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Zuckerseitige Wechselwirkungen in einem DNA-RNA -G-Quadruplex:
Hinweise auf sequentielle C—H---O-Wasserstoftbriicken als Beitrag zur

RNA -Quadruplex-Faltung

Jonathan Dickerhoff, Bettina Appel, Sabine Miiller und Klaus Weisz*

Abstract: DNA-G-Quadruplexe wurden systematisch an anti-
dG-Positionen mit einzelnen Riboguanosin-Bausteinen (rG)
modifiziert. Zirkulardichroismus- und NMR-Experimente
bestitigen den Erhalt der nativen Quadruplex-Topologie fiir
den Grofiteil der DNA-RNA-Hybridstrukturen. Verinderun-
gen in der C8-chemischen Verschiebung von Guanosinen an
der 3'-Seite einer rG-Substitution im Quadruplex-Kern legen
C8-H---O-Wasserstoffbriicken mit dem O2' des C2'-endo-
Ribonukleotids nahe. Eine geometrische Analyse bekannter,
hochaufgeloster Strukturen deutet darauf hin, dass entspre-
chende Wechselwirkungen ein allgemeineres Merkmal in
RNA-Quadruplexen sind und moglicherweise zur beobachte-
ten Priferenz fiir parallele Topologien beitragen.

Sowohl G-reiche DNA- als auch RNA-Sequenzen sind in
der Lage, vierstrangige Strukturen (G4) mit einem zentralen
Kern aus 2- bis 4-gestapelten und mittels cyclischer Hoog-
steen-Wasserstoffbriicken zusammengehaltener Guanin-Tet-
raden zu bilden. G-Quadruplexe zeigen in Abhingigkeit von
Zahl und relativer Orientierung der einzelnen Stringe als
auch von Art und Anordnung der verbindenden Loops eine
bemerkenswerte strukturelle Vielfalt. Wahrend fiir DNA ein
grofler struktureller Polymorphismus bekannt ist und teil-
weise auch Anwendung findet,!'! sind fiir RNA die Faltungs-
varianten stark eingeschrénkt. Anscheinend begrenzt die
zusétzliche 2'-Hydroxygruppe in G4-RNA die topologischen
Moglichkeiten auf eine fast ausschlieBlich parallele Orien-
tierung mit G-Nukleotiden in anti-Konformation. Eine nen-
nenswerte Ausnahme bildet das ,,Spinach“-Aptamer mit
seiner eher ungewohnlichen Quadruplex-Faltung innerhalb
einer einzigartigen Sekundirstruktur.”! Die starke Neigung
zur Bildung paralleler RNA-Quadruplexe wird zusétzlich von
kiirzlich gescheiterten Versuchen unterstrichen, antiparallele
Strukturen durch eine Templat-gestiitzte Methode zu er-
zwingen.’l Tm Allgemeinen verschiebt eine C3'-endo(N)-
Zuckerkonformation von Purin-Nukleosiden die Orientie-
rung um die glykosidische Bindung zu anti Wihrend das
freie Guanin-Ribonukleotid (rG) eine C2'-endo(S)-Zucker-
konformation bevorzugt,” finden sich in RNA und chimiren
DNA-RNA-Duplexen mit ihrer spezifischen Hydratisierung
C3'-endo-Konformationen.!*”! Diese N-Priferenz wurde oft
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als ein Faktor fiir die Resistenz der RNA, sich in alternative
G4-Strukturen mit syn-Guanosinen zu falten, erachtet. Al-
lerdings nehmen rG-Nukleotide in RNA-Quadruplexen
sowohl C3'-endo- als auch C2'-endo-Konformationen ein
(siehe unten). Der 2'-OH-Substituent in RNA wurde zusétz-
lich als stabilisierender Faktor in RNA-Quadruplexen be-
schrieben, da er am Aufbau spezifischer Wasserstoffbriicken-
Netzwerke und an verdnderten Hydratisierungsmustern in-
nerhalb der Furchen beteiligt ist.”) Insgesamt bleiben die
entscheidenden Faktoren der ungewohnlichen Préferenz von
RNA-Quadruplexen, parallele Faltungen auszubilden, unklar
und weit von einem vollstandigen Versténdnis entfernt.

