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In j¸ngster Zeit wurde intensiv an der Entwicklung alter-
nativer Basenpaare zur Erweiterung des genetischen Alpha-
bets geforscht.[1±13] Erste Arbeiten basierten auf der syste-
matischen Permutation der Anordnung von Wasserstoffbr¸-
ckendonoren und -acceptoren der Pyrimidin- respektive
Purinkerne.[1±3] In weiterf¸hrenden Studien wurde dieses
Paradigma der Watson-Crick-Komplementarit‰t vollst‰ndig
aufgegeben.[4±9] Es konnte gezeigt werden, dass aromatische
Reste ohne jegliche Wasserstoffbr¸ckenfunktionen zumin-
dest einen Teil der Anspr¸che an ein replizierbares Basenpaar
erf¸llen kˆnnen, n‰mlich eine gen¸gende thermodynamische
Stabilit‰t des modifizierten Duplexes, Orthogonalit‰t zu den
nat¸rlichen Nucleobasen und enzymatische Prozessierbar-
keit. Solche unpolaren Basenpaar-Isostere werden durch
hydrophobe Dispersionskr‰fte zusammengehalten, welche
vorwiegend entlang der Helixachse wirken und weniger
zwischen den Kontaktfl‰chen gegen¸berliegender Basen-
analoga. In einem Versuch, die Basenpaarungskr‰fte senk-
recht zur Helixachse zu orientieren, wurden chelatisierende
Nucleoside entwickelt.[10±13] Allerdings d¸rften solche Metall-
vermittelten Basenpaare kaum enzymatisch replizierbar sein.
Auf der Suche nach alternativen Prinzipien f¸r die Ent-

wicklung von k¸nstlichen Basenpaaren erregte die Wechsel-
wirkung zwischen Benzol und Hexafluorobenzol unsere Auf-
merksamkeit.[14±18] Die beiden bei Raumtemperatur fl¸ssigen
Verbindungen bilden ein festes Aggregat,[19,20] welches nicht
nur durch p-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 f¸hren also zu seitw‰rts gerichteten, anziehenden inter-
molekularen Kr‰ften, welche in neuartigen Basenpaaren, wie
jenem zwischen den C-Nucleosiden 1 und 2 (Schema 1)
Verwendung finden kˆnnten. An dieser Stelle mˆchten wir
¸ber 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.[21] Das entsprechende Pentafluorphenyl-Derivat
1 ist neu und wurde ausgehend von 2-Desoxyribonolacton
gem‰˚ einer bereits publizierten Methode hergestellt (Sche-
ma 2).[22] Kommerziell erh‰ltliches Brompentafluorbenzol
wurde lithiiert und anschlie˚end das silylgesch¸tzte 2-Des-
oxyribonolacton 3[22] zugegeben. Das resultierende Halbace-
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tal wurde in situ mit Et3SiH reduziert, was in recht
geringer Ausbeute ein 9:1-Gemisch der beiden Ano-
mere 5 (b) und 6 (a) ergab. Diese konnten nach dem
Entsch¸tzen des Desoxyriboseteils und erneutem
Sch¸tzen als 5’-Dimethoxytritylether chromatogra-
phisch voneinander getrennt werden. Auf dieser Stufe
war auch eine eindeutige Zuordnung der Konfigura-
tion der beiden Isomere durch 1H-NMR-NOE-Expe-
rimente mˆglich.[23] Der Pentafluorophenyl-b-d-ribo-
sid-Phosphoramidit 8 konnte dann durch Phosphity-
lierung unter Standardbedingungen erhalten wer-
den.[24] Oligonucleotide mit den Bausteinen 1 und 2
(Tabellen 1 und 2) wurden mit einer ¸blichen Fest-
phasen-DNA-Synthesemethode hergestellt.[24,25]

Ein einzelnes Pentafluorphenyl-Phenyl-Basenpaar
(F5-P) im Zentrum eines 10-mer Duplexes f¸hrt zu
einer starken Destabilisierung, was sich in der Ab-
nahme der Schmelztemperatur Tm ausdr¸ckt (Tabel-
le 1). Die Stabilit‰t des neuen Basenpaares liegt
zwischen derjenigen der relativ gut tolerierten Fehl-
paarungen A-G und G-G, sowie des Wobble-Paares

