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Zur Entwicklung eines DNA -dhnlichen
Duplexes ohne wasserstoffverbriickte
Basenpaare**

Gérald Mathis und Jiirg Hunziker*

In jiingster Zeit wurde intensiv an der Entwicklung alter-
nativer Basenpaare zur Erweiterung des genetischen Alpha-
bets geforscht.l"¥l Erste Arbeiten basierten auf der syste-
matischen Permutation der Anordnung von Wasserstoffbrii-
ckendonoren und -acceptoren der Pyrimidin- respektive
Purinkerne.'*1 In weiterfiihrenden Studien wurde dieses
Paradigma der Watson-Crick-Komplementaritéit vollstdndig
aufgegeben.[**! Es konnte gezeigt werden, dass aromatische
Reste ohne jegliche Wasserstoffbriickenfunktionen zumin-
dest einen Teil der Anspriiche an ein replizierbares Basenpaar
erfiillen konnen, ndmlich eine geniigende thermodynamische
Stabilitat des modifizierten Duplexes, Orthogonalitdt zu den
natiirlichen Nucleobasen und enzymatische Prozessierbar-
keit. Solche unpolaren Basenpaar-Isostere werden durch
hydrophobe Dispersionskrifte zusammengehalten, welche
vorwiegend entlang der Helixachse wirken und weniger
zwischen den Kontaktflichen gegeniiberliegender Basen-
analoga. In einem Versuch, die Basenpaarungskréfte senk-
recht zur Helixachse zu orientieren, wurden chelatisierende
Nucleoside entwickelt.'" Allerdings diirften solche Metall-
vermittelten Basenpaare kaum enzymatisch replizierbar sein.

Auf der Suche nach alternativen Prinzipien fiir die Ent-
wicklung von kiinstlichen Basenpaaren erregte die Wechsel-
wirkung zwischen Benzol und Hexafluorobenzol unsere Auf-
merksamkeit.[''® Die beiden bei Raumtemperatur fliissigen
Verbindungen bilden ein festes Aggregat,['>?l welches nicht
nur durch m-Stapel alternierender Zusammensetzung, son-
dern auch durch die seitliche Alternanz von Benzol- und
Hexafluorbenzolringen charakterisiert ist (Abbildung 1). Die
inversen Quadrupolmomente von Benzol und Hexafluorben-
zol fithren also zu seitwérts gerichteten, anziehenden inter-
molekularen Kriften, welche in neuartigen Basenpaaren, wie
jenem zwischen den C-Nucleosiden 1 und 2 (Schema 1)
Verwendung finden konnten. An dieser Stelle mochten wir
iiber die Synthese und die vielversprechenden Paarungseigen-
schaften von Oligonucleotiden, die 1 und 2 enthalten,
berichten.

Die Synthese des Phenyl-2-desoxyribosids 2 und dessen
Einbau in Oligonucleotide ist bereits in der Literatur
beschrieben.?l Das entsprechende Pentafluorphenyl-Derivat
1 ist neu und wurde ausgehend von 2-Desoxyribonolacton
gemil einer bereits publizierten Methode hergestellt (Sche-
ma 2).?2l Kommerziell erhiltliches Brompentafluorbenzol
wurde lithiiert und anschlieBend das silylgeschiitzte 2-Des-
oxyribonolacton 37?1 zugegeben. Das resultierende Halbace-
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Abbildung 1. Details der Struktur des festen 1:1-Komplexes von Benzol
und Hexafluorbenzol (grau: Kohlenstoff, wei: Wasserstoff, griin: Fluor).
Die Seitenansicht (oben) zeigt die m-Stapel mit alternierender Zusam-
mensetzung. Die aromatischen Molekiile sind gegeniiber der Stapelachse
geneigt, was zu einer seitlichen Alternanz in der Ebene einzelner Benzol-
oder Hexafluorbenzolmolekiile fithrt (unten).

