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Fiir die biologische Funktion von Oligonukleotiden spielt
nicht nur die Primir-, sondern auch die Sekundér- und Ter-
tidrstruktur eine tragende Rolle, besonders im Hinblick auf
Proteinwechselwirkungen. DNA vermag neben der Doppel-
helix eine Anzahl weiterer Sekundarstrukturen wie Triplexe,
das vierstriangige i-Motiv sowie G-Quadruplexe zu bilden.!
Letztere setzen sich durch Selbstorganisation von guaninrei-
chen Oligonukleotiden iiber Hoogsteen-Basenpaarung zu-
sammen, wobei sich durch zentrale Kationen stabilisierte
Guanin-Tetraden bilden. G-Quadruplexe erfahren zuneh-
mende Aufmerksamkeit,?? da Studien zeigen, dass ihre In-
vivo-Bildung sowohl die Verldngerung der Telomere verhin-
dert (was die Lebensdauer von Krebszellen verkiirzt), als
auch in der Genexpression von Onkogenen eine Rolle
spielt.!

Obwohl die G-Quartette nur eine geringe strukturelle
Vielfalt aufweisen (syn/anti-Konformation der Guanosine),
wird durch die relative Strangorientierung (parallel/antipar-
allel) sowie Variationen in der Topologie und Sequenz von
einzelstrangigen Verbindungsschleifen Komplexitdt hervor-
gerufen.”) Biomimetische G-Quadruplexe mit einer erhchten
und schaltbaren Stabilitdt sowie diagnostisch verwertbaren
Eigenschaften wie Fluoreszenz!®! oder Magnetismus konnten
niitzlich fiir Markierungs- und Abfangstudien von DNA-
spezifischen Bindungspartnern aus einer biologischen Matrix
sein.”! Es ist daher von groBem Interesse, diskrete G-Qua-
druplex-Konstrukte zu entwickeln, die eine Kontrolle der
Thermodynamik und Kinetik der De- und Renaturierung,
eine Wahl der Schleifensequenz und Topologie, sowie die
Einfiihrung nichtbiogener Funktionalitdten iiber eine auto-
matisierte DNA-Synthese ermoglichen.”®! Zusitzlich koénnte
die selektive Bildung von solch funktionalisierten G-Qua-
druplex-Strukturen wertvoll fiir das aufstrebende Feld der
DNA Nanotechnologie sein.”!!
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Bisher beschiftigten sich Studien tiber die Stabilisierung
und Markierung von G-Quadruplexen hauptséchlich mit der
Bindung von planaren organischen Verbindungen und fla-
chen Metallkomplexen iiber nichtkovalente Wechselwirkun-
gen wie End-on-ni-Stapelung oder Interkalation.”*!!!

In den letzten Jahren bewies das Konzept der Metall-
Basenpaarung, dass der synthetische Austausch natiirlicher
Nukleobasen durch Liganden die Inkorporation von Uber-
gangsmetallionen in Duplex-DNA ermoglicht.'>¥! Sowohl
die hohere Stabilitdt der Metall-Ligand-Bindung (im Ver-
gleich zur Watson-Crick-Basenpaarung) als auch die einzig-
artigen magnetischen und elektronischen Eigenschaften der
gebundenen Metalle haben zu einer Reihe funktioneller
Nanokonstrukte gefiihrt.

Beispiele umfassen eine reversible Haarnadel-Duplex-
Transformation,¥ Ag/Hg-selektive Multiplexsensoren,!'”
ferro- und antiferromagnetisch gekoppelte lineare Anord-
nungen,'® programmierbar gemischte Stapell”! sowie die
metallkontrollierte Elektronenleitung durch einzelne DNA-
Doppelstringe.'®!

Alle diese funktionalen Systeme basieren auf doppel-
strangiger DNA. Im Hinblick auf andere DNA-Sekundir-
strukturen wurde nur iiber eine kleine Zahl metallbindender
Architekturen, wie Triplexe'* und Dreiwegekreuzun-
gen,”” berichtet.?!] Insbesondere gibt es nur wenige Beispiele
fiir G-Quadruplexe, die kovalent gebundene Metallkomplexe
tragen, beispielsweise ein Thymin enthaltender G-Quadru-
plex, der Quecksilber bindet,?” eine Cer(IV)-chelatisierende
Struktur™ und ein dimolekularer G-Quadruplex mit Bipy-
ridineinheiten in den Schleifen."

Wir berichten hier iiber den ersten tetramolekularen G-
Quadruplex, der durch eine ,,Metall-Basentetrade“ termi-
niert wird, in welcher jedes Guanosin einer Guanin-Tetrade
formal durch einen einzdhnigen Pyridinliganden ersetzt ist.
Zusammengenommen koordinieren die vier Pyridineinheiten
Ubergangsmetallionen wie Cu" oder Ni" in quadratisch-pla-
narer Anordnung und stabilisieren dadurch die gesamte
Struktur signifikant gegen thermische Denaturierung. Die
Reversibilitdt der metallausgelosten Quadruplexstabilisie-
rung wird durch Schmelzpunktbestimmungen, Zirkulardi-
chroismus(CD)-Messungen und Gelelektrophorese-Experi-
mente demonstriert. Zusétzlich liefert Elektronenspinreso-
nanz(EPR)-Spektroskopie Hinweise auf die Art der Metall-
koordination.!"6*")

