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Ein durch Wasserstoffbriicken und Metallionenbindung vermitteltes,
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In den vergangenen Jahren wurde iiber zahlreiche Nuclein-
sdauren berichtet, bei denen kiinstliche Nucleobasen neuartige
Basenpaarungsmuster bilden. Viele dieser Basenpaare beru-
hen nicht auf der Bildung von Wasserstoffbriicken zwischen
komplementdren Nucleobasen, ihre Stabilisierung erfolgt
vielmehr durch Einbindung eines Metallions in das Basen-
paar.l"® Kiirzlich erschienene Arbeiten berichten von Nu-
cleinsduren mit bis zu zehn aufeinander folgenden metall-
ionenvermittelten Basenpaaren.'*d Selbst die definierte
Anordnung von zwei unterschiedlichen Metallionen ist
moglich."¥ Der Einbau von Metallionen in Oligonucleotide
kann zu interessanten chemischen und physikalischen FEi-
genschaften fithren und sie so fiir Anwendungen als mole-
kulare Drihte in selbstorganisierten elektronischen Schalt-
kreisen interessant machen.” Die kiinstliche Nucleobase
fungiert typischerweise als zwei- oder dreizdhniger Ligand,
was zu einer groflen thermischen Stabilisierung der DNA-
Doppelhelix in Gegenwart geeigneter Metallionen fiihrt. Mit
der Stabilitdtszunahme des Basenpaares geht moglicherweise
eine Abnahme der Féhigkeit der DNA-Strénge zur reversi-
blen Selbstorganisation einher.” Es ist daher wiinschens-
wert, ein Basenpaar zu entwickeln, das nur geringfiigig sta-
biler ist als ein natiirliches Paar, das aber dennoch ein Me-
tallion enthalt.

Wir berichten hier iiber ein Basenpaar, das iiber Wasser-
stoffbriicken und Metallionenbindung vermittelt wird. Dieser
Ansatz verbindet die zuverléssige Selbsterkennung komple-
mentérer Stringe iiber Wasserstoffbriicken mit einer erhoh-
ten Stabilitit durch die Bildung koordinativer Bindungen.®
Zu diesem Zweck wihlten wir Thymin (T) und das kiinstliche
1-Desazaadenin (D) als komplementidre Basen. Wegen der
Substitution der N1-Position des Adenins durch eine CH-
Einheit kann kein Watson-Crick-Basenpaar zwischen D und
T gebildet werden. Stattdessen war bereits gezeigt worden,
dass d(T,) und d(D,,) iiber die Hoogsteen-Seite von 1-Des-
azaadenin assoziieren und so eine Doppelhelix bilden.!'"
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Unsere Idee war der Austausch des Amidprotons des Thy-
mins durch ein Metallion (Schema 1). Es ist nicht zu erwarten,
dass ein solcher Austausch zur Stérung der verbleibenden
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Schema 1. Vorgeschlagene Bildung eines durch Ag* und durch eine
Wasserstoffbriicke vermittelten Basenpaares (R, R'=2"-Desoxyribose
eines DNA-Riickgrats).

Wasserstoffbriicke fiihrt. Im verwandten Komplex trans-[Pt-
(NH,),(9-MeA-N7)(1-MeT-N3)]", bestehend aus 9-Methyl-
adenin (9-MeA) und 1-Methylthymin (1-MeTH), wird eben-
diese Wasserstoffbriicke noch beobachtet.'!! Die mit DFT-
Methoden durchgefiihrte Geometrieoptimierung eines Sys-
tems aus 9-Methyl-1-desazaadenin, 1-Methylthyminat und
Ag"' deutet auf die Bildung der Wasserstoffbriicke auch in
unserem System hin (siche Hintergrundinformationen). In
unseren Experimenten wurden Ag*-lonen verwendet, weil
diese eine lineare Koordinationsgeometrie bevorzugen und
mit Stickstoffdonorliganden stabile Komplexe bilden. Des
Weiteren sind mehrere Beispiele von Ag* enthaltenden Ko-
ordinationsverbindungen mit kleinen Metall-Metall-Abstén-
den bekannt, die auf stabilisierende argentophile Wechsel-
wirkungen zuriickzufiihren sind.'?! Diese Abstinde entspre-
chen dem Abstand zwischen benachbarten Basenpaaren der
DNA.