tal wurde in situ mit Et;SiH reduziert, was in recht
geringer Ausbeute ein 9:1-Gemisch der beiden Ano-
mere 5 (8) und 6 (a) ergab. Diese konnten nach dem
Entschiitzen des Desoxyriboseteils und erneutem
Schiitzen als 5-Dimethoxytritylether chromatogra-
phisch voneinander getrennt werden. Auf dieser Stufe
war auch eine eindeutige Zuordnung der Konfigura-
tion der beiden Isomere durch 'H-NMR-NOE-Expe-
rimente moglich.? Der Pentafluorophenyl-f-p-ribo-
sid-Phosphoramidit 8 konnte dann durch Phosphity-
lierung unter Standardbedingungen erhalten wer-
den.” Oligonucleotide mit den Bausteinen 1 und 2
(Tabellen 1 und 2) wurden mit einer iiblichen Fest-
phasen-DNA-Synthesemethode hergestellt.?+%]

FEin einzelnes Pentafluorphenyl-Phenyl-Basenpaar
(F5-P) im Zentrum eines 10-mer Duplexes fiihrt zu
einer starken Destabilisierung, was sich in der Ab-
nahme der Schmelztemperatur 7, ausdriickt (Tabel-
le 1). Die Stabilitdit des neuen Basenpaares liegt
zwischen derjenigen der relativ gut tolerierten Fehl-
paarungen A-G und G-G, sowie des Wobble-Paares
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Schema 1. Struktur der Pentafluorphenyl- (F°, 1) und Phenyl-S-p-des-
oxyriboside (P, 2), welche zur Untersuchung der Stabilitit von F>-P-
Basenpaaren in Oligonucleotidduplexen verwendet wurden.

G-T auf der einen Seite und allen anderen, stirker de-
stabilisierenden Fehlpaaren zwischen natiirlichen Basen auf
der anderen Seite. Die Wechselwirkung zwischen der Phenyl-
und der Pentafluorphenyleinheit ist stdrker als jene mit den
natiirlichen Basen. Leider bestehen in diesem Sequenzkon-
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Schema 2. a) 2.0 Aquiv. 4, 1.8 Aquiv. BuLi, E,0, —78°C, 1 h, dann 1.0 Aquiv. 3 in
Et,0, —78°C, 2.5 h; b) Et;SiH, BF;-Et,0, CH,Cl,, —78°C, 12 h; ¢) Bu,NF, THF, RT,
2 h; d) DMT-CI, N,N-Dimethylaminopyridin, Pyridin, RT, 3 h; e) [(iPr,N)(NCCH,
CH,O)P]|CL, iPr,NEt, THF, RT, 1 h. DMT = 4,4’-Dimethoxytrityl.

Tabelle 1. Aus UV-Schmelzexperimenten bestimmte T,,-Werte [°C] fiir den 10-mer DNA-Duplex 9 mit verschiedenen Basen in Position X und Y.

5’ -CTGAXTCGAC-3"
37 -GACTYAGCTG-5"

d (CTGAXTCGAC)

A T G c Fs P
A 29.0 443 362 28.1 250 25.1
T 45.0 271 355 271 220 211
d (GTCGAYTCAG) G 35.6 36.1 389 49.0 250 230
C 29.8 280 50.0 25.1 24.1 24.1
F 250 220 287 211 299 30.6
P 25.1 21.0 272 176 30.0 30.0

[a] Duplexkonzentration: 4 uMm. Puffer: 10mM NaH,PO,, 150 mm NaCl, pH 7.0. Detektion bei 260 nm, T,,=Mittelwert aus drei Schmelzkurven,

Aufheizgeschwindigkeit = 0.5 Kmin~".

3336
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Tabelle 2. Aus UV-Schmelzexperimenten bestimmte 7,,-Werte [°C] fiir die
10-mer Oligodesoxynucleotide 10-21 mit mehreren F°-P-Basenpaaren.l!

