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determined  that  can  be  used  as  starting  point  for  rational 

ligand design.  

 

The  predicted  CREX  in  genotypes  1  and  3,  as well  as  in  the 

alternatively  folded  genotype  4*  contain  a  single  guanosine 

bulge.  In  literature naphthyridine  analogues are described  to 

specifically  recognize  single‐G bulges  in dsRNA  and RNA‐DNA 

duplexes.7  Therefore,  the  2‐amino‐1,8‐naphthyridine 

derivative  was  selected  as  a  starting  point  in  a  ligand 

optimization  strategy  to  target  the  single  G  bulge  in  the 

conserved  junction  region  in  the RNA genome of HEV.  In  this 

work the first NMR study on a naphthyridine analogue binding 

at  a  single  G  bulge  in  an  RNA  duplex  is  described.  High 

resolution NMR structures are available for dsDNA in complex 

with  dimeric  2‐amino‐1,8‐naphthyridine  compounds8  and 

some  of  their  naphthyridine‐azaquinolone  analogues9  that 

have  two heterocycles  interconnected via a  linker.  In both of 

these  structures  ligand  binding  disrupts  a  G‐C Watson‐Crick 

base pair to form a G‐naphthyridine pair where naphthyridine 

displaces the ‘widowed’ C out of the duplex. 

Experimental Part 

Sample preparation 

3‐amino‐N‐(7‐methyl‐1,8‐naphthyridine‐2‐yl)propanamide 

(compound  1)   was prepared  as described  in  literature.10 An 

unlabeled  17‐mer  RNA  was  obtained  from  Eurogentec. 

Samples were  annealed prior  to NMR experiments by briefly 

heating  at  80°C  and  snap  cooling  on  ice  to  promote  hairpin 

formation.  Samples  were  lyophilized  and  dissolved  in  100% 

D2O or  in a 90%/10% mixture H2O/D2O. The pH was adjusted 

to 6.8 by adding small amounts of HCl 0.1M.  

NMR experiments 

Spectra  involving  phosphorus  nuclei  were  obtained  on  a 

Bruker  Avance  500  spectrometer  equipped  with  a  TXI  Z 

gradient  probe.  Other  spectra  were  recorded  on  a  Bruker 

Avance  II  600MHz  spectrometer  equipped with  a  5 mm  TXI 

HCN Z gradient cryoprobe. 

The  water  signal  in  samples  with  90%  H2O  was  suppressed 

using excitation sculpting.11 The 2D NOESY in H2O (mixing time 

= 200 ms; at 5°C) was recorded with a sweep width of 14400 

Hz  in both dimensions, 256  scans, 2048 data points  in  t2 and 

256 FIDs in t1. The data were apodized with a shifted sine‐bell 

square function in both dimensions. 

 

The 2D DQF‐COSY,12 TOCSY13 and NOESY14 spectra in D2O were 

recorded with a sweep width of 5400 Hz  in both dimensions. 

The total TOCSY mixing time was set to 64 ms. All spectra were 

acquired with 32 scans, 2048 data points in (t2) and 512 FIDs in 

(t1).  The  data were  apodized with  a  shifted  sine‐bell  square 

function in both dimensions and processed to a 4K x 1K matrix. 

The NOESY  experiments were  acquired with mixing  times  of 

150 and 300ms. 

 

A  [1H‐31P]‐HETCOR15  spectrum was  acquired with  256  scans, 

2048  data  points  in  the  proton  dimension,  t2  and  512 

increments  in  the  phosphorus  dimension,  t1,  over  sweep 

widths  of  5400  and  2430  Hz,  respectively.  The  data  were 

apodized  with  a  shifted  sine‐bell  square  function  in  both 

dimensions and processed to a 2K x 1K matrix.  

 

Natural  abundance  [1H,13C]‐HSQC16  were  recorded  with 

sensitivity  enhancement  and  gradient  coherence  selection 

optimized  for  selection  of  CH  groups  (1JCH  =  150Hz)  using  64 

scans  and  256/1024  complex  data  points  and  60/9  ppm 

spectral  widths  in  t1  and  t2,  respectively  to measure  1H‐13C 

correlations  in  the  sugar  part  of  the  nucleosides  and  H5‐C5 

correlations  in  pyrimidine  nucleobases.  A  separate  natural 

abundance  [1H,13C]‐HSQC  was  measured  to  determine  the 

remaining 1H‐13C correlations in nucleobases. It was optimized 

for  selection  of  aromatic  CH  groups  (1JCH  =  180Hz)  using  32 

scans  and  128/1024  complex  data  points  and  40/9  ppm 

spectral widths in t1 and t2, respectively. 

 

Natural  abundance  [1H,13C]‐HMBC were measured  in  D2O  to 

correlate H2 and H8 protons to C4 in adenine17 using 128 scans 

and  4096/128  complex  data  points  and  10/60  ppm  spectral 

widths  in t2 and t1, respectively  (
1JCH = 200Hz and 

3JCH = 8Hz). 

This spectrum was also used to determine the chemical shift of 

C2 and C4 in uridine by their correlation to H6. 

NMR derived restraints 

Distance  restraints  between  non‐exchangeable  protons were 

derived  from a NOESY  spectrum 150 ms mixing  times. Based 

on  ISPA,  inter‐proton  distances  were  calculated.  An 

experimental  error  (±20%) was  used  on  the  calculated  inter‐

proton distances. The calibration of NOE cross peak intensities 

was  done  against  the  H5–H6  cross  peaks  as  an  internal 

standard.  The distances  implying exchangeable protons were 

collected from the NOESY spectrum  in 90% H2O and manually 

set to 1.0‐2.0 Å, 1.0‐3.6 Å and 1.0‐5.0 Å for strong medium and 

weak cross‐peaks intensities respectively. 

 

Sugar puckers of the riboses were  inferred from the weak H1' 

to H2'  scalar  couplings.  Residues  that  have H1'  to H2'  scalar 

couplings  varying  from  0  and  2 Hz were  restrained  to  the N 

pucker  conformation  [dihedral  restraints applied: H1'‐C1'‐C2'‐

H2' (99.2 ± 20°), H2'‐C2'‐C3'‐C3' (39.4 ± 20°), H3'‐C3'‐C4'‐H4' (–

162.0 ± 20°)]. In residues that have larger H1' to H2' couplings 

(between 3 and 7 Hz), no restraints were applied on the sugar 

rings of these residues during the structure calculation.  