Erste Experimente mit einem dquimolaren Gemisch der
Oligonucleotide d(ADADADADA) und d(T,)"™ lieferten
vielversprechende Ergebnisse: In Abwesenheit von Ag* zeigt
die temperaturabhingige Auftragung der Absorption bei
260 nm kein kooperatives Schmelzverhalten. Nach der
Zugabe von Ag" hingegen werden deutliche Schmelzkurven
mit einer Schmelztemperatur 7}, von 18°C erhalten (Hinter-
grundinformationen). Das Aussehen der Schmelzkurven
andert sich, bis etwa ein Aquivalent Ag* vorhanden ist, d.h.,
bis siamtliche D-T-Basenpaare durch Ag*-lIonen vermittelt
werden." Die individuellen Einzelstringe zeigen unter
identischen Bedingungen kein kooperatives Schmelzverhal-
ten. Interessanterweise scheinen die Ag*-lonen nicht in A-T-,
sondern ausschlieflich in D-T-Basenpaare eingebaut zu
werden. Die relativ geringe Schmelztemperatur dieses Sys-
tems erschwert jedoch eine aussagekréftige Charakterisie-
rung. Wir haben daher fiir weitere Untersuchungen den aus
d(DyyA) und d(T,,) gebildeten, stabileren Duplex gewdhlt.
Auch hier konnte in Abwesenheit von Ag* kein kooperatives
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Abbildung 1. Schmelzverhalten von d(D;sA)-d(T,) in Abwesenheit
(—) und Gegenwart unterschiedlicher Mengen an AgNO; (----- :
0.75 Aquiv., ssee+ : 1 Aquiv.). Die Hyperchromie éndert sich bei Zugabe
von 1 Aquiv. Ag* von 11% auf 44%. Messbedingungen: 1 um
d(D;sA)-d(Ty), 1M NaClO,, 5 mm MOPS-Puffer (pH 6.8). Einschub:
Schmelzpunkte von d(D;4A)-d(T) in Gegenwart unterschiedlicher
Mengen AgNO;; der Schmelzpunkt in Abwesenheit von Ag" ist nach
Lit. [10] abgeschitzt.

Schmelzverhalten beobachtet werden (Abbildung 1). Friithere
Untersuchungen mit d(D,)-d(T,y) hatten eine Schmelztem-
peratur T,, von 15°C ergeben.!'”! Jedoch wurden dort hohere
Salz- und Oligonucleotidkonzentrationen verwendet,™
sodass fiir das System d(D;9A)-d(T,;) unter den hier gewihl-
ten Bedingungen eine Schmelztemperatur 7, unterhalb von
15°C nicht unerwartet ist. Bei Zugabe steigender Mengen
AgNOs; lassen sich deutliche Schmelzkurven beobachten. Die
Schmelztemperatur steigt bis zum Vorliegen von einem
Aquivalent Ag" stetig an. Hier erreicht T,, einen Wert von
51.2°C, was einem Anstieg von mehr als 36 K entspricht, bzw.
etwa 2 K pro Basenpaar. Ein Uberschuss an Ag* fiihrt zu
keiner weiteren Stabilisierung (Abbildung 1). Offensichtlich
erreicht der Duplex seine maximale Stabilitdt bei dem sto-
chiometrischen Verhiltnis, bei dem jedes Amidproton durch
ein Ag' substituiert werden kann. Diese Schlussfolgerung
wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass sich das UV-
Spektrum von d(D;yA)-d(T,,) so lange é@ndert, bis ein Aqui-
valent Ag* vorhanden ist (Abbildung 2). Ein Uberschuss an
Ag" fithrt zu keinen weiteren Anderungen. Die Anderung in
gerade diesem Bereich des UV-Spektrums nach Zugabe von
Ag" belegt eindeutig, dass das Metallion an die Nucleobase
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Abbildung 2. Anderung der UV-Absorption von d(D;A)-d(Ty) bei
263 nm bei Zugabe von AgNO;. Einschub: UV-Spektren von d(D;sA)-
d(T4) mit unterschiedlichen Mengen AgNO;. Der Pfeil gibt die Rich-
tung der Anderung an.
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koordiniert und dass nicht ein Binden an das Riickgrat zum
Anstieg von T, fiihrt.