Oligonucleotide T, [°C] AT, /mod. [K] Hyperchromie
d(CTGATATCAG) 10 38.0 - 27 %
d(CTGAGCTCAG) 11 48.5 +53 23%
d(CTGAFPTCAG) 12 30.0[b) —-4.0 14.5%
d(CTGFPF°PCAG) 13 44.0 +1.5 8%
d(CTGFF°PPCAG) 14 447101 +1.7 8%
d(CTGF’GF*GCAG) 15 35.8 -1.1 6%
d(CTGF’AF’ACAG) 16 377 -0.2 6.5%
d(CF°GPATF°CPG) 17 el - 2.5%
d(CTPFPFPFSAG) 18 - - 75%
d(CTFSF’F'PPPAG) 19 —ld - 5%
d(CF’PF°GCPF°PG) 20 23.110] -2.5 9%
d(CFPFPFPFPG) 21 -l - —1%

[a] Duplexkonzentration: 4 um. Puffer: 10 mM NaH,PO,, 150 mm NaCl,
pH 7.0. Detektion bei 260 nm, T, = Mittelwert aus drei Schmelzkurven,
Aufheizgeschwindigkeit =0.5Kmin~". [b] Monomolekulare Haarnadel-
struktur bei 4 pum. [c] Kein Schmelzvorgang beobachtet. [d] Kein sigmoider
(kooperativer) Schmelzvorgang.

text aber keine oder nur sehr geringe Unterschiede zwischen
dem Basenpaar F°-P und den Selbstpaaren P-P und F3-F°.

Betrachtet man hingegen selbstkomplementidre 10-mer
Duplexe mit mehreren F3-P-Basenpaaren verdndert sich das
Bild drastisch. Mit zwei solchen Paaren im Zentrum (Duplex
12,) resultiert immer noch eine thermodynamische Destabi-
lisierung (AT, /mod. —4.0K im Vergleich zu A-T, Tabelle 2),
die aber erheblich geringer ausfillt als im Fall einer einzelnen
Substitution (AT,,/mod. —15K). Fiihrt man vier nacheinander
folgende F5-P-Paare ein (13,), erhilt man erstaunlicherweise
einen Duplex, der stabiler ist als sein natiirliches Pendant mit
vier A-T-Basenpaaren (AT,/mod. +1.5K). Diese giinstige
Wechselwirkung beschrankt sich in diesem System auf
Phenyl- und Pentafluorphenylreste. Die Duplexe 15, und
16, mit vier F°-G- respektive F>-A-Paaren sind im Vergleich
dazu eindeutig destabilisiert.

Die unterschiedlichen Duplexstabilititen von Sequenzen
mit einem, zwei oder vier aufeinander folgenden F5-P-
Basenpaaren konnten durch die verdnderte Geo-
metrie dieses kiinstlichen Basenpaares verursacht
sein. Fiir einen optimalen Kontakt zwischen gegen-
iiberliegenden Phenyl- und Pentafluorresten sollte
die Distanz zwischen den beiden Zucker-Phosphat-
Riickgraten vermutlich kleiner ausfallen als die
11 A bei einem kanonischen Pyrimidin-Purin-Ba-
senpaar. Das DNA-Riickgrat kann sich der Verkiir-
zung erst anpassen, wenn mehrere F°-P-Paare hin-
tereinander auftreten.¢!

Die Bestimmung der thermischen Stabilitdt von
10-mer Duplexen mit mehr als vier F>-P-Basenpaa-
ren ist aus technischen Griinden nicht mehr mog-
lich: die UV-Absorption der C-Nucleoside 1 und 2
ist im Wellenldngenbereich der Schmelzpunktexpe-
rimente extrem schwach. Im Wesentlichen wird nur
die Entstapelung der natiirlichen Basen detektiert,
wie man aus dem Abfall der Hyperchromie der
Duplexe 12, (14.5%, Tabelle 2), 13, (8%), 18,
(7.5%) und 21, (—1%) erkennen kann. Daneben
zeigt der Duplex 18, mit sechs F5-P-Basenpaaren

m
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keinen sigmoiden Kurvenverlauf, der normalerweise einen
kooperativen Ubergang charakterisiert.