 

The normal  31P chemical shifts of most residues were used to 

restrain  and  torsion angles (0 ± 120°),18 except for those in 
the internal loop despite the ‘normal’ 31P chemical shifts in this 

part of the molecule. The  and  torsion angles of involving P 
that showed a chemical shift deviating from the typical values 

of A‐form RNA, were not restrained.   The nicely resolved H4'‐

P(n)‐cross  peaks  in  the  2D  1H‐detected  [1H,31P]HETCOR, 

allowed us to restrain the ß and  torsion angles to 180 ± 30° 
and  54  ±  30°,  respectively.18  The  ß  and    torsion  angles  of 
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residues that contain a phosphorus with an altered pattern  in 

the 2D 1H‐detected [1H,31P]HETCOR were not restrained.  

The  torsion angles were restrained (to 230° ± 70°) based on 
steric arguments.19  

 

Hydrogen  bond  restraints  in Watson‐Crick  base  pairs  of  the 

stem with unambiguously assigned imino signals, were applied 

as NOE‐distance restraints as well as hydrogen bonds between 

A4:N6  –  U13:O4  and  A3:N6  –  U15:O4  determined  from  13C 

chemical  shifts  of  C4  in  uracil.  No  planarity  restraints  were 

used in the structure calculations. 

NMR Structure calculation 

All  structure  calculations  were  performed  with  X‐PLOR‐NIH 

V3.851.20  A  set  of  100  structures  was  generated  by  torsion 

angle molecular  dynamics,  starting  from  an  extended  strand 

and  using  NMR  derived  restraints.  After  the  torsion  angle 

molecular dynamics round on the 5’‐GGAAUGGAAACAUGUCC‐

3’  oligo  using  123  dihedral  angle  restraints,  109  interresidue 

and  107  intraresidue  restraints,  48  structures had  converged 

to  very  similar  structures with  similar  total  energies  and  no 

violations  of  the  NOE  and  dihedral  restraints.  Ten  lowest 

energy structures were used for further refinement during the 

‘gentle molecular dynamics’ round in water.21  

 

A  preliminary  structure  of  5’‐GGAAUGGAAACAUGUCC‐3’  in 

complex with  compound  1 was  obtained  following  the  same 

procedure as for the RNA oligomer itself. However, during this 

calculations 117 dihedral angle restraints, 99  interresidue and 

107  intraresidue  distance  were  used  in  the  RNA  oligo 

supplemented with  3  intermolecule  distance  restraints. Only 

the  lowest energy  structure  from  the  torsion angle dynamics 

round  was  further  refined  in  a  ‘gentle molecular  dynamics’ 

round in water. 

The  obtained  structures  were  analyzed  with  the  Curves+ 

program (version 1.31).22 

Molecular modeling 

Molecular  dynamics  simulations with  the AMBER14  software 

were  performed  on  the  average  NMR  structure  in  which 

molecule 1 was docked next to G14 using Autodock4.223   and 

B‐type  dsDNA  containing  a  single G  bulge with  compound  2 

having  Watson‐Crick‐type  base  pairing  as  described  in 

literature.1   The parameters for the RNA structure were taken 

from  the  ff14SB  force  field.24  The  ligands  1  &  2  were 

parametrized using the general Amber force field (gaff). More 

details are given in the supporting information. 

 

Finally,  some  visual  representations  of  the  molecules  were 

obtained with Chimera.25 

Results and Discussion  

Resonance assignment and structure determination 

Standard methods were  applied  to  assign  non‐exchangeable 

protons  starting  from  a  classic  anomeric‐to‐aromatic  proton 

walk.18  From  TOCSY,  DQF‐COSY  and  NOESY  spectra, 

assignment of remaining proton signals in sugar rings could be 

established.  All  H2  signals  in  adenine  nucleobases  were 

unambiguously  assigned  through  their  long  range  correlation 

to C4, the carbon that also has cross peak with purine H8 in a 

[1H,13C]‐HMBC  (Figure  S4).17  Heteronuclear  experiments  on 

natural abundance samples were performed for assignment of 
13C  and  31P  signals. Our  spectra  showed  the  typical  chemical 

shift  signature  and  nuclear Overhauser  interactions  (NOE)  of 

previously  described  GAAA  tetraloops,27  confirming  the 

proposed fold of our oligomer into a hairpin structure. 

 

Three  the Watson‐Crick base pairs of  the stem showed sharp 

imino  signals  (Figure  S2).  Strong  NOE  interaction  to  A12:H2 

was exploited to assign U5:H3. An  imino‐to‐imino of U5:H3 to 

G11:H2 was  used  to  assign  the  latter.  The  remaining  strong 

signal  at  12.4ppm  was  assigned  to  G2:H1  through  its  NOE 

interaction  with  A3:H1’,  C17:H1’  and  C16:H5.  Several 

broadened  imino  signals were  observed.  None  of  them  had 

any  detectable NOE‐interactions  in  our  2D NOESY  spectra  in 

90%  H2O  (mixing  times  100  and  200ms).  One  of  them  was 

assigned  to  the closing G1 – C17 base pair  (12.6ppm). Others 

could belong U15:H3 and U13:H3, though they were not used 

as  a  hydrogen  bond  restraint  between  A:N1  and U:N3  since 

these weak signals lacked observable NOE interactions. 

 

We  used  long  range  correlations  of  C2  and  C4  to  H6  in  a 

[1H,13C]‐HMBC  to  determine  the  chemical  shifts  of  these 

carbonyls  (Figure  S3).26  This  approach  allows  retrieving 

hydrogen  bonding  information  on  uracil  residues  in  D2O, 

without measurable H3  imino  signals or  isotopic enrichment.  

Limited dispersion of chemical shifts in both dimensions could 

lead  to  peak  overlaps,  though  this was  not  the  case  for  the 

studied  oligomer.  In  U13  as  well  as  U15,  chemical  shifts  of 

carbonyl atoms in the nucleobases are comparable to those of 

uridine in the classical A12:U5 base pairs whose chemical shift 

signature  corresponds  to hydrogen bonding at C4 and not at 

C2.  This  information  was  used  implemented  as  A3:N6  – 

U15:O4 and A4:N6 – U13:O4 hydrogen bonds during structure 

calculations.  

Overall geometry 

The  structure  of  the  RNA  hairpin  was  calculated  from  217 

distance  and  123  torsion  angle  restraints  (see Material  and 

Methods). Although only A:N6‐U:O4 hydrogen bond restraints 

were  introduced  on  bases  that  flank  the  G  bulge,  hydrogen 

bond  donors  and  acceptors  in  A3‐U15  are  close  enough  to 

form a Watson‐Crick base pair.  

 

At neutral pH,  this sequence did  form a stable hairpin with a 

shifted  signal  in  the  31P  spectrum  typical  for  the  ‘turning 

phosphate’  in  a  GAAA  tetraloop.  The  stem  of  the  obtained 

structure has  an overall A‐type  structure  that  is disturbed  at 

the  internal  loop  formed  by  G14  (Table  S2). 

