A. Nukleinsauren

1. Aufbau und Struktur der Erbsubstanz

1.1 Der Fluss der genetischen Erbinformation

In jeder Zelle fungiert DNA als der Trager der genetischen Erbinformation. Das DNA
Molekul besteht aus einem Zuckerphosphat-Ruckgrat, an das vier verschiedenen
Heterocyclen angeknupft sind.

(34A)

Das DNA Molekul speichert die Information. Es selber Gibernimmt keine funktionellen
Aufgaben, wie z. B. Katalyse von Stoffwechselvorgangen, Stitz- oder Regulierungs-
funktionen in der Zelle. Es kodiert aber den Aufbau von Proteinen, die alle diese
Funktionen Ubernehmen. Hierzu muss die Information der DNA abgelesen
(Transkription) und in eine Aminosauresequenz ubersetzt (Translation) werden.

In einem ersten Schritt wird hierzu die DNA-Information in eine RNA-Information
umgeschrieben. Das RNA-Molekil kann dann aus dem Zellkern herausdiffundieren

und die Information so in die Zelle transportieren.
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An diesem Prozess der Transkription sind viele Proteine beteiligt.
Die in RNA (oder genauer messenger-RNA (m-RNA) umgeschriebene Information
wird dann am Ribosom in eine Aminosauresequenzinformation tUbersetzt. Hierzu sind

Adapter-Molekile, die sogenannten transfer-RNA Molekile (t-RNA) notig.
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Auch das Ribosom besteht zum grof3ten Teil aus RNA (r-RNA). Diese RNA
katalysiert die Ubersetzung der in der m-RNA gespeicherten Information mit Hilfe der
t-RNA. Am Ribosom findet sich demnach RNA, die auch chemische
Transformationen katalysiert. Hier verwischen sich die Grenzen zwischen der
Informationsspeicherung (Genotyp) und den Eigenschaften tragenden Proteinen
(Phanotyp). Informationsspeicherung, Ablesen der Information und das Ubersetzen
der Information am Ribosom sind alles wesentliche Prozesse des Lebens. An allen

diesen Prozessen sind Nukleinsauren maf3geblich beteiligt.

Die Vorlesung gliedert sich daher in zwei wesentliche Teile:
Genotyp. Aufbau, Struktur, Synthese und Eigenschaften von Nukleinsauren

Phanotyp. Aufbau, Struktur, Synthese von Peptiden und Proteinen

1.2 Die Nukleinsauren

Nukleinsduren sind sehr lange, fadenférmige  Polymere. Sie speichern die

genetische Erbinformation.

Als Abkirzung fur die Lange eines Abschnittes werden die Einheiten Kbp fir (Kilo,

tausend Basenpaare) oder sogar Mbp fir Millionen Basenpaare verwendet.



® Die Chromosomen des E. coli Bakterium enthalten ca. 4 Mbp = 4x10°
Basenpaare. Das Molekulargewicht der Erbsubstanz betragt ca. 3x10° Da und hat

eine Lange von 1.5 mm.

® Das Genom der haploiden Fruchtfliege enthalt 180 Mbp welche auf 4
Chromosomen verteilt vorliegen. Die Gesamtlange der DNA Faden zusammen

betragt 56 mm.

® Das kurzlich total entschliisselte menschliche Genom st in jeder Zelle aus 3900

Mbp aufgebaut und hat eine Gesamtlange von 990 mm.

Uns interessieren die Fragen:

Wie ist das Genom aufgebaut, und wie konnen wir Chemiker mit Hilfe der
Organischen Synthese, Ausschnitte herstellen und einer chemischen Veranderung

zuganglich machen?

Welche Parameter bestimmen die Struktur und Funktionsweise der Nukleinsauren?

Wie kdénnen wir Menschen die Prinzipien der Informationsspeicherung nutzen z. B.

zur Herstellung neuartiger Medikamente oder von Diagnostika?



1.2.1 Struktur und Nomenklatur der konstituierenden Bausteine
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Alle Nukleotide enthalten einen Heterocyclus. Dieser Heterocylus wird auch Base
genannt. Die monocyclischen Basen sind die Pyrimidine Cytosin, Thymin und
Uracil. Die bicyclischen Basen sind die Purine. Hier kennen wir als Inhaltsstoffe der
DNA und RNA vor allem das Adenin und das Guanin.

In den Nukleosiden ist jeweils ein Ringstickstoff mit dem Zucker C1' verknlpft. Im
Fall der Pyrimidine ist die Verknlpfungsstelle die Position N-1. Die Purine sind tber
die Position N-9 verbunden. Diese Bindung nennt man glycosidische Bindung. Der
Zucker, die D-Ribose liegt im Funfring, d.h. in der Furanoseform vor. Die D-Ribose ist

eine Pentose (5C-Atome).

NH, o NH2 0
7 5] 6 R
< 8</ 2 /‘\ N
HO NN Ho 4N NH, HO
Lﬁo @j i %_% w
- OH

OF 1 om OH 4 (oH) H (OH) OH 1 (o)
H Desoxy- _ R= H: Uridin
OH Adenosin Guanosin Cytidin R= Me: Thymidin

Die Verknupfung zwischen dem Heterocyclus und dem Zucker nennt man eine B-
glycosidische Bindung.

In der DNA (Desoxyribonukleinsaure) wird die Base Uridin durch Thymidin ersetzt. In
der RNA (Ribonukleinsdure) wird meist das Uridin verwendet. In einigen RNA

Verbindungen wird allerdings auch das Thymidin gefunden. Es ist daher wichtig
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zwischen Desoxyuridin und Uridin sowie Desoxythymidin und Thymidin zu

unterscheiden.

Diese Nukleoside werden in der Zelle zu langen Makromolekilen miteinander
verknUpft. Erst dann entsteht die DNA oder RNA als Trager der genetischen
Erbinformation. Die Verknupfung erfolgt ber Phosphordiester.

Die Monomeren in der DNA oder der RNA sind daher die Phosphatmonoester der
Nukleoside. Hier missen drei Sorten unterschieden werden. Die 2‘-Phosphate, die
3-Phosphate und die 5°-Phosphate. Beispiele: Uridin-3‘-monophosphat oder auch
cyclische Phosphatester wie der Botenstoff Adenosin-3°,5‘-cyclophosphat (CAMP)
oder das 2‘,3'-AMP. Daneben gibt es die energiereichen Di- und Tri-phosphate z.B.
das ATP.

O OH OH OH O OH
NH, 0=P-00
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CAMP a N ATP s.ump OF
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Die Nukleotide treten haufig auch als Bestandteil von Coenzymen wie dem NAD auf.
Die Nukleotide sind also nicht nur Informationsspeicher sondern in einer ganzen

Reihe von biochemischen Prozessen von immenser Bedeutung.
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Es werden daher Metallionen bendétigt, die mit ihrer positiven Ladung die negativen

Ladungen der DNA oder RNA kompensieren. Fur Experimente mit DNA oder RNA ist

daher die Anwesenheit von Salzen im Puffer eine immer sehr kritische Variable. In

der Regel arbeitet man bei 150 mM NaCl in einem Puffer bei pH = 7. Mehr Salz fihrt

zu stabileren Doppelstrangen. Weniger Salz destabilisiert. Auch DNA bindende

Proteine nutzen die negativen Phosphordiester als Bindungsstellen aus. Alle DNA

bindenden Proteine haben viele positive Oberflachenladungen, mit denen der
Kontakt zur DNA hergestellt wird.