Die Stiarke und Ausrichtung der Wechselwirkung zwischen
Phenyl- und Pentafluorphenylresten zeigt sich in Schmelz-
punktexperimenten bei wechselnder Duplexkonzentration,
die dariiber hinaus auch die thermodynamischen Parameter
der Duplexbildung liefern (Tabelle 3). Ein einzelnes F°>-P-
Basenpaar im Duplex d(CTGAPTCGAC)-d(GTCGAFT-
CAG) (24-25) fiihrt zu einer Verringerung der Paarungsen-
thalpie im Vergleich zum unmodifizierten Referenzduplex,
welche nicht durch eine vorteilhaftere Paarungsentropie
ausgeglichen werden kann. Anders verhilt sich der selbst-
komplementire Duplex d(CTGFPFPCAG), (13),. Die im
Vergleich zur Referenzduplex d(CTGATATCAG), (10), bei-
nahe 40 % groBere Enthalpie der Duplexbildung in diesem
System kann sehr wahrscheinlich den au8erordentlich starken
Stapelungswechselwirkungen zwischen alternierenden Phe-
nyl- und Pentafluorphenyl-,,Basen®“ zugeschrieben werden.
Unterstiitzung fiir diese Annahme bieten die folgenden
Beobachtungen. Das Oligonucleotid d(CTGF'PF’PCAG) 13
bildet lediglich oberhalb einer Konzentration von 3 uMm einen
Duplex, unterhalb dieser Schwelle iiberwiegt ein monomole-
kularer Komplex— vermutlich eine Haarnadelstruktur (Ab-
bildung 2). Im Unterschied dazu bevorzugt die Sequenz
d(CTGFF'PPCAG) 14, wie auch d(CTGAFPTCAG) 12,

Tabelle 3. Thermodynamische Daten von 10-mer DNA-Duplexen mit F-
P-Basenpaaren sowie den entsprechenden Referenzproben. !l

Oligonucleotide AH® AS° AG”° (25°C)
[kcalmol~']  [calmol~'K] [kcalmol™]

d(CTGAATCGAC)- —77.6 —213 —13.8

d(GTCGATTCAG) 22-23

d(CTGAPTCGAC)- —61.5 —175 -9.1

d(GTCGAFTCAG) 2425

d(CTGATATCAG), (10), 675 192 ~10.1

d(CTGAGCTCAG), (11),  —82.3 -231 133

d(CTGFPFPCAG), (13), 943 273 130

[a] Duplexkonzentration: 1-32 pm. Puffer: 10 mm NaH,PO,, 150 mm NaCl,
pH 7.0.