Page 3 of 8 Organic & Biomolecular Chemistry

O
rg

an
ic

&
B

io
m

ol
ec

ul
ar

C
he

m
is

tr
y

A
cc

ep
te

d
M

an
us

cr
ip

t



AR

4 | 

Pre

Ou

the

(no

we

exp

is in

 

Seq

the

and

bul

pea

obs

H2

G1

sug

spa

seq

pre

of 

pro

 

Pho

inte

hel

ma

 

To 

we

of 

and

con

exp

inte

coe

coe

Nu

ma

G1

ma

are

 

The

unp

slig

fac

stru

dis

loo

the

acc

are

RTICLE 

J.  Name., 2012

eferred conform

r spectra did 

e molecule exi

o  alternative  s

re  observed)

periments we 

n a stable con

quential NOEs

e G14‐H8 prot

d U15‐H6  are 

lged G14. Mor

aks were obse

served  betw

′(n)→H1′(n+1)
4,  but  not  b

ggest a close s

atial  separatio

quential  NOEs

esent  togethe

A4  shows  int

otons of both G

osphor signals

ernal  loop,  re

lices. The  clus

ajor deviation f

validate the o

re back‐calcu

the  calculate

d  magnetic‐a

ntribution.28  T

perimental  va

ernal  loop 

efficient  of  0.

efficients  of 

chemics calcu

ainly caused b

4  nucleobase

ajor cause  for 

e observed at 5

e  stem  region

paired nucleo

ghtly  into  the 

ce  is  exposed 

uctures G14:H

tance  1.80Å, 

op disturbs the

e sugar phosp

commodation 

e  locally  mov

2, 00, 1‐3 

mation of the s

not show  ind

ists in several 

set(s)  of  reson

).  Within  the

can state tha

formation in s

s between U13

ton and the N

indicative  fo

reover, seque

erved for U13‐

ween  G14‐H

)  NOE  connec

between  G14

stacking of U1

on  of  G14  an

s  between  A3

r with H2′(n)→
ter‐strand  NO

G14 and U15. 

s of residues in

esonate  at  ch

stering of  the

from typical A

obtained struc

lated with  the

d  structures, 

anisotropy  t

The  good  corr

alues  of  resid

is  reflected 

981  (standard

10  structur

ulation, the ob

by ring current

s  while  those

an upfield sh

5.13ppm and 

n  in  calculate

side G14 that

major groove

to  the  solve

HO2’  is hydrog

st.  dev=0.33)

e overall helix

hate backbon

of G14 (Table

ved  away  fro

ingle guanosin

ications that t

stable confor

nances  and  n

e  signal‐to‐n

t at  least 95 %

solution. 

3 sugar proton

OEs between 

r a  stacked  co

ntial aromatic

G14. However

H8  and  U1

ctivity  occurs 

4  and  U15.  T

13 and G14 co

nd  U15.  In  th

3  sugar  proto

→H1′(n+1) NO
OE  interaction

n the stem, inc

hemical  shifts 

se phosphor  s

A‐form backbo

ctures, NMR ch

e program NU

considering  r

terms  while 

relation  betwe

dues  3‐4  and

by  their  av

d  deviation  b

es:  0.005). 

bserved upfield

t effects of  th

e  of  the  A4  n

hift of U5:H5  (

5.03ppm resp

d  structures  a

  is stacked be

e where  its W

ent  (figure  2D

gen bonded to

).  The  presen

x of the stem. 

nes of both st

e S2). Sugar ph

om  each  oth

Please d

Please d

e bulge 

the bulge regi

mations in so

o  exchange  s

oise  ratio  of

% of the bulge

ns (H1′/H2′/H3
G14 sugar pr

onformation o

c‐to‐aromatic 

r no cross‐pea

15‐H6.  Sequ

for  residues 

These  observa

ombined with 

he  opposed  st

ons  and  A4‐H

OEs. The H2 p

n  to  the  H1′

cluding those 

typical  for  A

signals  sugges

ne torsion ang

hemical shifts 

UCHEMICS  for

ring‐current  e

ignoring  c

een  calculated

d  13‐14‐15  in

verage  corre

etween  corre

According  to

d shift of U13

he  flanking A1

nucleobase  ar

(U5:H5 and U

ectively). 

accommodate

elow U13 and 

atson Crick bi

D).  In  all  calcu

o U15:O5’  (av

nce  of  the  int

Small deviatio

rands allow  fo

osphate backb

er  to  provide

do not adjust

do not adjust

ion of 

lution 

signals 

f  the 

e RNA 

3′) and 
rotons 

of  the 

cross‐

ak was 

uential 

U13‐

ations 

some 

trand, 

H8  are 

proton 

sugar 

in the 

A‐form 

sts no 

gles.  

 (CCS) 

r each 

effects 

charge 

d  and 

n  the 

elation 

elation 

o  the 

3:H5 is 

2 and 

re  the 

13:H5 

es  the 

slides 

inding 

ulated 

verage 

ternal 

ons  in 

or  the 

bones 

e  the 

requ

width

The l

16.4Å

10.6Å

majo

  

Figure 

ORF1 a

that w

base‐p

(access

the low

and be

purple 

G14:2’‐

Comp

The 

struc

Crick

conta

base 

struc

flank

RNA 

T

t margins 

t margins 

ired space for

h measured  f

ongest averag

Å  (st. dev: 0.3

Å. Unfortunat

or groove dista

2: A: The conserve

and ORF2 in the HE

as studied by NMR

air to increase the 

sion number 2M4W

west energy structu

elow G14  (green)  r

dashed  lines  (A4:2

‐U15:6) 

parison with ot

Protein  Data

ctures with sin

k  or  GU  wob

aining  G  bulg

is  usually  fli

cture it is stack

ked by AU and

hairpin.  The

This journal is ©

 the unpaired

rom  the  Pi  to

ge distance is A

3), correspond

ely,  our  stem

ance (Pi to Pj+6

d first stem‐loop in

V genome. B: Predi

R differs from the n

stability in solution

W at the PDB datab

re, flanked by A4:U

espectively. Key  int

2‐G14:1’, U13:2’‐G1

ther structures 

a  Bank29  wa

ngle guanine b

ble  base  pair

es  in  DNA  an

pped  out  of 

ked into the he

d CG base pai

e  difference 

 The Royal Socie

d nucleoside. T

o  Pj+3  distanc

A4:P – C17:P w

ding  to a mino

m  is  too  short 

6). 

