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Die Bildung von Wasserstoffbriicken stellt einen wichtigen
Stabilisierungsmechanismus bei der Faltung von Biomolekii-
len dar."! Grundlegend fiir die Weitergabe der genetischen
Information ist die spezifische Bildung von Wasserstoffbrii-
cken in DNA. Die Geometrie der Wasserstoffbriicken in
Watson-Crick-Basenpaaren ist wohlbekannt. Neben den ka-
nonischen Watson-Crick-Basenpaaren ist DNA auch in der
Lage, nichtkanonische Strukturen zu bilden, in denen unge-
wohnliche Basenpaare beobachtet werden. Solche nichtka-
nonischen Basenpaare findet man fiir protonierte Cytidin-
Nukleotide: Triplex-DNA zum Beispiel bildet C*-G-C-Ba-
sentripletts, in denen ein protoniertes Cytidin mit der
Hoogsteen-Seite eines Guanosinnukleotids wechselwirkt.”
Hemiprotonierte Cytidin--H"---Cytidin-Basenpaarel® (abge-
kiirzt C-C*) werden in i-Motiv-DNA im leicht sauren pH-
Bereich gebildet.

In C-C*-Basenpaaren teilen sich die beiden Stickstoff-
atome in den 3-Positionen ein einzelnes Proton (Schema 1b).
i-Motiv-DNA-Strukturen werden durch die Bildung von
C-C*-Basenpaaren stabilisiert. Die Anordnung dieser vier-
strangigen Struktur wird durch die Interkalation der hemi-
protonierten Basenpaare erzeugt. Das Cytidinbasenpaar
verkniipft parallele DNA-Strangen (Schema 1c¢).

Im allgemeinen sind zwei Arten von N--H--N-Wasser-
stoffbriicken moglich: 1) eine symmetrische Wasserstoffbrii-
cke in einem Einzelminimumpotential oder 2) eine Wasser-
stoffbriicke in einem Doppelminimumpotential mit deloka-
lisierten Protonen, die mit den Transferraten k, und &, zwi-
schen beiden Positionen oszillieren (Schema 1a).™

C-C*-Basenpaare (Schema 1b) wurden das erste Mal in
Kristallen der Cytosin-5-essigsidure beobachtet.”! Thre Ein-
fiihrung in ein d(TC;)-Tetramer fiihrt bei pH ~ 6 zur Bildung
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Schema 1. a) Symmetrische (1) und unsymmetrische (2) N---H*---N-
Wasserstoffbriicken. b) N---H"---N-Wasserstoffbriicken in hemiproto-
nierten C-C*-Basenpaaren. c) Die interkalierte vierstringige i-Motiv-
DNA-Struktur.

eines DNA-i-Motivs. Dieses DNA-Strukturmotiv wurde
ausfiihrlich von Leroy et al. untersucht.!”! Basierend auf Li-
nienbreitenanalysen postulierten Leroy et al. eine Wasser-
stoffbriicke mit einem Doppelminimumpotential und 8 x 10*
s ! als obere Grenze fiir die Protonentransferrate. In der
NMR-basierten Struktur des intramolekularen i-Motivs
(PDB-Eintrag: 1ELN)" werden die C-C*-Basenpaare mit
einer maximalen Abweichung von 18° von der Planaritét und
einem N-N-Abstand von 2.6-2.8 A angegeben.”!

Wir haben NMR-spektroskopische und quantenchemi-
sche Untersuchungen der N--H"--N-Bindung in den C-C*-
Basenpaaren einer 21 Nukleotide (nt) langen DNA mit der
Sequenz d(CCCTAA);CCC durchgefiihrt. Dazu wurden an
selektiv isotopenmarkierten DNA-Sequenzen die folgende
NMR-Parameter bestimmt: Kopplungskonstanten 'J(NH),
'H- und “N-chemische Verschiebungen sowie Austauschra-
ten. Um weiterhin Informationen iiber die Geometrie der
Wasserstoffbriicken und ihre Stdrke in Losung zu erhalten,
wurden quantenchemische Rechnungen durchgefiihrt. Die
kombinierten NMR/QM-Experimente zeigen, dass die
N--H"N-Bindung in C-C'-Basenpaaren als Wasserstoff-
briicke in einem asymmetrischen Doppelminimumpotential
beschrieben werden kann (gemiB (2) in Schema 1a). Die
Struktur des DNA-i-Motivs bringt lokale Asymmetrien mit
sich, was dazu fiihrt, dass zwei unterschiedliche Potentiale
sowie verschiedenen Wechselraten fiir den Hin- und Riick-
transfer des Protons vorliegen. Das schnelle Hin- und Her-
springen des Protons fiihrt zu einer einzigen gemittelten 'H-
chemischen Verschiebung und zu zwei N-chemischen Ver-
schiebung (Tabelle 1). Auch die Kopplungskonstanten
'J(NH) sind gemittelt, und damit ist es moglich, die Popula-
tionen der beiden Konformationen zu bestimmen (Tabelle 2).