-14 -18.5 -13 -12.5 -12 -11.5

Inc —

Abbildung 2. Van't-Hoff-Auftragungen 1/T,, gegen Inc (¢ in molL™') fiir das Oligo-
nucleotid d(CTGFPFPCAG) 13. Sequenz 13 mit vier alternierenden F>-P-Basenpaaren
in der Mitte bildet oberhalb einer Konzentration von 3 um einen Duplex (abfallende
Region, lineare Regression eingezeichnet). Dagegen bilden die Oligonucleotide
d(CTGAFPTCAG) 12 und d(CTGFF’PPCAG) 14 erst bei viel hoherer Konzentration
einen Duplex.
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eine monomolekulare Struktur mit konstantem 7, bis hin zu
viel hoheren Konzentrationen (> 10 um). Der alternierende
F>-P-F>-P-Stapel, welcher in 12 und 14 kiirzer ist oder fehlt,
versteift im Fall von 13 die Mitte des Oligonucleotids.?” Der
Einfluss der intramolekularen Stapelungswechselwirkung
zwischen Phenyl- und Pentafluorphenylresten auf die Du-
plexstabilitit ist also groBer als die seitliche, intermolekulare
Komponente. Dies ist nicht weiter iiberraschend, wenn man
sich die unterschiedliche Ausdehnung der Kontakte in den
beiden Richtungen vor Augen hilt.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass komplemen-
tare Ladungsverteilung wie in den Phenyl- und Pentafluor-
phenyl-C-Nucleosiden 1 und 2 ein neuartiges Designprinzip
fiir kiinstliche Basenpaare darstellt. Die Resultate dieser
Studie unterstreichen ferner die Bedeutung intramolekularer
Stapelungskrifte fiir die thermodynamische Stabilisierung
von Oligonucleotidduplexen. Andererseits konnten intermo-
lekulare Stapelwechselwirkungen kiirzlich in einem Basen-
paar, bestehend aus zwei Bipyridinresten, genutzt werden.['*]
Eine Kombination dieser Eigenschaften konnte zu orthogo-
nalen, nicht wasserstoffverbriickten, nicht form-komplemen-
tiren Basenpaaren fithren. Experimente in dieser Richtung,
wie auch Versuche, das Pentafluorphenyl-Phenyl-Basenpaar
mit Polymerasen zu replizieren, sind gegenwértig im Gange.
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[26] Dieses Problem konnte durch Ersetzen des Phenylrestes in einem F°-
P-Basenpaar durch einen Naphthalin- oder Indolrest behoben wer-
den. Experimente mit entsprechend modifizierten Oligonucleotiden
sind derzeit im Gange.

[27] Experimente mit den nicht-selbstkomplementiren 10-mer Duplexen
d(CTGFPFPGAC)-d(GTCFPFPCAG) und d(CTGFFFFGAC)
d(GTCPPPPCAG) brachten keinen Aufschluss, da diese einen
Schmelzpunkt von unter 10°C aufweisen.

Aktivitit von Lipasen und Esterasen gegeniiber
tertiliren Alkoholen: neue Einblicke in
Struktur-Funktions-Beziehungen**

Erik Henke, Jiirgen Pleiss und Uwe T. Bornscheuer*
Professor Rolf D. Schmid zum 60. Geburtstag gewidmet

Hydrolytische Enzyme sind vielseitige Biokatalysatoren
und finden zunehmend Anwendungen in der organischen
Synthese.l'! Eine betriichtliche Zahl industrieller Verfahren
unter Einsatz dieser Enzyme wurde bereits etabliert.”! Inner-
halb dieser Enzymklasse werden Lipasen (E.C. 3.1.1.3) und
Carboxylesterasen (E.C. 3.1.1.1) héufig eingesetzt, da sie ein
sehr breites Spektrum nicht natiirlicher Substrate akzeptie-
ren, iiblicherweise in organischen Losungsmitteln sehr stabil
sind und gute bis ausgezeichnete Stereoselektivitdt zeigen.
Der weitaus groBte Teil der (chiralen) Substrate, die von

[*] Prof. Dr. U. T. Bornscheuer, Dr. E. Henke
Institut fiir Chemie & Biochemie
Abt. Technische Chemie & Biotechnologie
Universitat Greifswald
SoldmannstraBe 16, 17487 Greifswald (Deutschland)
Fax: (+49) 3834-86-4346
E-mail: bornsche@uni-greifswald.de
Dr. J. Pleiss
Institut fiir Technische Biochemie
Universitét Stuttgart
Allmandring 31
70569 Stuttgart (Deutschland)

[**] Wir danken Prof. R. D. Schmid (Institut fiir Technische Biochemie
(ITB), Universitat Stuttgart) fiir hilfreiche Diskussionen und Sandra
Vorlova (ITB) fiir die Bereitstellung rekombinanter hAChE and
bAChHE. Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemein-
schaft finanziell unterstiitzt (Bo 1475/2-1).

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor ange-
fordert werden.
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