G-T auf der einen Seite und allen anderen, st‰rker de-
stabilisierenden Fehlpaaren zwischen nat¸rlichen Basen auf
der anderen Seite. Die Wechselwirkung zwischen der Phenyl-
und der Pentafluorphenyleinheit ist st‰rker als jene mit den
nat¸rlichen Basen. Leider bestehen in diesem Sequenzkon-
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Abbildung 1. Details der Struktur des festen 1:1-Komplexes von Benzol
und Hexafluorbenzol (grau: Kohlenstoff, wei˚: Wasserstoff, gr¸n: Fluor).
Die Seitenansicht (oben) zeigt die p-Stapel mit alternierender Zusam-
mensetzung. Die aromatischen Molek¸le sind gegen¸ber der Stapelachse
geneigt, was zu einer seitlichen Alternanz in der Ebene einzelner Benzol-
oder Hexafluorbenzolmolek¸le f¸hrt (unten).
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Schema 1. Struktur der Pentafluorphenyl- (F5, 1) und Phenyl-b-d-des-
oxyriboside (P, 2), welche zur Untersuchung der Stabilit‰t von F5-P-
Basenpaaren in Oligonucleotidduplexen verwendet wurden.
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Schema 2. a) 2.0 æquiv. 4, 1.8 æquiv. BuLi, Et2O, �78 8C, 1 h, dann 1.0 æquiv. 3 in
Et2O, �78 8C, 2.5 h; b) Et3SiH, BF3¥Et2O, CH2Cl2, �78 8C, 12 h; c) Bu4NF, THF, RT,
2 h; d) DMT-Cl, N,N-Dimethylaminopyridin, Pyridin, RT, 3 h; e) [(iPr2N)(NCCH2-
CH2O)P]Cl, iPr2NEt, THF, RT, 1 h. DMT¼ 4,4’-Dimethoxytrityl.

Tabelle 1. Aus UV-Schmelzexperimenten bestimmte Tm-Werte [8C] f¸r den 10-mer DNA-Duplex 9 mit verschiedenen Basen in Position X und Y.[a]

A T G C F5 P

A 29.0 44.3 36.2 28.1 25.0 25.1
T 45.0 27.1 35.5 27.1 22.0 21.1
G 35.6 36.1 38.9 49.0 25.0 23.0
C 29.8 28.0 50.0 25.1 24.1 24.1
F5 25.0 22.0 28.7 21.1 29.9 30.6
P 25.1 21.0 27.2 17.6 30.0 30.0

[a] Duplexkonzentration: 4 mm. Puffer: 10mM NaH2PO4, 150 mm NaCl, pH 7.0. Detektion bei 260 nm, Tm¼Mittelwert aus drei Schmelzkurven,
Aufheizgeschwindigkeit¼ 0.5 Kmin�1.



text aber keine oder nur sehr geringe Unterschiede zwischen
dem Basenpaar F5-P und den Selbstpaaren P-P und F5-F5.
Betrachtet man hingegen selbstkomplement‰re 10-mer

Duplexe mit mehreren F5-P-Basenpaaren ver‰ndert sich das
Bild drastisch. Mit zwei solchen Paaren im Zentrum (Duplex
122) resultiert immer noch eine thermodynamische Destabi-
lisierung (DTm/mod. �4.0K im Vergleich zu A-T, Tabelle 2),
die aber erheblich geringer ausf‰llt als im Fall einer einzelnen
Substitution (DTm/mod.�15K). F¸hrt man vier nacheinander
folgende F5-P-Paare ein (132), erh‰lt man erstaunlicherweise
einen Duplex, der stabiler ist als sein nat¸rliches Pendant mit
vier A-T-Basenpaaren (DTm/mod. þ 1.5K). Diese g¸nstige
Wechselwirkung beschr‰nkt sich in diesem System auf
Phenyl- und Pentafluorphenylreste. Die Duplexe 152 und
162 mit vier F5-G- respektive F5-A-Paaren sind im Vergleich
dazu eindeutig destabilisiert.
Die unterschiedlichen Duplexstabilit‰ten von Sequenzen

mit einem, zwei oder vier aufeinander folgenden F5-P-
Basenpaaren kˆnnten durch die ver‰nderte Geo-
metrie dieses k¸nstlichen Basenpaares verursacht
sein. F¸r einen optimalen Kontakt zwischen gegen-
¸berliegenden Phenyl- und Pentafluorresten sollte
die Distanz zwischen den beiden Zucker-Phosphat-
R¸ckgraten vermutlich kleiner ausfallen als die
11 ä bei einem kanonischen Pyrimidin-Purin-Ba-
senpaar. Das DNA-R¸ckgrat kann sich der Verk¸r-
zung erst anpassen, wenn mehrere F5-P-Paare hin-
tereinander auftreten.[26]