Der Einbau von Ribonukleotid-Analoga in verschiedene
Positionen eines DNA-Quadruplex wurde in der Vergan-
genheit dazu genutzt, um ihre Wirkung auf die globale Fal-
tung zu untersuchen oder bestimmte Topologien zu stabili-
sieren.*? In den hier durchgefiihrten Untersuchungen
wurden einzelne rG-Nukleotide mit bevorzugter anti-Kon-
formation ausschlieflich an passende dG-Positionen eines
reinen DNA-Quadruplex eingefithrt, um eine detaillierte
Charakterisierung der durch die 2’-Hydroxygruppe ausgeiib-
ten Effekte zu ermdglichen. Im Folgenden wurden alle sieben
anti-dG-Reste im G4-Kern der ODN(0)-Sequenz, welche
eine intramolekulare (3+1)-Hybridstruktur mit allen drei
Grundtypen an Loops ausbildet," sukzessive durch ihre rG-
Analoga ersetzt (Abbildung 1a).

Um den Erhalt der Struktur zu iiberpriifen, wurden die
resultierenden DNA-RNA-Chiméren anfianglich durch Zir-
kulardichrosmus(CD)-Spektren und durch ihre thermische
Stabilitéat charakterisiert (Abbildung S1 in den Hintergrund-
informationen). Alle modifizierten Sequenzen weisen die
gleiche typische CD-Signatur einer (341)-Hybridstruktur auf
und besitzen thermische Stabilititen &hnlich der nativen
ODN(0)-Struktur mit Ausnahme des an Position 16 rG-sub-
stituierten ODN(16). Letzteres war signifikant destabilisiert
und das CD-Spektrum deutete auf strukturelle Verdnderun-
gen in Richtung einer antiparallelen Topologie hin.

Genauere strukturelle Informationen wurden aus NMR-
Experimenten gewonnen. Der spektrale Bereich der Imino-
protonen ist in Abbildung 2a fiir alle Quadruplexe darge-
stellt. Obwohl nur Nukleotide in passender anti-Konforma-
tion substituiert wurden, deutet die gro3e Zahl von Imino-
signalen in ODN(16) und ODN(22) auf erheblichen Poly-
morphismus hin und schlie3t diese beiden Hybride von wei-
teren Untersuchungen aus. Alle anderen Spektren dhneln der
nativen ODN(0) und weisen auf eine Hauptform mit zwolf
Iminoresonanzen hin, wie sie fiir einen Quadruplex mit drei
G-Tetraden erwartet wird. Unterstiitzt durch die aufgrund der
konservierten Faltung starken Gemeinsamkeiten mit ODN-
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Abbildung 1. Sequenz und Topologie der a) ODN-, b) MYC- und
c) rHT-Quadruplexe; G-Nukleotide in syn- und anti-Konformation sind
durch dunkle bzw. helle Rechtecke dargestellt.
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Abbildung 2. Spektraler Bereich der Iminoprotonen der nativen und
substituierten Quadruplexe fiir a) ODN bei 25°C und b) MYC bei 40°C

in 10 mm Kaliumphosphatpuffer, pH 7; Signalzuordnungen fiir Guani-
ne in den G-Trakten sind fiir die nativen Quadruplexe angegeben.
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(0) konnten die meisten Protonen und C6/C8-"*C-Resonan-
zen der einfach substituierten Hybride durch Standard-NMR-
Methoden wie 2D-NOE- und 'H-"C-HSQC-Spektren zuge-
ordnet werden (siche Hintergrundinformationen).

Fiir alle 2'-Desoxyguanosine des nativen Quadruplex
ODN(0) wurde eine S-typische Konformation gefunden. Fiir
die modifizierten Quadruplexe wurden Zuckerkonformatio-
nen der Guanin-Ribonukleotide iiber endocyclische "H-"H-
vicinale Kopplungskonstanten bestimmt (Abbildung S4). Die
Abwesenheit einer aufgelosten H1'-H2'-Kopplung deutet auf
eine N-typische C3'-endo-Konformation fiir den Ribose-
zucker in ODN(8) hin. Im Gegensatz dazu sind die skalaren
Kopplungen J(H1',H2)>8Hz in den Hybridstrukturen
ODN(2), ODN(3), ODN(7) und ODN(21) nur mit Pseudo-
rotameren im S-Bereich kompatibel.'"¥! Offensichtlich
nehmen die meisten der eingebauten Ribonukleotide die
allgemein weniger bevorzugte S-Zuckerkonformation des
ersetzten 2'-Desoxyribonukleotids ein.

