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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 

Page 2 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



Journal Name   ARTICLE 

This journal is © The Royal Society of Chemistry 20xx  J. Name., 2013, 00, 1‐3 | 3 

Please do not adjust margins 

Please do not adjust margins 

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). 
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