Die Bestimmung der thermischen Stabilit‰t von
10-mer Duplexen mit mehr als vier F5-P-Basenpaa-
ren ist aus technischen Gr¸nden nicht mehr mˆg-
lich: die UV-Absorption der C-Nucleoside 1 und 2
ist im Wellenl‰ngenbereich der Schmelzpunktexpe-
rimente extrem schwach. Im Wesentlichen wird nur
die Entstapelung der nat¸rlichen Basen detektiert,
wie man aus dem Abfall der Hyperchromie der
Duplexe 122 (14.5%, Tabelle 2), 132 (8%), 182
(7.5%) und 212 (�1%) erkennen kann. Daneben
zeigt der Duplex 182 mit sechs F5-P-Basenpaaren

keinen sigmoiden Kurvenverlauf, der normalerweise einen
kooperativen ‹bergang charakterisiert.
Die St‰rke und Ausrichtung der Wechselwirkung zwischen

Phenyl- und Pentafluorphenylresten zeigt sich in Schmelz-
punktexperimenten bei wechselnder Duplexkonzentration,
die dar¸ber hinaus auch die thermodynamischen Parameter
der Duplexbildung liefern (Tabelle 3). Ein einzelnes F5-P-
Basenpaar im Duplex d(CTGAPTCGAC)¥d(GTCGAF5T-
CAG) (24¥25) f¸hrt zu einer Verringerung der Paarungsen-
thalpie im Vergleich zum unmodifizierten Referenzduplex,
welche nicht durch eine vorteilhaftere Paarungsentropie
ausgeglichen werden kann. Anders verh‰lt sich der selbst-
komplement‰re Duplex d(CTGF5PF5PCAG)2 (13)2. Die im
Vergleich zur Referenzduplex d(CTGATATCAG)2 (10)2 bei-
nahe 40% grˆ˚ere Enthalpie der Duplexbildung in diesem
System kann sehr wahrscheinlich den au˚erordentlich starken
Stapelungswechselwirkungen zwischen alternierenden Phe-
nyl- und Pentafluorphenyl-πBasen™ zugeschrieben werden.
Unterst¸tzung f¸r diese Annahme bieten die folgenden
Beobachtungen. Das Oligonucleotid d(CTGF5PF5PCAG) 13
bildet lediglich oberhalb einer Konzentration von 3 mm einen
Duplex, unterhalb dieser Schwelle ¸berwiegt ein monomole-
kularer Komplex± vermutlich eine Haarnadelstruktur (Ab-
bildung 2). Im Unterschied dazu bevorzugt die Sequenz
d(CTGF5F5PPCAG) 14, wie auch d(CTGAF5PTCAG) 12,
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Tabelle 2. Aus UV-Schmelzexperimenten bestimmte Tm-Werte [8C] f¸r die
10-mer Oligodesoxynucleotide 10±21 mit mehreren F5-P-Basenpaaren.[a]

Oligonucleotide Tm [8C] DTm/mod. [K] Hyperchromie

d(CTGATATCAG) 10 38.0 ± 27%
d(CTGAGCTCAG) 11 48.5 þ 5.3 23%
d(CTGAF5PTCAG) 12 30.0[b] �4.0 14.5%
d(CTGF5PF5PCAG) 13 44.0 þ 1.5 8%
d(CTGF5F5PPCAG) 14 44.7[b] þ 1.7 8%
d(CTGF5GF5GCAG) 15 35.8 �1.1 6%
d(CTGF5AF5ACAG) 16 37.7 �0.2 6.5%
d(CF5GPATF5CPG) 17 ±[c] ± 2.5%
d(CTPF5PF5PF5AG) 18 ±[d] ± 7.5%
d(CTF5F5F5PPPAG) 19 ±[d] ± 5%
d(CF5PF5GCPF5PG) 20 23.1[b] �2.5 9%
d(CF5PF5PF5PF5PG) 21 ±[c] ± �1%

[a] Duplexkonzentration: 4 mm. Puffer: 10 mM NaH2PO4, 150 mm NaCl,
pH 7.0. Detektion bei 260 nm, Tm¼Mittelwert aus drei Schmelzkurven,
Aufheizgeschwindigkeit¼ 0.5Kmin�1. [b] Monomolekulare Haarnadel-
struktur bei 4 mm. [c] Kein Schmelzvorgang beobachtet. [d] Kein sigmoider
(kooperativer) Schmelzvorgang.