n of the noncoding j

icted secondary str

native one  (A)  in th

n. C: overlay of the 

base)  . D:  ‘close up

U13 and A3:U15 ba

ter‐residue NOE co

14:1’, U13:2’/3’/6‐G

as  searched 

bulges flanked

rs.  In  X‐ray  c

nd  RNA  duple

the  helix,  w

elix comparab

irs  in  the NM

between  N

Journal Na

ety of Chemistry 

The minor gro

ce  is  increase

which amount

or groove with

to  determine

junction region betw

ructure of the stem

he  loop part and cl

10 calculated struc

p’ on top of the bul

se pairs depicted o

ontacts are  indicate

G14:8, U13:6‐G14:8

for  nucleic  a

d by two Wats

crystal  structu

exes,  the  guan

hile  in  our  N

ble to the sing

R  structure of

MR  and  cry

ame 

20xx 

oove 

ed.19 

ts to 

h of 

e  its 

ween 

m‐loop 

osing 

ctures 

lge  in 

n top 

ed by 

8 and 

acid 

son‐

ures 

nine 

NMR 

le G 

f an 

ystal 

Page 4 of 8Organic & Biomolecular Chemistry

O
rg

an
ic

&
B

io
m

ol
ec

ul
ar

C
he

m
is

tr
y

A
cc

ep
te

d
M

an
us

cr
ip

t



Jou

This

stru

sol

sta

unp

wh

mo

a st

  

Has

stru

dyn

diff

sta

pre

det

acc

the

A‐t

mo

the

pro

of 

con

 

An 

the

sin

wh

pro

at 

inte

obs

res

Cri

loo

nuc

wid

rela

res

bas

as 

rat

Spi

nuc

inte

una

our

urnal Name 

s journal is © Th

uctures can b

id‐state  cond

bilized by inte

paired nucleos

hich is unfavor

ore examples e

tacked confor

stings  et  al.3

uctures  from

namics.  They

ferent  classes

cked  conform

edominantly 

termined  in o

cording  to  Ha

e overall backb

type  helices. 

olecular dynam

e  ‘first class’  in

otein databan

them  switc

nformation aft

extensive NM

e U6 RNA  inte

gle‐base  bulg

hile it is flipped

otonation of th

pH=6.8  resem

ernal  stem 

servation  of 

sonance relativ

ck base pairs 

op  residue  al

cleotides  in W

dths  indicate 

axation comp

sidues  in  the  s

se does not  te

described  for

her adopts a s

n  relaxation 

clear  Overhau

erconversion 

ambiguously, 

r unlabeled RN

e Royal Society o

e attributed t

ditions.  Loope

er‐molecular c

side into a dup

ed for crystall

exist on NMR 

mation (e.g. 2

30    analyzed 

m  the  Protein

y  classified  R

s.    Bulges  in

mation,  while

or  exclusiv

our  structure  c

stings’  classif

bone remains 

  Single‐G  b

mics study of 

n  their  initial 

k. During mol

hed  from  a 

ter approxima

MR study was p

ernal  stem  loo

ge  is  stacked 

d out into the

he preceding A

mbles  the  conf

loop  at  neu

significant  lin

ve to H1’ reso

(11.6Hz versu

l  have  comp

Watson‐Crick  b

that  signals 

ared  to  those

stem and  sup

end  to under

r  U80  in  the 

stable conform

experiments 

user  effect  w

between

though  it  is n

NA sample. 

of Chemistry 20x

o the differen

ed‐out  guano

ontacts in crys

plex region ind

lization. In the

structures wit

2JXS 35).  

examples  of 

n  Data  Bank

RNA  single 

  their  ‘first 

  in  other  cla

vely  looped‐

can be  consid

ication.  As  ty

relatively clos

bulges  that  w

Hastings et al

X‐ray structur

ecular dynam

‘looped‐out

ately 1ns (Figu

performed on 

op where  the 

within  the  h

e major groove

A79.31 The stru

formation obs

tral  pH.  In 

ne  broadening

nances in nuc

us 6.5Hz at pH

arable  line  w

base  pairs  (fig

in  our  G  bulg

e  from Watson

pport  the  idea

go a  conform

U6  RNA  inter

mation in the s

combined  w

would  monito

n  conform

not  feasible  to

xx 

Please d

Please d

nces in solutio

sines  are  typ

stals. Stacking

duces helix be

e protein data 

th single‐A bul

single‐base 

k  using  mole

bulges  into 

class’  appear

asses  the  bu

‐out.  The 

dered as  ‘first 

pical  for  this 

se to that in re

were  used  in

. did not belo

re deposited a

mics simulation

’  to  the  st

re 3).  

the base flipp

unpaired U80

helix  at  neutr

e at lower pH 

ucture we obt

served  for  the

contrast  to 

g  of  the  U80

leotides in Wa

H=7),  signals  i

widths  to  tho

gure  4).  Thes

ge  have  simil

n‐Crick base p

a  that  the  sing

ational equili

rnal  stem  loo

selected condi

with  heteronu

or  an  (absenc

mational  s

o perform  the

do not adjust

do not adjust

on and 

pically 

g of an 

ending 

bank, 

ges in 

bulge 

ecular 

three 

r  in  a 

lge  is 

bulge 

class’ 

class, 

egular 

n  the 

ong to 

at  the 

n, two 

acked 

ping in 

0  in a 

ral  pH 

 upon 

tained 

e RNA 

their 

0  H1’ 

atson‐

in our 

ose  in 

e  line 

lar  T2 

paired 

gle G‐

brium 

op  but 

itions. 

uclear 

ce  of) 

states 

em on 

Figure 

flanked

interna

base p

lower p

NMR 

A  na

speci

acids

of  th

by 1D

broad

stron

1/1. 

0.1M

unfav

(hydr

imino

furth

As  ex

upon

wher

G14. 

the 

resid

as ch

and n

signa

in th

U5 th

signa

broad

U15 

an  H

chan

In  th

signif

phos

ppm 

S4). S

the  b

ligan

Due t

of  it

Weak

t margins 

t margins 

3: comparison of th

d by two A:U base 

al stem  loop where

pairs  (yellow) at ne

pH upon protonatio

study on the b

phthyridine  a

ifically  bind  u

s1,  7 was  synth

he  studied RN

D and 2D  spe

den  upon  ad

ngly broadene

Decreasing  p

M  increased 

vorable  to  st

rolysis of pho

o  signals  in N

er studies. 

xpected,  signa

n  adding  comp

re observed o

Surprisingly, 

naphthyridine

ues A3, A4 an

hemical shift c

nucleobases d

als in residue U

e sugar part o

hat undergoes

als while signa

dening of  sign

hampered the

HMBC  spectru

ges in the hyd

he  [31P,  1H]‐c

ficant  change 

phodiester  lin

and 0.33 ppm

Suggesting tha

backbone  of  t

d binding.  