Die Sequenz eines Oligonukleotides wird oft verkirzt als Buchstabensequenz
dargestellt. Uridin = U, Thymidin = T, Adenosin = A, Guanosin = G und Cytidin = C.
Fur Desoxy wird der Buchstabe d vorgesetzt: dU, dT, dA, dG und dC.

Das Trinucleotid-Diphosphat G-C-U heil3t z.B. vollstandig: Guanylyl-3‘,5‘-cyctidylyl-
3‘,5%uridin. Man schreibt GpCpU oder kurz GCU mit dem G am 5‘-Ende und dem U
am 3‘-Ende des Oligonukleotids. Es wird also Grundsatzlich von der 5° in die 3'-

Richtung notiert.



Synthetische Homopolymere nennt man z.B. poly(U) oder poly (dA). Heteropolymere

mit alternierender Sequenz hei3en z.B. poly(dA-dT) oder wenn dT und dA zufallig

verteilt sind: poly(dA, dT).

Zur Bildung eines Doppelstranges lagern sich zwei Einzelstrédnge in anti-paralleler

Ausrichtung zusammen. Man schreibt dann poly(A)epoly(T)

Doppelhelix.

Zwei Einzelstréange
bilden einen anti-
parallelen
Doppelstrang. Das
Zuckerphosphat-
Ruckgrat liegt
aulRen. Die Basen
zeigen nach innen.
Die beiden
Einzelstrange
winden sich um
eine zentrale
Achse. Diese lauft
im idealen Fall
genau durch die
Mitte der

Neben der idealen DNA-Konformation, auch B-Konformation, genannt, gibt es

weitere Doppelstrangkonformationen, die wesentlich von der gezeigten Struktur

abweichen. Ins Auge fallt, dass die B-DNA lber zwei Furchen verfugt. Eine kleine

schmale Furche (minor groove) nennt und eine grol3e, weite Furche (major groove)

Neben den normalen Doppelstrdngen kennen wir auch Tripelstrange.



1.2.2 Physikalische Eigenschaften der Nukleoside und strukturelle Parameter,
die die Struktur der Doppelhelix bestimmen
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Fur die Bildung des Doppelstranges ist vor allem das Saure/Base Verhalten der
Heterocyclen entscheidend. Es determiniert wie und wo die Basen H-Briicken

ausbilden konnen. Die pK.-Werte der Basen sind in Tabelle 1 zusammengestellt.

Base Gruppe Nucleosid 3’-Nucleotid 5’-Nucleotid
Adenin N-1 3.52 3.70 3.88
Cytosin N-3 4.17 4.43 4.56
Guanin N-7 3.3 3.5 3.6

Guanin N-1 9.42 9.84 10.00
Thymin N-3 9.93 10.47
Uracil N-3 9.38 9.96 10.06

Tab. 1: pK.-Werte der Basen bei 20°C und ohne Salz.

Alle Basen sind also unter physiologischen Bedingungen ungeladen 5 < pH < 9. Das
gilt natdrlich auch fir die Pentose, deren sekundaren und primaren OH-Funktionen
einen pK,-Wert von ca. 12 besitzen.

Die Phosphat-Gruppe verliert das erste Proton bei pH =1 und das zweite Proton im
Fall eines Monoesters bei pH = 7 (pK.-Werte der Phosphorsaure bei 25°C H;PO, =
pK; = 2.16, pK, = 7.20 und pK; = 12.33). Die drei Basen A, C, und G werden zuerst
an einem Ringstickstoff protoniert und erst dann an der exocylischen NH,-Gruppe.
Protonierung der NH.-Gruppe wirde die Resonanz des einsamen Elektronenpaares
mit dem aromatischen System stdren.

Die C-NH. Bindungen sind ca. 1.34 A lang. D. h. sie haben einen deutlichen
Doppelbindungscharakter (C-N: 1.47 A ;C=N: ca. 1.25 &)




Fur das Tautomerengleichgewicht gilt, dass alle Nukleobasen zu > 99.99% in der
gezeigten Amino- und Ketoform vorliegen. Gabe es Gemische, ware das fatal fur die

Prazision der Basenpaarung s.u.

Tautomere sind Verbindungen, die sich nur in der Position eines Protons
unterscheiden.

N0 N~ OH N” N N SNH
H H

Keto Enol Amin Imin

Hy

1.2.3 Wasserstoffbriickenbindungen verbinden die Basen

Jeder der vier Basen ist in der Lage eine Serie von H-Briicken auszubilden. Hierbei
sind die NH-Gruppen im Ring und die exocyclischen NH.-Gruppen die H-Donoren
(d). Die Keto-Gruppen (C=0) fungieren auf Grund der einsamen Elektronenpaare als
H-Akzeptoren (a). Die in der H-Bricke dominierenden Krafte sind im Wesentlichen
elektrostatischer Natur mit +0.2e am H und -0.2e am C=0. Die Starke einer H-
Briicke dirfte ca. 6-10 kJmol™ betragen. Natirlich tragen diese H-Briicken nicht
sonderlich zur Triebkraft fir die Doppelstrangbildung bei, da die Zentren ja auch im
Wasser durch H.O in H-Brucken involviert sind. Das &ndert sich ja nicht im

Doppelstrang.

Im Doppelstrang bilden sich vor allem sogenannte Watson-Crick H-Brickenmuster

aus.
N=\ H N=
HN—H---O ----H- B
a Y%/N\r SRR
[N NN ?//<N—H ----- N /,\/,
/N_\ 7/ N
r O------ H-NH / (o)

In diesen H-Bricken betragt der Abstand zwischen den N...O Zentren zwischen 2.8

R - 2.95 A. Da immer eine Purin-Base mit einer Pyrimidin-Base paart, passen beide
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Kombinationen in den gleichen Rahmen, der durch den Abstand der Zucker-
Phosphat Ketten in der Doppelhelix vorgegeben ist.
Man unterscheidet von der Watson-Crick Basenpaarung im Fall des A--T

Basenpaares noch die reversed Watson-Crick Paarung

H N=
r\ O'_H_N\ ‘\N\
N—¢ Y

4
N-H--""" =N

Neben der Watson-Crick und reversed Watson-Crick Basenpaarung kennt man fir
das A—T Basenpaar auch noch die sogenannte Hoogsteen und reversed

Hoogsteen Basenpaarung.

r GC" Hoogsteen Basenpaar

Hierbei paart das Adenin via N-6 und N-7. Das G kann nur nach Protonierung mit
dem C’ ein Hoogsteen Basenpaar bilden. Das passiert tatsachlich in Tripelhelices
(s.u.).

Manchmal beobachtet man, dass sich ein G—U Basenpaar bildet, das Uber zwei H-

Briicken miteinander verknupft ist. Die entsprechende Basenpaarung nennt man
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Wobble-Basenpaarung. Die Basen sind im Vergleich zum Watson-Crick Basenpaar

gegeneinander verschoben.

Diese ungewdhnlichen Basenpaarungen sind fur t-RNA und Tripelhelixstrukturen

malfigeblich verantwortlich (s.u.)

Exkurs: Die Wasserstoffbriicke

Die Wasserstoffbricke ist die bedeutendste orientierende zwischenmolekulare
Wechselwirkung in der Biologie. Das Konzept der H-Briicke wurde bereits 1919 von
Huggins an der UC Berkeley entwickelt.

Bei einer H-Brucke handelt es sich um die Bindung eines kovalent gebundenen H-

Atoms an ein zweites Atom.