In einer Reihe von Kontrollexperimenten wurde das
Schmelzverhalten der individuellen Einzelstringe untersucht
(Hintergrundinformationen). Der Purinstrang zeigt unab-
héngig von der Ag"-Konzentration keinerlei kooperatives
Schmelzverhalten. Der Pyrimidinstrang hingegen bildet in
Gegenwart von Ag" reversibel einige hoch schmelzende
Spezies. Da bekannt ist, dass Thymin Quecksilber(II)-ver-
mittelte Homobasenpaare bildet,® fithren wir diese Beob-
achtung auf die Bildung analoger Silber(I)-vermittelter Ba-
senpaare zuriick. Die fiir d(T,y) ermittelten Schmelzpunkte
stimmen nicht mit denen des d(D;yA)-d(Ty)-Systems iiber-
ein, und ebensowenig pendelt T;, beim Erreichen einer ge-
wissen Ag*-Konzentration auf einen bestimmten Wert ein.
Zusammengefasst deuten diese Daten darauf hin, dass die bei
Zugabe von Ag* zu d(D;,A)-d(T,,) gebildete, wohldefinierte
Spezies nicht mit denen iibereinstimmt, die sich ausschlieflich
aus d(T,) und Ag™ bilden.

Um einen FEinblick in die Konformation des Duplex
d(D;yA)-d(T,y) zu bekommen, wurden CD-spektroskopische
Untersuchungen durchgefithrt. Das CD-Spektrum von
d(DyyA)-d(T,) unterscheidet sich deutlich von der Summe
der CD-Spektren seiner Komponenten d(D;yA) und d(T)
(Abbildung 3). Dies belegt, dass unter den Bedingungen der
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Abbildung 3. CD-Spektren von d(D;,A)-d(T4) in Abwesenheit (—)
und Gegenwart von 1 Aquiv. AgNOj; (+++++). Einschub: CD-Spektrum
von d(D;A)-d(Ty) (—) und Summe der CD-Spektren der individuel-
len Stringe d(D;A) und d(Ty) (+++++). Messbedingungen: 3 pm
d(D;4A)-d(T), 1M NaClO,, 5 mm MOPS-Puffer (pH 6.8), 25°C.

CD-Experimente (dreifache Oligonucleotidkonzentration
gegeniiber den UV-Denaturierungsexperimenten) der
Duplex bei Raumtemperatur stabil ist.'" Die Zugabe des
ersten Aquivalents AgNO, fiihrt zu geringen, aber signifi-
kanten Anderungen im CD-Spektrum (Abbildung 3). Die
Minima bei 213 und 256 nm sowie das Maximum bei 226 nm
erfahren eine bathochrome Verschiebung um etwa 3 nm. Des
Weiteren kommt es zur Ausbildung eines breiten Minimums
bei 299 nm. Dieser Bereich des CD-Spektrums wird vorwie-
gend durch die Basenpaare und Wechselwirkungen zwischen
den Stringen beeinflusst.!'"”! Dies deutet auf eine geringfiigige
strukturelle Anderung innerhalb des Duplex hin, wie etwa die
Substitution eines Protons durch Ag®. Das Szenario wird
durch die Tatsache gestiitzt, dass sich das Gesamtbild des CD-
Spektrums kaum #ndert, weil eine Substitution von H" durch
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Ag" keine groBeren Konformationsinderungen bewirken
sollte. Zugabe eines Uberschusses an Ag' zu d(D;oA)-d(T)
fithrt zu keinen weiteren spektroskopischen Verdnderungen
(Hintergrundinformationen). Diese Beobachtung ist eben-
falls ein starkes Indiz fiir das spezifische Binden von einem
Ag" pro Basenpaar.