to strong broa

s  methyl  and

k NOE interac

he determined solu

pairs (yellow) (A.) a

 the unpaired U80 

utral pH  (B.) while 

on of the preceding 

binding of a nap

analogue  (Figu

unpaired  guan

hesized accord

A hairpin with

ctra  (Figure 4

dding  the  lig

d, even at  liga

H  to  4.9  by 

broadening  a

udy  RNA  in 

sphodiester  li

MR  spectra,  a

als  of  the  loo

pound  1  up  t

n signals of n

signals of G14

e  analogue.  M

nd U15 that un

hanges for th

during  the titr

U13 keep thei

of this residue

s some chemic

als of  its sugar

nals  in  the nu

e detection of 

um  that  could

rogen bondin

correlation,  th

upon  binding

nkage betwee

m in 1H and 31P 

at no major str

the U13‐G14‐

adening of sign

d  propanamid

tions are obse

J. Name

ution structure with

and the structures 

0 (green)  is stacked 

  it  is  flipped out  in

A79 (C.) 

phthyridine an

ure  5B)  that 

nosine  nucleo

ding  to  literat

h  compound 

4). Several RN

gand.  Also  lig

and/RNA ratio

adding  small 

at  15°C.  Sin

solution  for 

inkages)  and 

a  pH  of  6.8 w

op  region wer

to  a  ratio  of  1

nucleosides  fla

4 hardly chan

Most  affected

ndergo line br

eir 1H and 13C

ration experim

r chemical shi

e. The opposit

cal shift chang

r part are har

ucleobases of 

f long range H

d  yield  some

g of these res

he  only  H3’‐

g  compound 

n A3 and A4 

P dimension re

ructural chang

‐U15  segment

nals in compo

de  groups  co

erved from its

 ARTI

., 2013, 00, 1‐3

 a single bulge G (g

determined for U6

between a G:C an

nto  the major groo

alogue  

was  designed

obases  in  nuc

ure. The  titrat

1 was monito

A  signals  star

gand  signals 

o’s that excee

amounts  of 

nce  basic  pH

stability  reas

disappearance

was  preferred

re  not  influen

1:1, while  effe

anking  the bul

ged upon add

d  are  signals

roadening as w

C signals in sug

ment. While ur

ift, changes oc

te  is observed

ges of nucleob

dly affected. L

A3, A4, U13 

‐C correlation

e  information 

idues.  

‐P  signal  wit

1  belongs  to 

(changes of 0

espectively, Fig

ges are induce

t  of  hairpin  u

und 1, only th

uld  be  assign

s methyl group

ICLE 

3 | 5 

 

reen) 

6 RNA 

d A:C 

ove at 

d  to 

cleic 

tion 

ored 

rt  to 

are 

ded 

HCl 

H  is 

sons 

e of 

  for 

nced 

ects 

lged 

ding 

s  in 

well 

gars 

racil 

ccur 

  for 

base 

Line 

and 

ns in 

on 

h  a 

the 

0.09 

gure 

ed in 

pon 

hose 

ned. 

p to 

Page 5 of 8 Organic & Biomolecular Chemistry

O
rg

an
ic

&
B

io
m

ol
ec

ul
ar

C
he

m
is

tr
y

A
cc

ep
te

d
M

an
us

cr
ip

t



AR

6 | 

U1

Sim

G1

res

bet

pos

seq

dup

liga

mo

 

The

con

inte

bro

the

exc

bet

cou

phe

bis

we

inte

pre

pro

slo

Figu

mixt

coul

natu

amo

are 

are 

The

res

che

ave

(~4

inc

poi

Low

bro

site

obs

 

RTICLE 

J.  Name., 2012

5:1’,  A4:1’ 

multaneously, 

5 disappeared

sults  indicate 

tween  A4  an

sitioned  in  the

quence depen

plex  already 

and to the bas

olecular basis f

e  observed  b

nformational o

ermediate  o

oadening does

e  observed  lin

change  betwe

tween differen

uld  also  cont

enomenon  is

naphthalimide

re  found  to

ercalated  sta

esence  of  ex

oton  resonanc

w on the chem

ure  4:  (left)  1D  pro

tures of both in a 1

ld be assigned are 

ural abundance [1H

ount of compound 

labeled with RNA r

indicated by arrows

ey  report  se

sonances as th

emical shift tim

erage chemica

40°C).  Also  in

reasing  temp

int  of  our  R

wering  tempe

oadening  of  n

e,  however  ev

servable.  

2, 00, 1‐3 

and  A3:2  p

sequential NO

d, as well as t

that  the  nap

nd  the  A3‐U

e minor groov

dency for the 

suggested  th

se pair at the 3

for its strong b

broadening  o

or chemical ex

n  the  chem

s not improve 

ne  broadenin

een  bound  an

nt binding mo

tribute  to  th

s  reported  fo

es  that  interc

o  undergo  1

ate.  Authors 

xchange  cross

ces of both  st

mical shift scal

oton  spectra  in  D2

:2, 1:1 and 5:1 ratio

labeled according 

,13C]‐HSQC measur

1 to the 17mer RNA

residue numbers. C

s (bold labels). Dep

elective  broa

he exchange ra

me scale when

al shifts were o

n  our  sampl

perature  to  25

NA  hairpin  d

erature  in  our

naphthalimide 

ven  at  5°C  no

protons  in  t

OE interaction

hose between

hthyridine  an

15  base  pair

ve of  the  stem

binding of com

hat  stacking 

3’‐side of the g

binding.10 

of  signals  can

xchange proce

mical  shift  t

in conditions 

g  cannot  be 

nd  unbound  s

odes of compo

he  observed 

or  the  bindin

calate DNA.32

180°  rotating

observed 

speaks  betwe

tates when  th

le at low temp

2O  of  compound  1

o (c, d and e resp). S

to numbering  in  fig

red before and afte

A (black and red co

Chemical shift chang

icted spectra were 

dening  of  n

ate becomes i

n temperature

observed at h

e,  broadenin

5°C.  Unfortun

did  not  allow

r  sample  to  5

and RNA  sig

o  separate  se

Please d

Please d

the  RNA  ha

s between G1

n A3 and A4. T

alogue  interc

r,  with  its  m

m. The  resear

mpound 1 to a

interaction  o

guanine bulge 

n  be  caused 

ess at a rate t

time  scale. 

with ligand ex

fully  attribut

state.    Interch

ound 1 at the 

effects.  A  s

ng  of  antitu

  Their  planar 

g  motions  i

ring  rotation

een  naphthal

he exchange  r

perature (~2°C

1  (a),  17mer  RNA 

Signals of compoun

gure 5.  (right) Sect

er adding an equim

ontour levels resp.)

ges upon adding th

recorded at 15°C. 

naphthalimide

ntermediate o

e is increased 

igher tempera

ng  improved 

nately,  the  m

w  studies  at 

5°C  increased

nals  at  the  bi

ets  of  signals 

do not adjust

do not adjust

airpin. 