Tabelle 3. Thermodynamische Daten von 10-mer DNA-Duplexen mit F5-
P-Basenpaaren sowie den entsprechenden Referenzproben.[a]

Oligonucleotide DH8
[kcalmol�1]

DS8
[calmol�1K]

DG8 (25 8C)
[kcalmol�1]

d(CTGAATCGAC)¥ �77.6 �213 �13.8
d(GTCGATTCAG) 22¥23
d(CTGAPTCGAC)¥ �61.5 �175 �9.1
d(GTCGAF5TCAG) 24¥25
d(CTGATATCAG)2 (10)2 �67.5 �192 �10.1
d(CTGAGCTCAG)2 (11)2 �82.3 �231 �13.3
d(CTGF5PF5PCAG)2 (13)2 �94.3 �273 �13.0

[a] Duplexkonzentration: 1±32 mm. Puffer: 10 mm NaH2PO4, 150 mm NaCl,
pH 7.0.

Abbildung 2. Van©t-Hoff-Auftragungen 1/Tm gegen lnc (c in molL�1) f¸r das Oligo-
nucleotid d(CTGF5PF5PCAG) 13. Sequenz 13mit vier alternierenden F5-P-Basenpaaren
in der Mitte bildet oberhalb einer Konzentration von 3 mm einen Duplex (abfallende
Region, lineare Regression eingezeichnet). Dagegen bilden die Oligonucleotide
d(CTGAF5PTCAG) 12 und d(CTGF5F5PPCAG) 14 erst bei viel hˆherer Konzentration
einen Duplex.



Aktivit‰t von Lipasen und Esterasen gegen¸ber
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Hydrolytische Enzyme sind vielseitige Biokatalysatoren
und finden zunehmend Anwendungen in der organischen
Synthese.[1] Eine betr‰chtliche Zahl industrieller Verfahren
unter Einsatz dieser Enzyme wurde bereits etabliert.[2] Inner-
halb dieser Enzymklasse werden Lipasen (E.C. 3.1.1.3) und
Carboxylesterasen (E.C. 3.1.1.1) h‰ufig eingesetzt, da sie ein
sehr breites Spektrum nicht nat¸rlicher Substrate akzeptie-
ren, ¸blicherweise in organischen Lˆsungsmitteln sehr stabil
sind und gute bis ausgezeichnete Stereoselektivit‰t zeigen.
Der weitaus grˆ˚te Teil der (chiralen) Substrate, die von
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eine monomolekulare Struktur mit konstantem Tm bis hin zu
viel hˆheren Konzentrationen (> 10 mm). Der alternierende
F5-P-F5-P-Stapel, welcher in 12 und 14 k¸rzer ist oder fehlt,
versteift im Fall von 13 die Mitte des Oligonucleotids.[27] Der
Einfluss der intramolekularen Stapelungswechselwirkung
zwischen Phenyl- und Pentafluorphenylresten auf die Du-
plexstabilit‰t ist also grˆ˚er als die seitliche, intermolekulare
Komponente. Dies ist nicht weiter ¸berraschend, wenn man
sich die unterschiedliche Ausdehnung der Kontakte in den
beiden Richtungen vor Augen h‰lt.
Zusammenfassend l‰sst sich festhalten, dass komplemen-

t‰re Ladungsverteilung wie in den Phenyl- und Pentafluor-
phenyl-C-Nucleosiden 1 und 2 ein neuartiges Designprinzip
f¸r k¸nstliche Basenpaare darstellt. Die Resultate dieser
Studie unterstreichen ferner die Bedeutung intramolekularer
Stapelungskr‰fte f¸r die thermodynamische Stabilisierung
von Oligonucleotidduplexen. Andererseits konnten intermo-
lekulare Stapelwechselwirkungen k¸rzlich in einem Basen-
paar, bestehend aus zwei Bipyridinresten, genutzt werden.[13]

Eine Kombination dieser Eigenschaften kˆnnte zu orthogo-
nalen, nicht wasserstoffverbr¸ckten, nicht form-komplemen-
t‰ren Basenpaaren f¸hren. Experimente in dieser Richtung,
wie auch Versuche, das Pentafluorphenyl-Phenyl-Basenpaar
mit Polymerasen zu replizieren, sind gegenw‰rtig im Gange.
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