Interessanterweise {iiberlagern sich die wihrend der
Schmelzexperimente aufgenommenen De- und Renaturie-
rungsprofile bis zu einem Aquivalent AgNO,, wohingegen
die aus den Renaturierungsprofilen ermittelten Schmelz-
temperaturen bei einem Uberschuss an Agt-Tonen reprodu-
zierbar hoher sind (Hintergrundinformationen). Wir fithren
dies auf die kinetisch bevorzugte Bildung einer intermediédren
Haarnadelstruktur von d(T,) mit metallvermittelten
T--Agt-T-Basenpaaren zuriick, die durch langsames Ab-
kiihlen von d(D,eA), d(T,) und Ag* gebildet wird, im Ein-
klang mit der Bildung solcher Basenpaare ausschlieBlich aus
d(T,y) und Ag* (siche oben). Diese Annahme stimmt mit der
lang bekannten Tatsache iiberein, dass Ag® in der Lage ist,
Uridin und Poly(U) sogar unter leicht sauren Bedingungen zu
deprotonieren.®"! Diese Haarnadelstrukturen dissoziieren
anschlieend wieder bei tieferen Temperaturen unter Bildung
des Hetero-Duplex d(D;yA)-d(T)-Ag™, wie aus der Ahn-
lichkeit der CD-Spektren von d(D;yA)-d(T,y) in Gegenwart
und Abwesenheit von Ag* ersichtlich ist.

Wir haben hier Beweise prisentiert fiir die Bildung me-
tallvermittelter Basenpaare, die zusédtzlich eine Wasserstoff-
briicke enthalten. Das spezifische Binden von einem Ag* pro
Basenpaar fiihrt zur Bildung von d(D;,A)-d(T,)-Ag*, be-
gleitet von einem Anstieg der Schmelztemperatur um iiber
36 K. Basenpaare dieser Art vereinen die zuverldssige
Selbsterkennung komplementdrer Stridnge durch Wasser-
stoffbriicken mit der erhohten Stabilitdt koordinativer Bin-
dungen. Die entsprechenden Oligonucleotide erweitern somit
das Repertoire von Strukturelementen zum Aufbau von
DNA-Strukturen in der DNA-Nanotechnologie.

Experimentelles

Das fiir die automatisierte DNA-Synthese benotigte Derivat von 1-
Desaza-2"-desoxyadenosin wurde wie in der Literatur beschrieben
synthetisiert.'”’ Die 1-Desaza-2'-desoxyadenosin enthaltenden Oli-
gonucleotide wurden an einem Synthesizer Beckman Oligo 1000 M
synthetisiert, mit HPLC auf einer Nucleogen-60-7-DEAE-Sédule
aufgereinigt und iiber NAP-10-Sdulen entsalzt. Thre Identitdt wurde
mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie bestitigt (d(ADADADA-
DA): ber. fiir [M+H]*": 2754, gef.: 2756; d(D,,A): ber. fiir [M+H]":
6184; gef.: 6191). Die Oligonucleotide d(T,,) und d(T,) wurden von
Eurogentec bezogen. Die aufgefiihrten Schmelztemperaturen 7,
entsprechen der Lage der Maxima der ersten Ableitungen der
Schmelzkurven.
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