Fiir unsere Untersuchungen wurden 12 verschiedene se-
lektiv markierte 21-mer-DNA-Sequenzen (d-
(CCCTAA);CCC) verwendet, in denen jeweils nur ein ein-
ziges Cytidin zu 50% "“C- und “N-isotopenmarkiert war.
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Tabelle 1: "H- und >N-chemische Verschiebungen erhalten durch "°N-
HMQC- und "N-gefilterte 1D-HMQC-Experimente.

Basenpaar O('H) [ppm]  O("N) [ppm]  AS("N) [ppm]
("*N)C7-C19 15.31 193.40 292
C7-(®*N)C19 15.32 190.48 :
(®N)C3-C15 15.46 190.73 0.61
C3-("N)C15 15.47 190.12 :
("*N)C8-C20 15.73 191.11 045
C8-("N)C20 15.74 191.56 :
("*N)C2-C14 15.62 192.60 273
C2-("N)C14 15.60 189.87 :
("®N)Co-C21 15.53 191.51 b6
Co-("N)C21 n.b n.b n-o-
("N)C13-C1 15.49 190.20

C13-(*N)C1®! 15.47 191.52 132

[a] n.b.: nicht bestimmt. [b] Die Sequenz von C1* wurde am 5'-Ende
aufgrund von Syntheseproblemen durch ein Thymidin erweitert.

Diese Markierungsstrategie ermoglicht die separate Bestim-
mung von 'J(N3,,H3) und 'J(N3,,H3) fiir alle Cytidin-Nu-
kleotide. AuBerdem werden die durch den Raum vermittelten
J(N3,,N3,)- und ""J(H3,,N3,)-Kopplung durch die Verwen-
dung der selektiv markierten Probe unterdriickt. Die Zu-
ordnung der Iminoprotonensignale dieser DNA-Sequenz
wurde bereits verdffentlicht,® alle Iminoprotonensignale der
Nukleobasen konnten mithilfe von 'H,""N-Heterokernspek-
tren in Kombination mit der selektiven Markierungsstrategie
aufgelost werden (Abbildung S1). Abbildung 1 zeigt die 2D-
Darstellung sowie die extrahierten eindimensionalen Reihen
des ,-’N-gekoppelten 'H,"N-NMR-Korrelationsexperi-
ments ("N-HMQC, Abbildung S2). Hier sind exemplarisch
zwei DNA-Proben der Nukleotide C3 bzw. C15 gezeigt. Die
Spektren verdeutlichen, dass die '"H-chemische Verschiebung
des geteilten Protons in beiden Proben identisch ist (mit
AS('H) ~0.01-0.02 ppm, siehe Tabelle 1), wihrend die “N-
chemischen Verschiebungen unterschiedlich sind (mit AJ-
(*N) =~ 0.45-2.92 ppm, Tabelle 1). Anhand der Aufspaltung in
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Abbildung 1. N-HMQC-Spektren der DNA-Sequenzen C3 und C15
und "N-gefilterte 1D-HMQC-Spektren mit Dekonvolution (graue
Linien). Der Einschub zeigt das Schema eines C-C*-Basenpaars. Die
Spektren wurden bei 288 K und 800 MHz aufgenommen.

w, wurden die Kopplungskonstanten 'J(NH) durch Dekon-
volution des Dupletts bestimmt; ihre Werte liegen zwischen
36 und 46 Hz (Tabelle 2).