RX-H + Y-R R-X-H - Y-R'

H-Donore sind: -OH, -NH,, -COOH, -CONH,, NH,CONH,

H-Akzeptoren sind: O-Atome in Alkoholen, Ether, C=0 und
N-Atome in Aminen und N-Heterocyclen

® Starke H-Briuicken bestehen zwischen: O-H"O, OH"N, N-H"O
® Schwéchere H-Bricken bestehen zwischen: N-H"N
® Sehr schwache Wechselwirkungen bestehen
zwischen: ClL,C-H"O, CI.C-H"N
O-H"n-Systeme (Aromaten,
Alkine oder Alkene)

Im Fall der hier beschriebenen H-Briicken scheint die dominierende Kraft

elektrostatischer Natur zu sein. Die Beschreibung erfolgt mit dem Coulombschen
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Gesetz. Das H-Atom ist deutlich positiv. Das Akzeptor-Zentrum tragt eine negative
Partialladung. Man erwartet deshalb, dass eine gute H-Bricke linear ist, d.h. Winkel
D-H"A sollte ca. 180° betragen. Analysiert man Kristalle, so findet man einen Winkel
von typischerweise 167+20° fir O-H"O und 161+20° fir O-H"N H-Briicken.

In einem solchen Fall ist die H-Briicke unsymmetrisch. Die X-H Bindung ist klar

kovalent. Die H"Y Bindung ist eindeutig nichtkovalent.

Das Coulomb-Potential fallt sehr langsam mit 1/r ab. H-Brlicken sind daher recht

weitreichende Wechselwirkungen.

Neben diesen normalen H-Briicken gibt es noch sehr starke sogenannte low-barrier
H-bonds (LBHB). Hier ist die H-Bricke symmetrisch. D.h. gleichmallig zwischen
Donor und Akzeptorzentrum verteilt. In einigen Enzymreaktionen wird zurzeit
diskutiert, dass sich solche LBHB im Ubergangszustand ausbilden koénnten.
Hierdurch wirde die Energie des UZ sehr stark reduziert, womit ungewohnlich hohe

Ratenbeschleunigungen erklart werden kdnnen.

Origin of the E AR Potential energy well
isotope efféct: kJ mol™ A

neither Hnor D| Weak 10-50 0.00
overcome

barrier
\ | | =LBHB
only H Strong 50 -100 0.25
overcomes
barrier - -
\ |
Hand D Very > 100 0.50 \ 7

overcome Strong
barrier

Beispiele fir sehr starke H-Bricken, die in das Regime LBHB fallen sind:
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F-H'F , O-H"O , O'™-H"0O. Der H-Akzeptor Abstand ist hier mit 1.2 R -15R sehr
kurz. Der Het-Het Abstand sinkt auf unter 2.5 A. Die Bindungsenergie betragt > 40KJ
mol™ Der Winkel ist 180 °. Im IR sieht man Schwingungen von < 1600 cm™. Im "H-
NMR ist das Proton bei > 17 ppm beobachtbar.

Normale und schwache H-Brticken sind die z.B. zwischen den Nukleobasen. Das H-
Atom kann in ihnen auch zu mehr als zu nur einem Zentrum gebunden sein. Der H-
Akzeptor Abstand ist hier 1.5 A — 3.0 A. Die Bindungsenergie betragt < 20KJ mol™.
Schwingungen im IR sind bei Frequenzen zwischen 2000-3000 cm™ beobachtbar.
Der Winkel betragt ca. 160+20°. Im 'H-NMR ist das Proton bei < 17 ppm
beobachtbar.

Gegabelte H-Bricke: .

In den normalen H-Briicken variieren sowohl die Distanzen als auch die Winkel
betrachtlich. Die Starke einer normalen H-Brucke betragt 3 — 7 kcal/mol in der
Gasphase und in unpolaren Loésungsmitteln. In Wasser ist die Starke einer H-Briicke
zwischen D-H"A sehr gering. Hier konkurriert das Losungsmittel mit dem Akzeptor
um das H-Atom. Die H-Briicke zum Wasser ist ahnlich stark wie zum Akzeptor A, so
dass die Assoziationskraft zwischen D-H und A eben sehr schwach, d.h. kaum
messbar ist.

Die Starke einer H-Briuicke in unpolaren Lésungsmittel ist stark von den pK.-Werten

der beteiligten Zentren abhangig.

® Bei konstanter H-Donorstarke (H-OH) ist die Basizitat des Akzeptors
entscheidend

® Bei konstanter Akzeptorstarke ist die Aziditat des Donors maf3gebend.

Beispiele: HO-H'B
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B-Spezies: MeNH, (-6.8 kcal/mol) ist besser als B: CH;CN (-4.9 kcal/mol) weil
MeNH, der bessere Akzeptor (basischer) ist. MeOH (-6.8 kcal/mol) ist besser als

Wasser (-6.2 kcal/mol), weil MeOH das basischere O hat.

In der Carbonylreihe wird die H-Brticke zum C=0 schwacher in der folgenden Reihe.

Harnstoff > N-Methylacetamid > Essigsaure > Essigsauremethylester > Aceton

Beispiele: HO-H'B

HOH-Spezies: Vergleicht man mit Wasser als Akzeptor, so stellt man fest: Alle

Amine sind wegen der niedrigen Aciditat schwache H-Donoren (CHi;NH,...OH,: 3.5

kcal/mol zum Wasser). In Amiden ist die NH-Aciditat wieder hoher, so dass die H-

Brucken starker werden (CH;CONHCH; ...
wegen der héheren Aciditat (CH;COOH...OH, =

Berechnungen von W. L. Jorgensen in der Gasphase mit dem OPLS-Kraftfeld

. Optimized Interaction Energles for Hydrogen Bonds inthe Gas Phase

with the OPLS Potentials*
, Complex = AE(keal/mol) Complex . ~ AE(kcal/mol)
B...HOH A-H...OH,

- (NH,),CO . .. HOH 9.1 CH,COOH . .. OH, 8.8
CH,CONHCH,; . . . HOH 74 OC(NH,), . . . OH, 7.5
CH,NH, .. . HOH 6.8 pyrrole . .. OH, 6.9
CH;OH . . . HOH - 6.8 HCONH, . . . OH, 6.8
CH,COOH . . . HOH 6.7 'CH;CONHCH;, ... . OH, 6.7
H,O...HOH 6.2 HOH ... OH, 6.2
(CHy),0 ... HOH 5.8 CH,OH...OH, 6.0
CH,COOCH; . . . HOH 5.6 CHySH . .. OH, 6.0
imidazole . .. HOH 5.5 CH;NH, . .. OH, 35
(CH,),CO . . . HOH 55 AH...B :
CH,CN . .. HOH 49 OC(NH,), . . . O(CH,), 79
pyridine . . . HOH 4.7 OC(NH,), . . O(CH3)2 74
(CH,),S . . . HOH 4.6 CH3000H . pyridine 7.3
pyrimidine . . . HOH 4.2 OC(NH,), - . - pyridine 7.0
pyrazine . . . HOH 4.1, CHacOOH . pyrazine. 6.9
benzene . . . HOH 3.8 OC(NH,), ... CH,COOCH, ' 6.6 °
CH;COOH : . , HOH 37 AH...AH
CH,SH . . . HOH 3.7 CH,CONHCH, .. . 9.0/
CH,COOCH; . . . HOH 29 'CH,CONHCH, o

; ‘ ' . CH4CH,OH . . . OHCH,CH;' 7.0
CH;OH . . . OHCH;, 6.8
- CHaSH . . . SHCH;,

3.8

OH,, -6.7 kcal/mol). Gut ist Essigsaure,
-8.8 kcal/mol)
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Sekundare elektrostatische Wechselwirkungen

Betrachtet man die vier Komplexe und speziell die Bindungskonstanten die in
Chloroform gemessen wurden, so stellt man fest, das die oben beide Komplexe sehr
stabil sind. Die unteren beiden sind wesentlich schwacher (A(AG) ~ 3-4 kcal/mol).