14 and 

These 

alates 

methyl 

rch on 

a DNA 

of  the 

is the 

by  a 

that  is 

Since 

xcess, 

ted  to 

hange 

bulge 

similar 

moral 

r  rings 

n  an 

ns  by 

limide 

rate  is 

C). 

 

(b)  and 

nd B that 

tion of a 

molecular 

. Signals 

he ligand 

e  ring 

on the 

while 

atures 

upon 

melting 

40°C. 

d  line‐

inding 

were 

The N

studi

differ

and 

duple

GC  b

inclu

betw

hydro

flank

struc

d(CTA

napth

and 

right‐

nucle

the D

two d

Mole

Due t

high 

G‐bu

deter

comp

lowe

The o

N2 o

prop

naph

 

The 

A3  a

the f

(table

obse

The 

signif

NMR

repo

a nap

CD sp

and a

 

T

t margins 

t margins 

NMR behavior

ed  G‐bulge  i

rent from repo

napthyridine

ex with respec

base  pairs.9  F

ding  imino 

ween mismatch

ogen  bonding

king  the  A‐A 

cture  that  wa

AACAGAATG)‐

hyridine‐azaqu

8‐azaquinolon

‐handed  DNA

eotides are loo

DNA with a G‐G

dimeric napht

ecular Modeling

to strong line 

resolution str

lge  in  the  st

rmined  from 

plex,  the  ligan

st energy stru

optimal docke

f G14 to comp

osed  pairing  a

hthyridine‐gua

backbone  ang

nd A4  signific

ree RNA and t

e  1).  These 

rved change i

overall  stru

ficantly differe

R.  This  result 

rted by Tok et

phthyridine an

pectra is indic

after adding th

This journal is ©

r for the intera

n  the  RNA  d

orted data on 

‐azaquinolone

ctively a G‐G8

For  the  latter

protons  invo

hed A residue

g  between  n

mismatch.  I

as  determined

‐3’/5’‐d(CATTC

uinolone  ligan

ne–adenine  p

A  helix  whi

oped out. A si

G mismatch fla

hyridine ligand

g 

broadening of

ructure of nap

tem  region  o

NMR  restrain

nd was docked

cture of the R

ed structure h

pound B (Figu

as  shown  in  f

nine pairs of D

gles  at  the ph

cantly differ b

the docking m

local  changes

n chemical sh

cture  of  the

ent from the h

is  in  agreem

t al7 for G‐bulg

nalogue. The 

ative for simil

he ligand.  

 The Royal Socie

action of com

duplex  region 

a dimeric nap

e  analogue 
8 and A‐A mis

r  sharp  signa

olved  in  hy

s and azaquin

napthyridines 

In  the  high 

d  on  the  11

CAGTTAG)‐3’ 

nds, the napht

pairs  are  wel

ile  two  ‘wi

imilar structur

anked by GC b

ds.8 

f signals in the

phthyridine an

of  the  RNA  h

nts.  To  obtain

d  into  the  int

RNA hairpin de

as hydrogen b

ure 5A) instead

figure  5B  and

DNA duplex de

hosphodiester 

between  the N

model obtained

s  are  in  agre

ift of the invo

e  modeled 

hairpin structu

ment  with  sim

ges in absence

lack of obvio

ar secondary 

Journal Na

ety of Chemistry 

pound 1 with 

are  significa

phthyridine lig

binding  a  D

match  flanked

als  are  obser

ydrogen  bond

nolones as we

and  G  resid

resolution  N

‐mer  duplex, 

binding 

thyridine‐guan

l  stacked  in 

dowed’  cytid

re is proposed

base pairs bind

e internal loop

nalogue bindin

hairpin  could 

n  a model  of 

ernal  loop of 

etermined abo

bonding from 

d of the origin

  observed  in 

escribed above

linkage betw

NMR  structure

d for the comp

eement  with 

olved phospho

complex  is 

re determined

milar  CD  spe

e and presenc

us  shifts  in  th

structures bef

ame 

20xx 

the 

ntly 

gand 

DNA 

d by 

rved 

ding 

ll as 

dues 

NMR 

5’‐

2 

nine 

the 

dine 

d for 

ding 

, no 

ng a 

be 

the 

the 

ove. 

the 

nally 

the 

e.  

ween 

e of 

plex 

the 

orus. 

not 

d by 

ctra 

e of 

hose 

fore 

Page 6 of 8Organic & Biomolecular Chemistry

O
rg

an
ic

&
B

io
m

ol
ec

ul
ar

C
he

m
is

tr
y

A
cc

ep
te

d
M

an
us

cr
ip

t



Jou

This

Figu

yl)pr

repr

the 

of  c

stru

napt

prop

of  c

Wat

in  lit

yello

An 

lea

310

figu

for

am

5A)

full

hyd

wit

une

com

inc

the

 

Na

‘ba

(co

Wa

bul

urnal Name 

s journal is © Th

ure  5:  A.  top:  Chem

ropanamide  (comp

resentation of hydr

proposed model; b

compound  1  (purp

cture of RNA hairp

thyridine‐2‐yl)butan

posed in literature; 

ompound 2  (purpl

tson‐Crick type hydr

terature  .The single

ow respectively.  

MD simulatio

st 20 ns. After

00 structures 

ure 5A was pr

  G14:N2  to  t

mide CO and G

), correspondi

l  simulation 

drogen bondin

th  the  amino

expected. How

mpound  1  u

rease in Tm.1 

e free amino g

katani  et  al,
1 

ase  pair’  of 

ompound  2, 

atson‐Crick ba

lge. To check t

e Royal Society o

mical  structure  of 

pound 1,  in bold)  u

rogen bonding betw

bottom: End structu

ple)  docked  into  th

pin. B.  top: Chemic

namide  (compound

bottom: End struct

e) bound  to  a  sing

rogen bonding betw

e G bulge and  flan

on on  the obt

r clustering, th

out of 6000.   

resent  for 48,

the  ring  N  (at

14:N2 to the 

ing to the  larg

time.  The 

ng interactions

o  group  of  a

wever,  it does

pon  binding 

 since compar

group in a bulg

proposed  a 

G  with  a  s

figure  5B)  s

se pairs in an 

the stability of

of Chemistry 20x

the  3‐amino‐N‐(7‐

used  for NMR bind

ween G14 and com

ure after 10ns mole

he  internal  loop  of

cal  structure of  the

d 2,  in bold) with 

ture after 10ns mol

gle G bulge  in  a D

ween the ligand and

king G‐C base pairs

tained comple

he largest clus

The hydrogen

, 33, 25% of  t

t  the  left  in  F

second ring N

gest cluster, s

proposed  bi

s of the interc

a  bulged  G  i

s explain  the 

to  a  C‐bulge

rable interacti

ged C.   