Mit unverdnderter Struktur im Fall der fiinf gut definier-
ten, einfach modifizierten Quadruplexe kénnen chemische
Verschiebungsidnderungen im Vergleich zur nicht-modifi-
zierten ODN(0) direkt auf das eingesetzte Ribonukleotid mit
seiner zusitzlichen 2'-Hydroxygruppe zuriickgefiihrt werden.
Anderungen in 'H- und “C-chemischen Verschiebungen bei
einer rG-Substitution sind in Abbildung S5 fiir alle Imino,
H1’, H6/H8 und C6/C8 zusammengestellt. Zusitzlich zu den
erwarteten Unterschieden fiir rG-modifizierte Reste und fiir
die flexibleren Diagonal-Loops betreffen auffillig grole Ef-
fekte die C8-Resonanzen von Guaninbasen, welche auf die
Substitutionsstelle folgen.

Deutliche "*C-chemische Verschiebungsdifferenzen fiir
Guanosin C8 in einer syn- und anti-Konformation um die
glykosidische Bindung wurden vor kurzem dazu genutzt, um
eine G-Tetradendrehung in einem 2'-Fluor-dG-modifizierten
Quadruplex zu bestitigen.™! Andererseits werden C8-che-
mische Verschiebungen von kleineren Anderungen in der
Zuckerkonformation und dem glykosidischen Torsionswinkel
% speziell in der anti-Region (—180° <y < —120°) kaum be-
einflusst.'® Ohne groBere strukturelle Umlagerungen ist es
daher bemerkenswert, erhebliche C8-Entschirmungseffekte
von mehr als 1 ppm ausschlieBlich bei denjenigen Guaninen
zu beobachten, welche auf die zentral gelegenen rG-Substi-
tutionen mit S-Konformation in ODN(2), ODN(7) und
ODN(21) folgen (Abbildung 3a). In dhnlicher Weise erfah-
ren entsprechende H8-Resonanzen Tieffeldverschiebungen,
wenn auch in kleinerem Ausmaf und besonders gut sichtbar
in ODN(7) und ODN(21) mit einem AJ > 0.2 ppm (Abbil-
dung S5). Es sollte jedoch angemerkt werden, dass H8-che-
mische Verschiebungen stdrker von Art und Konformation
des Zuckers sowie dem glykosidischen Torsionswinkel ab-
héngen, wodurch die Interpretation der H8-chemischen Ver-
schiebung weniger eindeutig ist."*

Um herauszufinden, ob diese Effekte in der chemischen
Verschiebung auch in parallelen G4-Faltungen reproduzier-
bar sind, wurde die aus der Promotorregion des c-MYC-On-
kogens stammende Quadruplex-DNA MYC(0) ebenfalls
durch entsprechende dG—rG-Substitutionen modifiziert
(Abbildung 1b).l"" Aufgrund der Pseudosymmetrie der par-
allelen MYC(0) wurden nur die Positionen 8 und 9 entlang
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Abbildung 3. Veranderungen in der *C-chemischen Verschiebung des C6/C8 in a) ODN, b) MYC und c) rHT; Quadruplexe wurden mit rG (ODN,
MYC) oder dG (rHT) an der Position n modifiziert und mit der unmodifizierten G4-DNA oder G4-RNA verglichen.

eines G-Traktes mit rG jeweils einfach substituiert. Auch hier ~ ren Kopplung verbunden sein sollten,'® wurde auch die 'J-
bestitigen 'H-Iminoresonanzen und CD-Spektren den Erhalt ~ (C8,HS8)-Kopplung in MYC(9) bestimmt. Tatséchlich erfihrt
der nativen Faltung (Abbildung 2b und S6). Eine Analyse der  im Vergleich zur urspriinglichen MYC(0) nur Nukleotid G10
Zuckerkonformation basierend auf H1'-H2'-skalaren Kopp-  eine Erhohung der C8-HS8-Kopplung um nahezu 3 Hz nach
lungen zeigt jeweils N- bzw. S-Pseudorotamere fiir rG in  Einbau von rG9 (Abbildung 4). In gleicher Weise konnte eine
MYC(8) und MYC(9) (Abbildung S7). Diese unterschiedli-  entsprechende Erhéhung von 'J(C8,H8) auch in ODN(2)
chen Priferenzen in der Zuckerkonformation konnten auf-  detektiert werden (Abbildung S15).