Fiir die Sequenzen, bei denen C2, C14 und C20 isoto-
penmarkiert sind, sind zwei NMR-Signalsédtze aufgrund des
Vorliegens von zwei Konformationen der i-Motiv-DNA-
Struktur zu beobachten (Abbildung S1).®! Die Kopplungs-
konstanten 'J(NH) beider Konformationen liegen in der
gleichen GroBenordnung. Die Kopplungskonstanten aller
sechs C-C*-Basenpaare des i-Motivs liegen bei J(NH) =36
bis 46 Hz und unterschieden sich dadurch von J(NH)
~ 90 Hz, die bei Stickstoff-Donoratomen und deren kovalent
gebundenen Wasserstoffatomen auftreten. Dariiber hinaus
werden fiir einige Basenpaare (C7-C19, C3-C15 und C2-C14)
zwei verschiedene Kopplungskonstanten 'J(NH) beobachtet,
eine fiir jedes Cytidin, wohingegen in den Basenpaaren C8-
C20 und C1-C13 identische Kopplungskonstanten gefunden
werden, unabhingig davon, welches der beiden Nukleotide
“N-angereichert ist.

Zur weiteren Charakterisierung der ungewohnlichen Ba-
senpaarung wurden Austauschexperimente durchgefiihrt, um

Tabelle 2: Berechnete relative Energien und Kopplungskonstanten der unterschiedlichen Protonenbindung verschiedener C-C*-Basenpaare des

i-Motivs verglichen mit den experimentell erhaltenen Werten.

Basenpaar AE [kecal mol '] relative Population®® YJ(NH) [Hz] A'J(NH) [Hz]
Theorie Expt. Theorie! (c/h/m)  Expt. Theorie®  Expt.

("®N)C7-C19 54.3/4.6/23.8 36

C7-(5N)C19 0.278 0.62 0.78 55.1/5.1/35.8 e 12.0 10

("®N)C3-C15 63.2/0.0/28.9 42

C3-(®N)C15 0.099 085 0.95 63.2/0.0/34.2 44 >3 2

("°N)C8-C20 63.6/0.1/31.1 42

C8-("N)C20 0.027 0.96 1.00 63.5/0.1/32.5 42 14 0

("N)C2-C14 64.0/0.1/27.6 39

C2-(*N)C14 0165 076 084 63.9/0.1/36.5 46 8.9 7

("®*N)C9-C21 64.3/0.2/29.9 41

Co-(*N)C21 0.091 0.86 n.b. 64.3/0.3/34.7 n.b. 4.8 nb.

(®N)C13-C1 63.8/0.0/28.6 45 el

CI13-(*N)CT 0.123 0.82 1.00 63.9/0.0/35.3 4o 6.7 o

[a] DFT-basierte Energiedifferenzen der unterschiedlichen Protonierungszustinde. Da alle untersuchten Nukleobasen gleich sind, zeigen AH und AG
nur kleine Unterschiede, weil die Zustandsfunktionen praktisch identisch sind. [b] Der theoretische Wert der relative Populationen wurde berechnet
gemil p1/p2 =exp(AE/kT) (T=300 K), wihrend die experimentellen Populationen aus den Kopplungskonstanten berechnet wurden (J1/)2). [c] Die
berechneten Kopplungskonstanten sind angegeben fiir die entweder kovalent gebundenen (c) oder wasserstoffgebundenen (h) Protonen, bezogen auf
die jeweilige Nucleobase; m bezeichnet den Mittelwert beider Populationen. [d] Unterschiede als Mittelwert der Populationen. [e] Die experimentellen
Werte weisen einen grolen Fehler aufgrund von experimenteller Ungenauigkeit auf (siehe die Hintergrundinformation). n.b.: nicht beobachtet.
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die Stdarke der Wasserstoffbriicke zu bestimmen. Der Aus-
tausch der Iminoprotonen und Freie Energien von C-C*-Ba-
senpaaren wurden bereits fiir mehrere i-Motiv-Strukturen
untersucht.”’ In Ubereinstimmung mit den in der Literatur
beschriebenen Ergebnissen beobachten wir in der hier un-
tersuchten i-Motiv-Struktur Halbwertszeiten ¢, fiir den
Austausch in der GroBenordnung von Sekunden.”! Der Imi-
noprotonenaustausch in i-Motiven ist somit langsamer als in
Duplex-DNA! aufgrund der hoheren Stabilitit der C-C*-
Basenpaare.