model with  a

similar  napht

stacked  betw

B‐type DNA d

f such a mode

xx 

Please d

Please d

methyl‐1,8‐napthyr

ding  studies  and  sc

mpound 1 that  is pr

ecular dynamics sim

f  the  lowest  energ

e 3‐amino‐N‐(7‐met

hydrogen bonding 

ecular dynamics sim

NA duplex  starting

d the bulged G as p

s are colored  in gre

ex was stable 

ster of 10 cont

n bonding dep

the simulation

Fig  5A),  G14:N

N (at the right 

pread out ove

nding  mode 

alated compo

n  the  mode

stabilizing effe

e  observed  a

ons are feasib

a  hydrogen  bo

thyridine  ana

ween  the  fla

duplex with sin

l, an MD simu

do not adjust

do not adjust

 

ridine‐2‐

chematic 

resent  in 

mulation 

gy  NMR 

thyl‐1,8‐

to G  as 

mulation 

g  from  a 

roposed 

een and 

for at 

tained 

picted 

n  time 

N2  to 

in Fig 

er the 

with 

ound 1 

l  was 

ect of 

as  an 

ble for 

onded 

alogue 

anking 

ngle G 

ulation 

of a d

Crick

this 

inter

‘bulg

the W

of G1

dyna

in  th

‘singl

prob

a G o

in Tm

G‐bu

Con

It  is 

bindi

the 

napth

Wats

guan

with 

obse

addin

base 

attrib

inter

regio

 

Mole

boun

mode

betw

more

prop

stabi

Ackn

Auth

made

the 

gove

resea

(GOA

refine

RNA 

numb

Not

 
1.

t margins 

t margins 

dsDNA helical 

k type base‐pa

simulation,  co

nal  loop  flan

ged’ G14 starte

WC base pairin

14 in the majo

mics simulatio

he  internal  loo

le’  guanine 

lem is not exp

opposed to an

m observed by

lge (1.2‐5.0°C)

clusion 

common  kno

ing  of  interca

targeted  nu

hyridine  ligan

son‐Crick  typ

osine,  no  evi

the  bulged 

rved by NMR.

ng  compound

pairs  that 

buted  to  m

calated  in  th

on of the RNA 

ecular docking

nd  to  the  G‐b

el  an  unexp

ween compoun

e  stable  in  an

osed  in  litera

lizing effect of

nowledgem

ors  thank  C. 

e use of  the B

facility  was 

rnment  (‘im

arch  was  sup

A/10/13).   HP 

ed coordinate

hairpin  are  d

ber: 2M4W) 

es and refe

K. Nakatan
122, 2172‐

structure wit

iring with a bu

ompound  2  r

ked  by  two  G

ed turning out

ng with compo

or groove of th

ons indicates t

op  to  accomm

base  in  a  st

pected if the na

abasic site, ex

Gao et al33 (8

).1 

owledge  that

lators  and  pro

ucleic  acids.3

nd  (1)  was 

pe  hydrogen 

dence  for  su

G14  in  the 

 Based on che

1,  its  bindin

flank  G14.  O

motions  of  t

e  cavity  of  t

hairpin.  

was used to o

bulge  in  the  s

pected  hydro

nd 1 and G14, 

n MD  simulat

ture. Our mo

f compound 1 

ments 

Biernaux  for 

BioMacs  facilit

purchased  w

puls  project’

pported  by  a

Mattelaer  is  f

es of the ten lo

deposited  in 

rences 

ni, S. Sando and
‐2177. 

J. Name

h compound 

ulged G was p

remained  in  t

G‐C  base  pai

t of the helix 

ound 2 imposs

he DNA stem 

that there is n

modate  ligan

table  structu

aphthyridine a

xplaining the 

8.6°C) compare

t  single  base 

omote  alloste
34  While  th

originally  de

bonds  wit

ch  hydrogen 

studied  RNA

emical shift pe

g  site  is  locat

Observed  lin

the  naphthy

the  internal  lo

obtain a mode

studied  RNA  s

ogen  bonding

though the p

tion  than  the 

odel  is  also  in

 upon binding

the  editorial 

ty at KU Leuv

with  funds  fr

t’)  and  FWO

a  GOA  grant

funded by FW

owest energy 

the  PDB  dat

d I. Saito, J. Am

 ARTI

., 2013, 00, 1‐3

2 having Wats

erformed. Du

the  cavity  of 

rs.  However, 

after 3ns, mak

sible. Flipping

during molec

not enough sp

d  as  well  as 

ure.  This  ster

analogue bind

stronger incre

ed to binding t

bulges  enha

eric  transition

he  2‐amino‐

esigned  to  fo

th  an  unpa

bonding  patt

A  stem  could 

erturbations u

ted  between 

e  broadening

yridine  analo

oop  in  the  st

el of compoun

sequence.  In 

g  pattern  ex

roposed mod

model  origin

  agreement w

g to a C‐bulge. 

help.  This  st

en. Equipmen

om  the  Flem

O‐Flanders.  T

t  of  KU  Leu

WO‐Flanders.  

structures of 

tabase  (access

. Chem. Soc., 20

ICLE 

3 | 7 

son‐

ring 

the 

the 

king 

out 

ular 

pace 

the 

rical 

ds to 

ease 

to a 

ance 

s  in 

1,8‐

orm 

ired 

tern 

be 

pon 

the 

g  is 

ogue 

tem 

nd 1 

this 

xists 

el is 

nally 

with 

 

tudy 

nt  in 

mish 

This 

uven 

The 

the 

sion 

000, 

Page 7 of 8 Organic & Biomolecular Chemistry

O
rg

an
ic

&
B

io
m

ol
ec

ul
ar

C
he

m
is

tr
y

A
cc

ep
te

d
M

an
us

cr
ip

t



ARTICLE  Journal Name 

8 | J.  Name., 2012, 00, 1‐3  This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx 

Please do not adjust margins 

Please do not adjust margins 

2.  S. K. Panda, D. Thakral and S. Rehman, Rev. Med. Virol., 
2007, 17, 151‐180. 

3.  V.  Chandra,  S.  Taneja,  M.  Kalia  and  S.  Jameel,  J. 
Bioscience, 2008, 33, 451‐464. 

4.  Y. W. Huang, T. Opriessnig, P. G. Halbur and X. J. Meng, J. 
Virol, 2007, 81, 3018‐3026. 

5.  M. K. Parvez, Gene, 2015, 559, 149‐154. 
6.  M. Yang, Curr. Drug Targets: Infect. Disord., 2005, 5, 433‐

444. 
7.  J.  B.  Tok,  L. Bi  and M.  Saenz,  Bioorg. Med.  Chem.  Lett., 

2005, 15, 827‐831. 
8.  M.  Nomura,  S.  Hagihara,  Y.  Goto,  K.  Nakatani  and  C. 