Alle vier Komplexe werden aber tUber drei H-Bricken zusammengehalten

Et H JJ o
K, ca. 10* -10° Lmol™ K, =1.7 x 10* Lmol™*
HsC_~ ||\|/R
_.--0 AN
Hl\ll/H ﬁh © E ?
. N. AL
N\A _——’H R 1
b R
pZ .- C3H7 3017
N™ SN ON-H TYY T
Et H O = @)
Kq = 170 Lmol™ Ko = 90 Lmol™

Ein Modell, dass diese Tatsache erklart wurde von W. Jorgensen (Yale Universitat)
entwickelt. Das Modell wurde experimentell in vielen Versuchen belegt.

Die drei Wasserstoffbriicken sind in den Komplexen gleich stark. Die primaren
Wechselwirkungen sollten also zu gleich stabilen Komplexen fihren. Neben diesen
priméren Wechselwirkungen gibt es jedoch noch sekundare Wechselwirkungen. Hier

zeigt sich erneut der elektrostatische Charakter der Wasserstoffbricke.

Eine positive Partialladung tragen die H’s in jeder H-Briicke
16



Eine negative Partialladung besitzen die N und O Akzeptoratome.

Unten sind drei prinzipielle Systeme gezeigt, in denen diese sekundéren
Wechselwirkungen A: nur anziehend, B: Kompensatorisch und C: nur abstof3end
sind. Fur Systeme wie C werden nur Bindungstarken wie fir Assoziate bestehend
aus zwei H-Bricken gefunden (K. ca. 40 — 130 M?"). Die sekundaren
Wechselwirkungen heben also die Starke einer ganzen H-Briicke auf.

LN LN LN
+ <'\/\:> - - <'\/l\:> + - <'\x\:> +
+ /h\ _ _ /»-\ + + /'l\\ -
4 gunstige WW 2 gunstige WW 4 ungunstige WW

2 ungunstige WW

Zum Vergleich nochmal die Bindungskonstanten in Chloroform der folgenden vier
Komplexe:

0
200 ") ¢
P N” NN Ph SN N e
Coh L)
H 1 H B
N__N__N. HN. _N_-O
H \|/ N H | NN ]
O« N0 N~
Ph” >N N7 N7 ph @ (DDA)-(AAD)
OC3H;  OC3H; : ; Ko9.3x10°M*!
(DAD)-(ADA) ooy H
K, 78 Mt HEN NN
: | o CO,CgH17
Ox y
N CO,CgH17

CsH,0 H Ar OC;H,

(DDD)-(AAA)
Ky >10° M?
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Exkurs: Wechselwirkungen ungeladener Teilchen untereinander

a. Dipol-Dipol Wechselwirkungen

Molekulare Dipole orientieren sich in einer Kopf-Schwanz Anordnung, so dass sich
entgegengesetzt geladene Positionen gegenuberstehen. Dieser Orientierung arbeitet
die Brown'sche Molekularbewegung entgegen. Nur wenn die anziehende
Wechselwirkung grosser als die thermische Energie ist kommt es zur Orientierung.
Dipolwechselwirkungen werden durch die untenstehende Gleichung beschrieben.

Die Wechselwirkungsenergie ist temperaturabhangig.

UDipoI-DipoI = - TEETEE TS e TTTTTTEEEEEEETTEETS

u ist das Dipolmoment. Mit steigender Temperatur wird die Wechselwirkungsenergie
kleiner. Die Reichweite der Dipolwechselwirkungen wird durch die Abh&ngigkeit von

1/r° beschrankt.

Kopf-Schwanz

Antiparallel

Beispiele fur derartige Dipol-Dipol-Wechselwirkungen sind die DMSO Dimere oder
auch die Anordnung von N-Methylacetamid, das sich in Wasser den Dipolkraften

folgend stapelnd orientiert.
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DMSO-Dimere

S0 HiCe o HC o o
H3C CH ,$—0 §—0
0—s HsC HsC

o oN

H-Bricke in Chloroform Stapelung in Wasser

b. Induzierte Dipol-Dipol Wechselwirkungen

Ein in einem Molekul vorhandener Dipol kann in einem zweiten Molekil einen Dipol
induzieren. Die Grof3e der Induktion hangt von der GroRe des Dipols und der

Polarisierbarkeit des wechselwirkenden Molekduls ab.

UInd.DipoI-DipoI = = TEEEEEmEETT e  TETETESEESEESEEsEmsEssems

Hier ist o die Polarisierbarkeit

Auch lonen induzieren Dipole. Hier erhalt man fur die Potentielle Energie:

UInd.DipoI-DipoI = = TETEEEEETT e  TETETESEESEESEESEesEesEm

Als Dipersionswechselwirkungen bezeichnet man anziehende Kréfte, die entstehen
wenn ein induzierter Dipol einen Dipol im Nachbarmolekil induziert. Man nennt diese
Krafte auch London-Dispersionskréafte. Sie sind mit 1/r° vom Abstand abh&ngig. Die

Kréafte sind klein, summieren sich aber bei gro3er Kontaktflache auf. Es handelt sich
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vermutlich um die bedeutendste anziehende Wechselwirkung unpolarer Molekiile.
Diese Krafte sind verantwortlich fiir das nichtideale Verhalten von Edelgase, die sich
ja bei tiefer Temperatur verflissigen lassen. Kommen die Molekile zu nah

zusammen, so greifen die abstoBenden Wechselwirkungen, die von 1/r* abhangen.

U = s o mmmmmmeee-

Der erste A-Term beschreibt die abstoRenden Wechselwirkungen. Der zweite B-
Term die anziehenden Wechselwirkungen. Beschrieben wird das Lennard-Jones
Potential.

Ein unpolares Molekil, das keinen permanenten Dipol hat, hat doch temporare
Dipole durch Fluktuationen in der Elektronenhtille. Diese temporar induzierten Dipole
reichen aus, um in einem Nachbarmolekll ebenfalls temporare Dipole zu induzieren.
Der anziehende Parameter B im obigen Lennard-Jones Potential wird durch die
Slater-Kirkwood-Gleichung beschrieben:

32 e (h/ZTEml/Z) oy Qi
B = e
(ai/Ni)lIZ + (aj/Nj)lIZ

In dieser Gleichung ist a die Polarisierbarkeit, e die Elementarladung, m die
Elektronenmasse, h die Planck'sche Konstante, N die effektive Zahl der Elektronen in
der aufReren Schale.

Mit zunehmender Zahl an Valenzelektronen und mit zunehmender Polarisierbarkeit
der wechselwirkenden Molekule nimmt die Dispersionsanziehungskraft zu. Die
molekularen Polarisierbarkeiten werden aus den Brechungsindizes bestimmit.

Aus der folgenden Tabelle wird ersichtlich, dass O wenig, -CH, -CH, und -CH;
Gruppen mittel und S hoch polarsierbar ist.