grund der guten spektralen Auflosung zusétzlich durch C3'-
chemische Verschiebungen, welche stark von der Zucker-
konformation jedoch nicht vom Winkel y abhéngen, unter-
mauert werden.['™ So stimmen die beobachteten, erheblichen
Differenzen von mehr als 4 ppm zwischen dem C3’ des rG8
und rGY9 mit fritheren DFT-Berechnungen an N- und S-
Ribonukleotiden iiberein (Abbildung S12). Dariiber hinaus
weisen vernachlédssigbare Verdnderungen in den C3’-chemi-
schen Verschiebungen anderer Reste und nur minimale Ver-
dnderungen in der *'P-chemischen Verschiebung neben der
Substitutionsstelle darauf hin, dass die rG-Substitution in
MYC(9) keinen nennenswerten Einfluss auf die Konforma-
tion der benachbarten Zucker und des Phosphodiester-
Riickgrats besitzt (Abbildung S13).

Analog zu ODN wurden entsprechende BC-entschir- Abbildung 4. Verénderungen der C6/C8-H6/H8 'J-skalaren Kopplung in
mende Effekte fiir C8 an dem Guanin beobachtet, welches MYC(9) im Vergleich zu MYC(0); der weile Balken entspricht der rG-
dem rG mit S-Konformation in MYC(9) folgt, jedoch nicht an Substitutionsstelle; experimentelle Unsicherheit +0.7 Hz.
dem Guanin, welches dem rG mit N-Konformation in MYC-

(8) folgt (Abbildung 3b). Wihrend ein Ribosezucker in S-

Konformation eine rdumliche Néhe zwischen seiner 2-OH- Es stellt sich die Frage, ob solche Wechselwirkungen eine
Gruppe und C8-H der folgenden Base erlaubt, zeigt die 2’-  allgemeinere Eigenschaft von G4-RNA sind. Um nach mog-
Hydroxygruppe eines Zuckers in der N-Konformation von  lichen CHO-Wasserstoffbriicken in RNA-Quadruplexen zu
der 3'-benachbarten Base weg (Abbildung S14). Entspre-  suchen, wurden NMR- und Kristallstrukturen aus der Protein
chende Kerne sind in ODN(3) mit rG vor einem Propeller-  Data Bank einer detaillierten Analyse unterzogen. Es wurden
Loop sogar noch weiter entfernt. Daher legt das wiederkeh- ~ dabei nur Sequenzen mit nicht unterbrochenen G-Trakten
rende Muster der Verdnderungen in den chemischen Ver- und NMR-Strukturen, die mit Restraints fiir die Zucker-
schiebungen Wechselwirkungen vom Typ O2'(,-+C8-H, ;yan  konformation erhalten wurden, beriicksichtigt.*'** CHO-
geeigneten Schritten entlang der G-Trakte nahe, wobei  Wechselwirkungen wurden basierend auf einem H--O-Ab-
Ubereinstimmung mit “C-Entschirmungseffekten, wie sie fiir ~ stand <3 A und einem CH--O-Winkel zwischen 110° und
aliphatische und aromatische Kohlenstoff-Donoren in C—  180° identifiziert.”® Tatsichlich scheinen mit diesen Kriterien
H--O-Wasserstoffbriicken berichtet wurden, besteht.!'s! Zu-  sequentielle C8-H--O2'-Wechselwirkungen zwischen Hoog-
sétzlich werden solche internukleotidischen Wasserstoffbrii-  steen- und Zuckerseite ein wiederkehrendes Motiv in RNA-
cken von quantenchemischen Rechnungen an einem Dinu-  Quadruplexen zu sein, wobei der H-Briicken-Zuckerakzeptor
kleotid-Fragment des ODN-Quadruplex unterstiitzt, welche  immer in S-Konformation, also zwischen C2'-endo und C2'-
entsprechende chemische Verschiebungsanderungen bestiti-  exo, vorliegt (Tabelle S1). Mit Ausnahme einer tetramoleku-
gen (siche Hintergrundinformationen). Da diese H-Briicken  laren Struktur, wo unter den Kristallisationsbedingungen oft
mit einer, wenn auch kleinen, Erhchungen der *C-'H-skala-  eine besondere Octaplex-Struktur ausgebildet wird,™! erlau-

