Gegenwart von
Eisentetrasulfophthalocyanin unter
Bestrahlung mit sichtbarem Licht**
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Der Abbau von organischen Schadstoffen durch Photoka-
talyse'! und (photoinduzierte) Fenton-Reaktionen ist aus-
giebig untersucht worden. Meunier und Mitarbeiter berich-
teten iber einen effizienten oxidativen Abbau von Tri-
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