Jede Anziehung von Molekilen st6f3t an eine natlrliche Begrenzung, wenn sich die
Molekiile beriihren. Dann nehmen die abstoRenden Krafte mit 1/r'* zu. Jedes Atom
hat, abhéangig von dem Bindungszustand, einen spezifischen Van-der-Waals Radius.
Diese Radien sind additiv. So ganz genau sind die Radien nicht definiert. Sie

variieren ein wenig, je nachdem welche Berechnungsmethode angewendet wird.
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Die Van-der-Waals- oder Dispersionskrafte sind schwache Wechselwirkungen, die
jedoch auf Grund der Additivitat betrachtliche Gesamtbetrdage annehmen kénnen.
Jede CH,-Gruppe in einem kristallinen Kohlenwasserstoff bringt 2 kcal/mol an
anziehender Energie. Jede CH-Gruppe im Benzolkristall tragt mit 1.6 kcal/mol zur
anziehenden Wechselwirkung bei. Die Van-der-Waals Energie fiur die
Wechselwirkung des D-Teils der Lysozym Bindungsstelle zum komplementar

gebundenen Glucopyranosering soll Berechnungen zufolge ca. 14 kcal/mol betragen.

0.4
HH GG
0.3
3 4
S
P
S
x 0.2f
>
<
Y]
c
(¥}
8
c -4
.
o 0.1
a
Tabelle: Polarisierbarkeiten und Van-der-Waals Anzichung
zwischen Atomen und Atomgruppen . .
o
Atom/Gruppe Polarisierbarkeit =~ N B .
(mL x 10%4 fiir Selbst ; 2 i Ali EIS A—e
oder A3) wechselwirkung 0.0 . +
(keal-AS/mol)
-H- 0.40 1 46
-O- 0.63 6 220
o 180 7 o van der Waals
-CHaf;m 2.07 -0.1F contact distance
-CH3 2.17
-S- 3.00 16 3728
-SH 3.34 17 45
ler
Zu N : J. A. McCAmmon, P. G. Wolynes, M. Karplus, 5 : . . 2
Biochemisiry 18 (1979) 937. I The interaction energies of two hydrogen
B : berechnet iiber die Slater-Kirkwood-Gleichung atoms and two (tetrahe-
Polarisierbarkeit o : A. R. Fersht, C. Dingwall p .
Biochemistry 18 (1979) 1245. e dral) carbon atoms in a protein.
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Van der Waals radii
Van der Waals radius (A)

Minimum
Atom a b ¢ radius (A
H 1.2 1.4 — —_
O (hydroxyl) 1.5 —_ 1.6 1.3
O (carbonyl) 1.5 1.7 —_ 1.3
O~ (carboxyl) 1.5 1.8 1.6 —_
N (amide) 1.55 2 1.65 1.3
NH;* (ammonium) 1.65° — 1.75 _
N* (imidazolium) 1.55 —_ —_ —_
CH (tetrahedral) 1.85¢ 2.1 1.90 1.5
C (trigonal) 1.7 1.8 1.80 1.45
CH (aromatic) 1.8° —_ 1.90 —
1.8 -— 1.90 1.5

¢ From A. Bondi, J. Phys. Chem. 68, 441 (1965); D. A. Brant and P.
J. Flory, J. Am. Chem. Soc. 87, 2791 (1965).
® From A. Warshel and M. Levitt, J. Molec. Biol. 103, 227 (1976). These

values are close to the potential minimum: the values in the preceding
column are slightly smaller.

“ From J. A. McCammon, P. G. Wolynes, and M. Karplus, Biochem-
istry 18, 927 (1979).

¢ The minimum contact radius in a protein. [From M. Levitt, J. Molec.
Biol. 82, 393 (1974).]

¢ The radius includes the bonded hydrogen.

.. Dispersion (van der Waals) energies for
pairs of atoms at optimal separations®

Van der Waals energy

Interaction kJ/mol kcal/mol
H---H 0.0778 0.0186
=0---0= 0.217 0.0519
N---N 0.572 0.1366
C---C 0.284 0.0679
C---C* 1.891 0.4519

“ From A. Warshel and M. Levitt, J. Molec. Biol. 103, 227 (1976).
# Carbonyl or carboxyl carbon.

Dispersion and electrostatic energies in some crystals®

Calculated energies

Dispersion (van Observed heat of
der Waals) Electrostatic? sublimation
Crystal kJ/mol kcal/mol  kJ/mol kcal/mol  kJ/mol kcal/mol
Benzene —-42 -99 -5.4 -1.3 —-448 -10.7
n-Hexane -54 -129 0 0 -50.2 -12.0
n-Pentane —-42 -10.0 0 0 -439 -10.5
Perylene -119 -28.4 =25 -0.6 -125.5 =30
Phenanthrene -85 -20.3 —-4.2 -1.0 -91.8 -21.7
Adipamide —-86 -20.6 =77 -18.4 — —
(4 H bonds)
Formamide —-24 -5.7 —-43 -10.3 =73.2 =175
(2 H bonds)
Malonamide -52 =123 -81 -19.4 -120.5 -28.8
(4 H bonds)
Oxamide —-45 -10.8 -60 -144 -118.0 -28.2
(4 H bonds)
Succinamide -65 -15.5 -76 -18.2 -135.2 -323
(4 H bonds)
Urea (3 H bonds) -28 -6.7 -65 -15.6 -92.8 =222

“ The energies are calculated from empirical energy functions (see Table 11-3). [From P.
Dauber and A. T. Hagler, Accts. Chem. Res. 13, 105 (1980); A. T. Hagler, P. Dauber, and
S. Lifson, J. Am. Chem. Soc. 101, 5131 (1979), and references therein.]

® The electrostatic contribution is due to the hydrogen bonds.



c. Die hydrophobe Bindung

Werden hydrophobe Molekile in Wasser eingebracht, so ordnen sich die
Wassermolekile um die Oberflachen herum. Die treibende Kraft ist die Maximierung
der H-Briicken Wechselwirkungen (5-6 kcal/mol) der Wassermolekiile. Das Wasser
nimmt eine quasi-kristalline Struktur um die hydrophobe Oberflache herum an.
Assoziieren zwei hydrophobe Molekile miteinander, so wird ein Teil der
Wassermolekiile freigesetzt. Dieser Schritt ist mit einem Gewinn an Entropie
verbunden. Dieser Energiebeitrag ist z. B. bei der Bildung von Membranen, Mizellen
und auch bei der Proteinfaltung betrachtlich. Fur alle diese Prozesse misst man eine
positive Entropiednderung und nur eine kleine bis gar keine Enthalpieanderungen.

meistens ist die Enthalpie gering negativ, oder sogar leicht positiv.

+7H20

Der hydrophobe Effekt wird auch deutlich, wenn man den Eintritt von Alkanen aus
der Gasphase in ein unpolares Losungsmittel oder in eine wassrige Phase
untersucht. Hier kommt es zu einer Entropieerhdhung des Systems. Besonders in
Wasser missen sich die H,O-Molekile um das hydrophobe Molekil herum stark

ordnen.

Tabelle: Transfer von Methan (CHy) aus der Gasphase in Cyclohexan und Wasser

AG9 (kcal/mol) AHO (kcal/mol) AS9g (cal/mol K)

H0 6.30 -3.30 -32.02
Cyclohexan 3.40 -0.60 -12.90

Die stark negative LoOsungsentropie ist der Hauptgrund fir die positive freie
Losungsenthalpiednderung. Diese ubertrifft die negative Losungsenthalpie und

macht den gesamten Prozess endotherm. Die sehr starke negative
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Entropiednderung in Wasser geht auf die notwendige Ordnung der Wassermolekile
zurick.