Kojima,  Nucleic  Acids  Symp.  Ser.,  2005,  DOI: 
10.1093/nass/49.1.213, 213‐214. 

9.  K. Nakatani, S. Hagihara, Y. Goto, A. Kobori, M. Hagihara, 
G.  Hayashi,  M.  Kyo,  M.  Nomura,  M.  Mishima  and  C. 
Kojima, Nat. Chem. Biol., 2005, 1, 39‐43. 

10.  K. Nakatani, S. Horie, T. Murase, S. Hagihara and  I. Saito, 
Bioorg. Med. Chem., 2003, 11, 2347‐2353. 

11.  P. Plateau and M. Gueron,  J. Am. Chem. Soc., 1982, 104, 
7310‐7311. 

12.  M. Rance, O. W. Sørensen, G. Bodenhausen, G. Wagner, 
R.  R.  Ernst  and  K.  Wüthrich,  Biochem.  Biophys.  Res. 
Commun., 1983, 117, 479‐485. 

13.  A. Bax  and D. G. Davis,  J. Magn. Reson.,  1985,  65,  355‐
360. 

14.  J.  Jeener,  B.  H. Meier,  P.  Bachmann  and  R.  R.  Ernst,  J. 
Chem. Phys., 1979, 71, 4546‐4553. 

15.  V. Sklenar, H. Miyashiro, G. Zon, H. T. Miles and A. Bax, 
FEBS Lett., 1986, 208, 94‐98. 

16.  J. Schleucher, M. Schwendinger, M. Sattler, P. Schmidt, O. 
Schedletzky,  S.  J.  Glaser,  O.  W.  Sorensen  and  C. 
Griesinger, J. Biomol. NMR, 1994, 4, 301‐306. 

17.  M.  J. P. Van Dongen,  S.  S. Wijmenga, R. Eritja,  F. Azorin 
and C. W. Hilbers, J. Biomol. NMR, 1996, 8, 207‐212. 

18.  S. S. Wijmenga and B. N. M. van Buuren, Prog. Nucl. Mag. 
Res. Sp., 1998, 32, 287‐387. 

19.  W. Saenger, Principles of nucleic acid structure, Springer‐
Verlag, New York, 1984. 

20.  C.  D.  Schwieters,  J.  J.  Kuszewski,  N.  Tjandra  and  G. M. 
Clore, J. Magn. Reson., 2003, 160, 65‐73. 

21.  J. P. Linge, M. A. Williams, C. A. E. M. Spronk, A. M.  J.  J. 
Bonvin and M. Nilges, Proteins, 2003, 50, 496‐506. 

22.  R.  Lavery, M. Moakher,  J. H. Maddocks, D.  Petkeviciute 
and  K.  Zakrzewska,  Nucleic  Acids  Res.,  2009,  37,  5917‐
5929. 

23.  G. M. Morris, R. Huey, W. Lindstrom, M. F. Sanner, R. K. 
Belew, D. S. Goodsell and A.  J. Olson,  J. Comput. Chem., 
2009, 30, 2785‐2791. 

24.  D.  A.  Case,  J.  T.  Berryman  ,  R. M.  Betz, D.  S.  Cerutti,  I. 
Cheatham,  T.E.,  T. A. Darden, R.  E. Duke,  T.  J. Giese, H. 
Gohlke, A. W. Goetz, N. Homeyer, S. Izadi, P. Janowski, J. 
Kaus, A. Kovalenko, T. S. Lee, S. LeGrand, P. Li, T. Luchko, 
R. Luo, B. Madej, K. M. Merz, G. Monard, P. Needham, H. 
Nguyen, H. T. Nguyen, I. Omelyan, A. Onufriev, D. R. Roe, 
A.  Roitberg,  R.  Salomon‐Ferrer,  C.  L.  Simmerling,  W. 
Smith, J. Swails, R. C. Walker, J. Wang, R. M. Wolf, X. Wu, 
D.  M.  York  and  P.  A.  Kollman,  Amber  2014,  2014, 
University of California, San Francisco. . 

25.  E. F. Pettersen, T. D. Goddard, C. C. Huang, G. S. Couch, D. 
M.  Greenblatt,  E.  C. Meng  and  T.  E.  Ferrin,  J.  Comput. 
Chem., 2004, 25, 1605‐1612. 

26.  E. Lescrinier, N. Dyubankova, K. Nauwelaerts, R. Jones and 
P. Herdewijn, ChemBioChem, 2010, 11, 1404‐1412. 

27.  F. M.  Jucker,  H.  A.  Heus,  P.  F.  Yip,  E.  H. Moors  and  A. 
Pardi, J. Mol. Biol., 1996, 264, 968‐980. 

28.  J. A. M. T. C. Cromsigt, C. W. Hilbers and S. S. Wijmenga, J. 
Biomol. NMR, 2001, 21, 11‐29. 

29.  H. M.  Berman,  J. Westbrook,  Z.  Feng, G. Gilliland,  T. N. 
Bhat, H. Weissig, I. N. Shindyalov and P. E. Bourne, Nucleic 
Acids Res., 2000, 28, 235‐242. 

30.  W.  A. Hastings,  Y. G.  Yingling, G.  S.  Chirikjian  and  B.  A. 
Shapiro, J. Comput. Theor. Nanos., 2006, 3, 63‐77. 

31.  N.  J.  Reiter,  H.  Blad,  F.  Abildgaard  and  S.  E.  Butcher, 
Biochemistry, 2004, 43, 13739‐13747. 

32.  J. Gallego, Nucleic Acids Res., 2004, 32, 3607‐3614. 
33.  Q.  Gao,  H.  Satake, Q.  Dai,  K. Ono,  S.  Nishizawa  and  N. 

Teramae,  Nucleic  Acids  Symp  Ser  (Oxf),  2005,  DOI: 
10.1093/nass/49.1.219, 219‐220. 

34.  S. A. White and D. E. Draper, Nucleic Acids Res., 1987, 15, 
4049‐4064. 

35.  L. Popenda, R. W. Adamiak and Z. Gdaniec, Biochemistry., 
2008, 47, 5059‐5067. 

 

Page 8 of 8Organic & Biomolecular Chemistry

O
rg

an
ic

&
B

io
m

ol
ec

ul
ar

C
he

m
is

tr
y

A
cc

ep
te

d
M

an
us

cr
ip

t