AJ (CB/C8,HBIH8) / Hz

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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ben die Geometrien eine entsprechende H-Briicke in jedem
oder jedem zweiten G-Trakt.

Die Bildung von CHO-Wasserstoffbriicken in einem
reinen RNA-Quadruplex wurde zusitzlich durch eine inverse
rG —dG-Substitution eines geeigneten Restes mit S-Konfor-
mation getestet. Fiir dieses Experiment wurde eine bimole-
kulare, telomere RNA-Sequenz rHT verwendet, deren G4-
Struktur sowohl durch NMR- als auch rontgenkristallogra-
phische Untersuchungen mit dhnlichen Ergebnissen gelost
wurde (Abbildung 1¢).#??! So zeigen beide Strukturen einen
G3-Rest mit S-Konformation und einer geometrischen An-
ordnung, die C8-H--O2'-Wasserstoffbriicken ermoglicht
(Abbildung 5). Tatsichlich wird, wie bei Verlust des vorge-

Abbildung 5. Angenommene C—H---O-Wasserstoffbriicken zwischen
Zucker und Base von G3 und G4 in der NMR-Lésungsstruktur rHT.?
Werte in Klammern wurden der entsprechenden Kristallstruktur ent-
nommen.®

schlagenen CHO-Kontakts zu erwarten, experimentell eine
signifikante Abschirmung des G4 C8 in der dG-modifizierten
rHT(3) beobachtet (Abbildung 3c¢). Der kleinere Effekt im
inversen Fall kann dabei auf Unterschiede im Hydratations-
muster und in der strukturellen Flexibilitdt des RNA-Qua-
druplex zuriickgefithrt werden. Ein ebenfalls erkennbarer
Abschirmeffekt am (n—1) Adeninrest spiegelt wahrscheinlich
Anpassungen des benachbarten Uberhangs infolge des dG-
Einbaus wider.

Obwohl die wichtige Rolle von Wasserstoffbriicken fiir
biomolekulare Strukturen weitgehend akzeptiert ist, ist ihr
experimenteller Nachweis in Losung aufgrund ihrer kleinen
Effekte und dem Mangel an geeigneten Vergleichssubstanzen
nur schwer zu fithren. Die einfach substituierten Quadruplexe
bieten eine einzigartige Gelegenheit, im Allgemeinen unbe-
merkte, durch ein Ribonukleotid induzierte Anderungen zu
erfassen und deuten so auf die Bildung sequentieller CHO-
Wasserstoffbriicken zwischen Base und Zucker in den chi-
miren DNA-RNA-Quadruplexen hin. Dissoziationsenergien
von H-Briicken mit C-H-Donoren betragen 0.4—4 kcal
mol ! konnen aber iiber Synergieeffekte einen bemer-
kenswert stabilisierenden Einfluss ausiiben, wie es auch fiir i-
Motive beobachtet wurde. In diesen alternativen vierstrédn-
gigen Nukleinsdurestrukturen addieren sich schwache
Zucker-Zucker-Wasserstoffbriicken und tragen zu erhebli-
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cher struktureller Stabilitit bei.” Angesichts der Notwen-
digkeit von anti-glykosidischen Bindungswinkeln fiir die 3'-
benachbarten, nukleotidischen H-Donoren konnten damit
C8-H:--O2'-Wechselwirkungen zur bevorzugten RNA-Fal-
tung in parallele G4-Strukturen mit ausschlieBlich anti-Kon-
formeren beitragen.

Stichwérter: CHO-Wasserstoffbriicke - DNA-RNA-Hybrid -
G-Quadruplexe - NMR-Spektroskopie
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