Zur kompletten energetischen Beschreibung der Wechselwirkung unpolarer Molekdile

in Wasser mussen noch enthalpische Faktoren bertcksichtigt werden.

A) Auch die Dispersionskrafte zwischen dem Kohlenwasserstoff und den
Wassermolekilen an der Oberflache sind geringer als zwischen zwei assoziierten

Kohlenwasserstoffen wegen der geringen Polarisierbarkeit der O-Atome

B) Die Wassermolekule an der Oberflache hydrophober Molekule sind nicht durch 4
H-Bricken komplett abgesattigt. Werden die Wassermolekiile durch Assoziation
zweier unpolarer Molekile freigesetzt, so kénnen sie alle 4 H-Brucken ausbilden.

Dieser Enthalpiegewinn ist gerade bei Wasser sehr grof3.

‘\ H/ H
\ RS ’, \\ -
H v _H~-
w \ /O\H 0
AL H % oH
H * H/O\H

Gewinn an Kohésionsenergie

Der hydrophobe Charakter einer Gruppe lasst sich aus dem Verteilungskoeffizienten
einer Verbindung zwischen Wasser und Octanol bestimmen. Hierbei stellt man fest,
dass viele Substituenten einen konstanten additiven Beitrag zum hydrophoben
Charakter einer Verbindung beitragen. Ist das Verhéltnis der Ld&slichkeit einer
Stammverbindung H-S in der organischen Phase zur Ldslichkeit in der wassrigen
Phase = P, und dasselbe Verhéltnis der substituierten Verbindung R-S = P, so ist die
Hydrophobizitatskonstante = fir R definiert als: © = P/P,

Man kann so aus RT(InP/P,) eine inkrementelle freie Enthalpie fur den Transfer der
Gruppe R aus n-Octanol in Wasser relativ zum H-Atom. Die folgende Tabelle liefert

einige Daten:
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Some values of m

Incremental Gibbs energy of
transfer from n-octanol to water

Group® m kJ/mol kcal/mol
—CH;, 0.5 2.85 0.68
—CH,CH; 1.0 5:71 1.36
—(CH,),CH,; 1.5 8.56 2.05
—CH,);CH; 2.0 11.41 2.73
—(CH,),CH; 2.5 14.26 3.4]
/CH3
—CH 1.3 7.42 1.77
CH;
_C/CHZCH3
H 1.8 2
S 10.27 2.45
CH;
—CH,Ph 2.63 15.00 3.59
—OH* -1.16 -6.62 —1.58
—NHCOCH;¢ —-1.21 -6.90 -1.65
—OCOCH;¢ -0.27 -1.54 -0.37

: FromAC. Hansch and E. Coats, J. Pharm. Sci. 59, 731 (1970).
’ Relative to the hydrogen atom.
¢ Bound to aliphatic compounds.

Je groRer P, umso besser ist also die Ldslichkeit in der organischen Phase. Eine
solche Verbindung l6st sich schlecht in Wasser wird aber gut von komplementéaren
hydrophoben Hohlraumen gebunden. Dieses ist flr die Entwicklung von Wirkstoffen
entscheidend. Hier werden die logP-Werte mit Hilfe von Computerprogrammen fir
neue Verbindungen berechnet. Aus den logP-Werten entnimmt man die Verteilung
von Verbindungen in Membranen und auch die zu erwartenden Wechselwirkungs-

energien in hydrophoben Protein-Taschen.

Die n-Werte sind additiv. Die n-Werte hdngen nicht davon ab, wie der Rest des
Molekills aussieht. Jede Methylengruppe hat z. B. ein Inkrement von 0.5. Das

entspricht einer Enthalpie&dnderung von 0.68 kcal/mol (2.85 kJ/mol).

Man findet eine empirische Korrelation zwischen der GroRRe einer hydrophoben
Aminosaureseitenketten-Oberflache und der freien Enthalpie des Transfers aus
Wasser in eine organische Phase. 1A Oberflache gibt eine hydrophobe Energie, die
bei Transfer freigesetzt wird von 20-25 cal/mol. Die GroRe der Oberflache wird
gemessen, indem man eine Kugel mit dem Radius des Van-der-Waals Radius von
Wasser uber die Oberflache rollt. Die Oberflache wird am Zentrum des "Wasserballs"
gemessen. Moderne Computerprogramme wie das Macromodel berechnen heute die

OberflachengroRe und die hydrophobe Energie.
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1.3 Parameter, die auf Nukleotid-Ebene die Struktur der

Doppelhelix bestimmen

In der Zelle begegnen uns DNA und RNA Molekile, die sich in der Anwesenheit
(RNA) oder Abwesenheit (DNA) einer weiteren OH-Gruppe am C2’ des Zuckers
unterscheiden. Diese unterschiedliche Substitution ist dafiir verantwortlich, dass sich
die Konformationen der jeweiligen Nukleotide unterscheiden. Die Konformation der
Monomere bestimmt die Konformation des doppelhelikalen Makromolekils.
Tatsachlich kennt man eine ganze Reihe unterschiedlicher Doppelhelixstrukturen.
Am bekanntesten ist die B-DNA gefolgt von der A- und der Z-DNA.

Exkurs: Definition von Winkel in chemischen Molekilen

Die dreidimensionale Struktur von Molekilen wird bestimmt durch Bindungslangen,
Bindungswinkel und Rotationen von Atomgruppen um Bindungen. Die Rotation um
eine zentrale Bindung B-C wird im Fall von A-B-C-D durch den Torsionswinkel

0 beschrieben.

0 beschreibt den Winkel zwischen den Bindungen A-B und C-D beim schauen
entlang der zentralen Achse B-C. Hierbei kann man in Richtung B-C oder C-B
schauen. 6 = 0° wenn A-B und C-D eklipsed stehen (cis und coplanar, syn-
periplanar). Das Vorzeichen von 6 ist positive, wenn die entfernte Bindung im
Uhrzeigersinn relativ zur nahen Bindung gedreht wird. Man gibt Torsionswinkel daher
im Bereich 0° — 360° an oder von —180° bis + 180°. Gleichwertig ist die Beschreibung
von Torsionswinkel durch das Verhaltnis der zwei Ebenen ABC und BCD

zueinander.

Neben den Torsionswinkel kbnnen auch Diederwinkel ¢ angegeben werden. Der
Diederwinkel ist der Winkel zwischen den Normalen auf den Ebenen. In der Literatur
werden diese Winkel oft vertauscht. Beide Winkel sind halt komplementar. Sie

erganzen sich zu 180° (siehe Abbildung)
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Die Konformation der monomeren Nukleotide wird durch eine Reihe von
Torsionswinkel beschrieben. Besonders wichtig fur die Konformation des gesamten
Doppelstranges sind die beiden Torsionswinkel & und x. Ebenso entscheidend ist die
Konformation des Zuckers, die durch die An- oder Abwesenheit der 2’-OH Gruppe

maf3gebend beeinflusst wird.