Um ein Modell fiir die Dynamik sowie die elektronische
Struktur der Wasserstoffbriickenbindung in C-C*-Basenpaa-
ren entwickeln zu konnen, wurden quantenchemische Dich-
tefunktionaltheorie(DFT)-Rechnungen durchgefiihrt — ein
Verfahren, das ausreichend prézise fiir eine qualitative Ana-
lyse ist (siehe die Hintergrundinformationen). Zuerst wurde
ein symmetrisches C-C"-Basenpaar berechnet; es zeigt sich,
dass die Barriere des Protonentransfers zwischen den beiden
Cytidinen stark vom N-N-Abstand abhingt (Abbildung 2 a).
Fiir Abstiinde unter 2.5 A teilen sich die beiden Cytidine das
Proton, und es ist genau in der Mitte beider Stickstoffatome
platziert. Vergroert man den N-N-Abstand, fiihrt das zu
einer Lokalisierung des Protons an einem Stickstoffatom:
Das Proton fluktuiert in einem typischen Doppelminimum-
potential. Die Barriere erhoht sich mit steigendem N-N-Ab-
stand und bestimmt somit die Protonentransferrate (Abbil-
dung 2a). Fiir N-N-Abstidnde in einer GroBenordnung von
2.6 bis 2.8 A, wie sie in der PDB-Struktur (1IELN) berichtet
werden, betriigt die Barriere maximal 6 kcalmol . Dies ent-
spricht einer Protonentransferrate von mindestens 10°s7!,
was hier fiir das C-C*-Basenpaar C9-C21 mit dem groften N-
N-Abstand unter Verwendung der Arrhenius-Gleichung be-
stimmt wurde. Ein moglicher Austausch der Protonen in
einem Tunnelmechanismus wiirde diese Rate weiter erhohen.

Die NMR-Parameter wurden fiir alle sechs C-C*-Basen-
paare der i-Motiv-Struktur individuell in der Gasphase mit-
hilfe von DFT berechnet. Das zugehorige Modell wurde er-
stellt, indem die Koordinaten aus der NMR-Struktur (PDB-
Eintrag: 1ELN) extrahiert, nichtaufgeloste Wasserstoffatome
ergidnzt sowie alle intramolekularen Geometrieparameter
optimiert wurden, wihrend die relative Orientierung der
Basenpaare beibehalten wurde. Analog zu diesem Vorgehen
wurden ausschlielich die Effekte der Umgebung beziiglich
der Orientierung der Nukleobasen in die Rechnung einbe-
zogen, nicht aber die direkten Effekte der Umgebung auf die
NMR-Parameter. Mit diesen Rechnungen wollen wir die
beobachtete Asymmetrie verifizieren, zielen aber nicht auf
eine quantitative Ubereinstimmung ab, auch weil die genauen
geometrischen Verhéltnisse in den Wasserstoffbriicken aus
der experimentellen Struktur wahrscheinlich abhingig vom
Kraftfeld sind, das bei der Strukturrechnung verwendet
wurde.

In Tabelle 2 sind die Energieunterschiede sowie Boltz-
mann-Populationen fiir die Protonierung jedes einzelnen
Cytidins aufgefiihrt. Die Kopplungskonstanten 'J(NH) sind
fiir jede einzelne Nukleobase angegeben, wenn das Proton
kovalent (c) an die Nukleobase gebunden ist oder iiber eine
Wasserstoffbriicke gebunden (h) ist, sowie der Mittelwert
beider Populationen (m). In diesen Rechnungen erhalten wir
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Abbildung 2. a) Abhingigkeit der Barrierenhshe und der Protonenaus-
tauschrate vom N-N-Abstand in einem C-C*-Basenpaar innerhalb des
DNA-i-Motivs. b) Darstellung der geringfiigig erhhten Population
eines Protons an einem ausgewihlten Cytidin (markiert in rot).

c) Energiediagramm der N---H"-.-N-Wasserstoffbriicke im C.C*-Basen-
paar. Die Potentiale der sechs untersuchten Basenpaare befinden sich
innerhalb des grau unterlegten Bereichs, was einer maximalen Barriere
von 6 kcalmol™' und einer minimalen Protonentransferrate von 105 s~
entspricht.

fir alle Basenpaare unterschiedliche Kopplungskonstanten.
Die Unterschiede sind klein und sehr dhnlich fiir alle Ba-
senpaare und folgen dem experimentellen Trend.