® S

0¥ C?.endo

C-endo
Insgesamt wird die Konformation eines Nukleotids durch sechs Torsionswinkel
beschrieben. Die Benennung der Winkel erfolgt entlang P-O5’-C5’-C4’-C3’-O3’-P.Die
jeweiligen Winkel heil3en o, B,v,0,¢ & Der Torsionswinkel der glycosidischen
Bindung heil3t . Viele der Winkel sind nicht unabh&angig voneinander. Entscheidend

fur die Doppelhelix Struktur sind vor allem vier Parameter:

Die Konformation des Zuckers

Der Winkel y der glycosidischen Bindung
Der Scharnierwinkel 6

Der Winkel y

R
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1.3.1 Der Winkel &

Fur die Ausbildung des Doppelstranges ist der Winkel & entscheidend. Ist 6 = 60° so
kann sich keine Helixstruktur ausbilden. Der Einzelstrang bildet dann eine lineare
Zick-Zack Kette. Ist 6 > 60° so windet sich das Ruckgrat zu einer Helix auf. Im Fall
der DNA oder RNA ist 6 = 80°. Das liegt an der Verwendung des Zuckers in der
Funfring, d.h. Ribofuranose Form.

Der Winkel & wird deshalb als der Scharnierwinkel bezeichnet.

Vor allem in der AG von Prof. Eschenmoser (ETH Zurich) wurden Nukleinsauren
basierend auf anderen Zucker hergestellt und untersucht (s.u.). Besonders
interessant sind DNA Strukturen basierend auf der Pyranoseform der Ribose. Diese

als homo-DNA bezeichneten Strange weisen einen relativ starren Winkel & von 60°
auf.
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Der Sechsring der Pyranose ist konformationell sehr viel starrer und bevorzugt stark

die Sesselkonformation. Die Funfring Ribofuranose ist konformationell flexibler. Die
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homo-DNA bildet stabile Doppelstrange. Diese sind jedoch nicht helikal sondern
linear.

Durch die Repetition einfacher Konformationselemente wird die Doppelhelixstruktur
aufgebaut. Der funfgliederige Zucker mit einem 3-Winkel von 80° erzeugt eine leichte
Helikalitat, die durch das lineare Aneinanderreinen der Bausteine zur Ausbildung

einer Doppelhelix-Struktur fuhrt.

1.3.2 Der Torsionswinkel

Die Ebenen durch die Base und durch den Zucker stehen nahezu senkrecht
aufeinander. Die Ebene durch die Base schneidet den Winkel O4’-C1’-C2’ des
Zuckers. Der Winkel wie die Ebene durch die Base zum Zucker steht wird mit y
bezeichnet.

Dieser Winkel beschreibt also die Konformation der Base relativ zum Zucker. Dieser
Winkel ist extrem wichtig. Der Winkel bestimmt, ob sich Gberhaupt eine Doppelhelix
ausbilden kann. Man unterscheidet im Wesentlichen zwei Konformationen.

In der syn-Konformation zeigen die H-Briicken-Donoren und Akzeptoren in Richtung
des O5’, also weg von der Helixachse. In dieser Konformation kann die Base in der
Regel keine Wasserstoffbriicken zur gegeniberliegenden Base ausbilden. Watson-
Crick-Basenpaarung ist nicht moglich. In einer Doppelhelix wird diese Konformation
nur in der Z-DNA von einem Teil der Basen ausgebildet.

In der anti-Konformation zeigen die H-Bricken-Donoren und Akzeptoren zur
Helixachse. Diese Konformation ist fur die Ausbildung normaler Doppelstrange

notwendig.

-110°- i 2\ &
-90 N —90
; . V4s)
high anti O\,,/ v
60 syn
\T’ 60° to 80
0 0
HooHo
NH, HN_ N~
7\ o ‘o \|
\
7/ N O:\P/ N\/\N
HO= N—( Y N—/
\/i/ o) \527/
HO HO
anti-dC syn-dGMP
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In der anti-Konformation steht das 6H (Pyrimidine) und das 8H (Purine) tGber dem
Zuckerring. In der syn-Konformation befindet sich das O2 (Pyrimidin) oder das
N3(Purin) Uber dem Zucker. Pyrimidine liegen meist in der anti-Konformation vor.
Purine kdnnen anti oder sogar high-anti bevorzugen. Nur selten, bei sehr grof3en
Basen, vor allem C8-substituierten Purine findet man die syn-Konformation. Die syn-
Konformation ist z. B. vorhanden in alternierenden Sequenzen d(CpGpCpG). Hier
findet man das G in der syn-Konformation. Mdglicherweise liegt das an einer H-
Briicke zwischen dem NH.-Gruppe des G’s und dem negative geladenen Phosphat-
Ruckgrat (geladene H-Brlicke).

1.3.3 Die Konformation des Zuckers (Zuckerpucker)

™05 B

~ O\L, / o C?-endo

‘ > 5 O%
/'P ¢
S0

C%-endo

Die makroskopische Gestalt der Doppelhelix wir durch den Zuckerpucker bestimmit.
Der Funfring liegt aus sterischen Grinden nicht planar vor. sondern in einer
Briefumschlagsform. Hierbei wir ein Ringatom aus der Ebene herausgedreht. Ein
ebener 5-Ring wéare zwar ohne Bayer- (Winkel) Spannung (CCC-Valenzwinkel =
108°), besalRe aber erhebliche Pitzer-Spannung, da die Bindungen alle ekliptisch
waren. Der Kompromiss ist, dass die Valenzwinkel kleiner als 108° werden. Ein
Ringatom wird ca. 50 pm aus der Ebene herausgehoben. Im Cyclopentanring
wandert diese Unebenheit den Ring entlang (Pseudorotation). In der Furanose ist die
unebene Struktur etwas fixierter.

In der Furanose wird die Ebene C1’-04’-C4’ fixiert. Endo-pucker bedeutet, dass das
C2’ oder das C3’ aus der Ebene heraus in Richtung O5’ gehoben wird. Verschiebung
in die andere Richtung wird mit exo bezeichnet. Ist die endo-Verschiebung von C2’
grosser als die exo-Verschiebung von C3’ so spricht man von einem C2’-endo

Pucker. C2-endo und C3’-endo stehen miteinander im Gleichgewicht. Die
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Energiebarriere betragt ca. 20 kJ mol”. Die Vorzugskonformation wird durch den
Substituenten an C2’ bestimmt. Ein elektronenziehender Substituent (OH) bevorzugt
an C2’ eine axiale Position um die “Hyperkonjugation” mit dem Ringsauerstoff zu
verbessern. Das bedeutet C3’-endo Konformation des Zuckers in der RNA. In der
DNA kann der Zucker leicht beide Konformationen annehmen. Es wird C2’-endo
etwas bevorzugt. syn-Konformation der glycosidischen Bindung bedeutet C2’-endo

Pucker.

Fur die unterschiedlichen Zuckerpucker hat sich die folgende Nomenklatur
eingeburgert.

Die Briefumschlagsform wird mit E bezeichnet

Daneben gibt es noch eine Twist-form die mit T bezeichnet wird.

In der Twist form sind zwei nebeneinander angeordnete Atome aus der 5-Ring
Ebene zu unterschiedlichen Seiten herausgedreht.

In der Kurznotation werden endo-Atome hochgestellt und exo-Atome tiefgestellt vor
oder nach dem Grossbuchstaben T oder E plaziert. Ob vorher oder nachher wird
entschieden je nach dem wie stark die Abweichung von der Planaritat ist. Der
Hauptpucker steht vorne. Der Nebenpucker steht hinten. Wenn beide Pucker gleich

stark sind, stehen beide vorne.

5 N
0 ”
4’

3 2
G, N
N

’
& 0 > 1
cl
5 o N
\A/ "
43 o 1
Cy N
3!
0 2T
4 v
2!
C; N
3 3
T2
¢ Y v

Aufgrund des unterschiedlichen Zuckerpuckers nehmen DNA und RNA

unterschiedliche Doppelhelixstrukturen an. DNA kann sowohl in der B- als auch in
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der A-Konformation existieren, liegt zumeist aber in B vor. Ein RNA Doppelstrang ist
auf die A-Konformation beschrankt. Die Roéntgenstruktur des Doppelstranges
d(CGCGCG) durch Wang in 1979 zeigt, dass DNA noch in einer dritten
Konformation, dem Z-DNA Doppelstrang, vorliegen kann. Wir kennen also als
Hauptkonformationen von DNA die A, B und die Z-Konformation. Ein RNA

Doppelstrang ist auf die A-Konformation beschrankt.

Wir wissen heute, dass es neben diesen drei Hauptstrukturen weitere
Konformationsmodulationen gibt, die von der Sequenz der Strange abhéngen. Es
gibt lokale Strukturvariationen. Durch diese Konformationsmodulationen werden
sterische Wechselwirkungen minimiert und das Basen-Stacking s.u. erhoht. Daneben
gibt es auch ganz andere Strukturen, wie z. B. Kruzifix-Strukturen.

In der Zelle ist das DNA-Molekul dartiber hinaus verpackt. Der Doppelstrang wickelt
sich dabei um ein Histon-Oktamer, von dem die Richmond Gruppe vor wenigen

Jahren eine Kristallstrukturanalyse machen konnte.

Linker-DNA Histone
\ ¥

~ H2A, H2B, H3, H4

Core-
DNA

5,5 nm

Histon H1 —— v_\

< = — > Linker-DNA
11 nm

Im Histon wird die DNA um ein Proteinoktamer, das core particle, zum Nukleosom
gewickelt. Zwei Histone sind Uber eine Linker DNA miteinander verknipft. An dieser
Linker DNA sitzt ein Histon H1, das stabilisierend wirkt. Diese sehr dichte Histon-
Verpackung ermdglicht es Organismen ihre DNA im Zellkern abzulegen. Hierbei

werden die Histone eng aneinander gepackt.
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36 nm

1.4 Helicale Parameter der Doppelstrange

Die Doppelhelix wird im Wesentlichen von drei Parametern charakterisiert:
P: P ist die Ganghohe. Das ist die Distanz, die nach 360° entlang der Helixachse

zurlckgelegt wird.

n: n ist die Zahl der Nukleotide innerhalb einer 360° Drehung um die Helixachse.

h: h ist die H6hendifferenz zwischen zwei Basen.

Ein von diesen Groél3en abhéngiger Parameter ist der unit twist, die Drehung, die pro

Base erreicht wird. t = 360°/n

Durch die helikale Aufwindung der beiden Einzelstrdnge zu einem Doppelstrang
entstehen Doppelstrange mit charakteristischen Furchen. Die Furchenstruktur wird
auch durch Lage der Basen relativ zur Helixachse bestimmt. Bei der
Doppelstrangbildung entstehen eine kleine und eine groRe Furche. Die
Furchenbreite und Furchentiefe, sowie die Art der funktionellen Gruppen, die in diese

Furchen hineinragen sind von grof3er Bedeutung. Sie erlauben das Ausbilden von
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H-Bricken, welche fir die Wechselwirkung der DNA mit kleinen organischen
Molektlen (auch Naturstoffen) und Proteinen wichtig sind. Die molekulare Erkennung
der Doppelhelix findet in wesentlichen in diesen Furchen statt. Die Protein-DNA

Wechselwirkungen sind z. B. fur dei Regulation der Genaktivitat entscheidend.
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Die Lage der Basen zur Helixachse wird durch drei Winkel und einen

Abstandsparameter beschrieben:

D: Abstand des Basenpaar-Zentrums von der Helixachse.

®::  Basenpaar-tilt, Abweichung der Basenpaar-Langsachse von der Senkrechten
zur Helixachse.

(O Basenpaar-roll, Abweichung der Basenpaar-Querachse von der Senkrechten
zur Helixachse.

®,:  Propeller-twist, Verdrehung der Basen gegeneinander.

Helix axis (vertical)
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1.5 Die Konformationen der Oligonukleotid Doppelstrange

Die DNA Doppelstrange nehmen im Wesentlichen drei unterschiedliche
Konformationen an (A, B und Z). RNA-Doppelstrange und alle RNA-enthaltenden
Doppelstrange liegen in der A-Konformation vor. Hier wirkt sich der
elektronenziehende Einfluss der 2’-OH Gruppe aus. Diese OH-Gruppe fihrt zu einer
starken Begunstigung der C3’-endo Konformation und damit zur Bildung eines A-
Doppelstranges. Die Desoxyribose kann hingegen sowohl eine C3’-endo als auch
eine C2-endo Konformation einnehmen und damit sowohl A- als auch B-
Doppelstrange bilden.

In der A-Familie ist der P...P Abstand durch die C3’-endo Konformation von 7.0 A (B-
Konformation) auf 5.9 A reduziert. Entsprechend verringert ist die Ganghthe pro
Nukleotid von h = 3.30-3.37 A (B-Konformation) auf 2.59-3.29 A in der A-
Doppelhelix. Die A-DNA ist leicht entwunden und stellt 11-12 Nukleotide pro 360° pro
turn (Vergleich B-Konformation: 10 Nukleotide).

Die Tabelle fast die wichtigsten Parameter der A- und B-Helix zusammen.

Table 9-5. Comparison of Structural Characteristics of A- and B-Type Polynucle-
otide Double Helices

Family type A B

Sugar pucker Cyrendo ' Cy-endo
Intrastrand phosphate - - -

phosphate distance 59A 7.0 A
Dislocation of base-pairs

from helix axis 44t049A -0.2to ~1.8 A

in major groove in minor groove

Rotation per nucleotide 30° to 32.7° 36° to 45°
Axial rise per nucleotide 2.56 10 3.29 A 3.03t0 3.37 A
Base-pair tilt Positive, 10° to 20.2° Negative, —5.9° to —16.4°

Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen den beiden Helixtypen ist die
Abweichung der Basenpaare von der Helixachse (D). In der B-Form betragt D = -0.2
A. Das heiRt die Achse lauft durch den Schwerpunkt der Basenpaare. In der A-Form
betragt D = 4.5 A. Die Basen winden sich also um die Helixachse. Daraus resultiert
eine sehr schmale und tiefe groRe Furche, in die nur Wasser oder Metallionen
hineinpassen. Die kleine Furche ist sehr weit und flach. In der B-Form sind beide
Furchen etwa gleich tief. Die weiten differieren sehr stark. Beide Furchen stehen
damit einer molekularen Erkennung zur Verfigung. In der kleinen Furche binden vor

allem kleine Molekile wie z. B. anti-Tumor Wirkstoffe. Die grof3e Furche ist der
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Ankerpunkt fur Proteine, die an der Genregulation oder Reparatur beteiligt sind.
Manche Proteine besitzen zusatzliche Seitenarme, mit denen auch Kontakte in die

kleine Furche ausgebildet werden kénnen.

Die Z-DNA st keine rechtsgéngige sondern linksgadngige Helix in der die
glycosidischen Bindungen der G-Basen in der ungewohnlichen syn-Konformation

vorliegen. Fur weitere Informationen beziglich der Z-DNA sei auf die Literatur

verwiesen.
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B-DNA
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A-DNA

38