Im Experiment werden J(NH)-Werte in der GroBen-
ordnung von 45 Hz beobachtet, die ungefidhr halb so grof3 sind
wie die Kopplungskonstanten fiir kovalente N-H-Bindungen
in Nukleobasen. Das Proton ist somit nicht permanent an
eines der beiden Stickstoffatome gebunden. Zudem variieren
neben den Kopplungskonstanten J(NH), die fiir beide
Stickstoffatome in 3-Position in jeden C-C'-Basenpaar ge-
messen wurden, auch die *N-chemischen Verschiebungen der
beiden Stickstoffatome innerhalb eines Basenpaars entlang
des i-Motiv-Kerns. Bemerkenswert ist, dass der relative Un-
terschied der “N-chemischen Verschiebungen innerhalb
eines C-C'-Basenpaars mit den Unterschieden in J(NH)
korreliert. Diese kleinen Unterschiede werden durch die
quantenchemischen Rechnungen bestétigen. Sequenzabhin-
gige Effekte, die auf der Basis der Strukturbestimmung in
Losung erhalten wurden, konnen fiir alle sechs Basenpaare
detektiert werden. Sowohl die experimentellen NMR-Daten
als auch die quantenchemischen Rechnungen zeigen, dass die

www.angewandte.de

Chemie

4145



Angewandte

4146

Zuschriften

Population des Protons in den Cytidinen C14, C15, C19, C20
und C21 etwas erhoht ist (Abbildung 2b). Wir fithren diese
Unterschiede auf eine minimale strukturelle Asymmetrie in
der m-Stapelung der sechs C-C*-Basenpaare sowie auf die
elektrostatische Abstoung zuriick. Generell kann man
sagen, dass ein Proton in einem C-C*-Basenpaar bevorzugt
die Position einnimmt, in der es den grofitmoglichen Abstand
zum Proton im néchsten C-C*-Basenpaar hat. Diese Situation
liegt vor, wenn das néchste Proton an dem Cytidin lokalisiert
ist, das sich quer tiber der groBen Furche befindet (Abbil-
dung 2b). Interessanterweise wiirde solch eine Priferenz der
Protonenposition auf eine Art von Kooperativitdt des Pro-
tonensprungs hinweisen; allerdings kann diese Hypothese
hier nicht verifiziert werden.

Die in DNA-i-Motiven vorliegenden hemiprotonierten
Basenpaare sind vergleichbar mit kationischen Wasserstoff-
briicken, die bereits in kleinen Molekiilen beobachtet werden
konnten. Schah-Mohammedi et al. beobachteten eine Kopp-
lungskonstante 'J(NH) von 40Hz im symmetrischen
Bis(collidinium)-Kation."! Zudem fanden Pietrzak et al. kat-
ionische Wasserstoffbriicken in einfach protonierten 1,8-Bis-
(amino)naphthalinen; die Bindung in solchen organischen
Modellsystemen beruht auf einer schnellen intramolekularen
Tautomerie.”” Im DNA-i-Motiv liegt das Proton in einem
Doppelminimumpotential vor und ist somit alternierend an
einem der beiden beteiligten Cytidine mit einem kurzen N-H-
Abstand lokalisiert (Abbildung 2c¢). Zudem liefern Berech-
nungen der Aktivierungsenergie AG™ eine untere Grenze fiir
die Protonentransferrate, welche fiir den Transfer zwischen
den Nukleobasen eines C-C'-Basenpaars bei mindestens
10°% s7" liegt.

Zusammenfassend analysieren wir nichtkanonische Was-
serstoffbriicken in DNA, die denen in organischen Molekiilen

wie dem Bis(collidinium)-Kation dhneln. Schnelles Springen
des Protons bei geringer Barrierenhohe, potenziell unter
Ausnutzung eines Tunnelmechanismus, bietet die Moglich-
keit, nichtkanonische Wasserstoffbriicken sowohl in natiirli-
chen als auch in nichtkanonischen DNA-Oligomeren einzu-
bauen und N-N-Abstédnde durch Modulation der Gesamt-
struktur des biomolekularen Komplexes zu optimieren.
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