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide ent-
halten eine Guaninsequenz (n=3-5), die notwendig fiir die
Quadruplex Bildung ist, und eine iiber einen Propan-1,3-diyl-
Linker mit dem 5-Ende des Strangs verkniipfte Pyridin-Do-
norfunktionalitdt. Die Auswahl der Linkerlédnge basiert auf
einer molekularen Modellierung (siche Abbildung 1c¢ und die
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Hintergrundinformationen). Die Synthese startete mit der
Ankniipfung des Linkers an 4-Chlorpyridin Hydrochlorid 1.
AnschlieBende Phosphorylierung fithrte zu Phosphoramidit
2, mit dem in der automatisierten Oligonukleotid-Festpha-
sensynthese die Einzelstringe L'd(G,) hergestellt wurden
(Abbildung 1a, siche die Hintergrundinformationen fiir ex-
perimentelle Details).
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Abbildung 1. a) Synthese von 5'-ligandfunktionalisierten guaninreichen
Oligonukleotiden L'd(G,) mit n=3-5. Reaktionsbedingungen: 1) 1,3-
Propandiol, NaOH, DMSO, 100°C tber Nacht; 2) P(OCH,CH,CN)-
(NiPr,)Cl, N,N-Diisopropylethylamin, THF, RT, 1 h; 3) automatisierte
DNA-Festphasensynthese. b) Selbstorganisation des Quadruplexes
[L'd(G,)], aus Einzelstringen, Einbau von Cu'-lonen und Entfernen
von Cu" mit H,EDTA?" (edta). c) Molekiilmodell von Cu"[L'd(G,)], in
Drauf- (links) und Seitenansicht (rechts); siehe die Hintergrundinfor-
mationen fiir Details.

Wie bei nichtmodifizierten G-Quadruplexen erfordert
auch die Bildung von [L!d(G,)], eine hohe Elektrolytkon-
zentration und tiefe Temperaturen (Abbildung 1b).%! Der
Hybridisierungsprozess ist langsam (ca. 4 d bei 4°C bis zum
Erreichen des Gleichgewichts bei einer DNA-Konzentration
von 7 uM), deshalb wurden alle Proben mit einem friiher be-
schriebenen Frier-Auftau-Prozess behandelt, der die Qua-
druplex-Bildungsgeschwindigkeit enorm erhohte.”® Tetra-
molekulare Quadruplexe bevorzugen eine parallele Orien-
tierung (alle Strange mit derselben 3’-5'-Ausrichtung), was
eine essenzielle Voraussetzung fiir die Realisierung des an-
gestrebten metallchelatisierenden Systems ist.*”!

Die Hybridisierung von L'd(G,) wurde mit CD-Spektro-
skopie verfolgt. Der ligandmodifizierte G-Quadruplex
[L'd(G,)], zeigt das charakteristische Spektrum eines paral-
lelen G-Quadruplexes mit einer positiven Bande bei ca.
260 nm und einer negativen bei 240 nm (Abbildung 2a).””
Zusitzliches Indiz fiir die Quadruplexbildung ist die hyper-
chrome Verschiebung der Absorbanz bei 295 nm.” Thermi-
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Abbildung 2. a) CD-Spektren von [L'd(G,)], in Abwesenheit (schwarze
Linie) oder Anwesenheit (graue Linie) von Cu" bei 4°C und nach
Schmelzen bei 85°C (gestrichelte Linie); b) UV/Vis-Kurven der thermi-
schen Denaturierung von [L'd(G,)], in Abwesenheit (schwarze Linie)
und Anwesenheit von Cu" (grau). Die Absorbanz wurde bei 295 nm
gemessen und ist normiert. 7 um L'd(G,), 10 mm Natriumkakodylat,
100 mm Nacl, 0 oder 7 um CuSO,.

sche Differenzspektren der Einzelstrange und der Quadru-
plexe wurden ebenfalls zur eindeutigen Detektion der Qua-
druplex-Bildung verwendet (siehe die Hintergrundinforma-
tionen fiir Details).””) Die Abnahme der Absorbanz bei
295nm bei Denaturierung wurde zur Bestimmung der
Nichtgleichgewichts-Schmelztemperaturen der verschiede-
nen Quadruplexstrukturen genutzt, als Ma@ fiir deren relative
thermodynamische Stabilititen.

Nachfolgend wurden verschiedene Ubergangsmetallio-
nen hinzugefiigt. Die Zugabe von Ni'-Ionen zum Quadruplex
[L'd(G,)], fiihrte zu einer Zunahme der Schmelztemperatur
um AT,,=15°C. Uberraschenderweise ist dieser Effekt fiir
Cu"-Ionen mit einer Zunahme von AT,,=20°C noch aus-
geprigter (Abbildung 2b). Der Vergleich dieser Beobach-
tung mit einem kiirzlich erschienenen Bericht, in dem iiber
die Destabilisierung nichtmodifizierter G-Quadruplexe in
Anwesenheit eines Cu-Uberschusses berichtet wurde, ist
dabei recht interessant.”"

Eine UV/Vis-kontrollierte Titration des Quadruplexes
mit Cu"-Ionen ergab eine stochiometrisches Verhiltnis von
1:1 fiir Cu"/[L'd(G,)]; (Abbildung 3a). Das Molekiilmodell
(siche Abbildung 1¢ und die Hintergrundinformationen)
deutet dabei auf eine quadratisch-planare Anordnung der
vier Pyridinreste um das Cu"-Zentrum hin.

Dagegen fiihrte die Zugabe von Ag'-Ionen zu [L'd(G,)],
zu einer Destabilisierung um AT, = —16°C, was in Uber-
einstimmung mit dem bereits berichteten Verhalten fiir
nichtmodifizierte G-Quadruplexe ist.’!! Diese Ergebnisse
weisen auf eine unterschiedliche Wechselwirkung der typi-
scherweise linear koordinierten Ag'-Ionen verglichen mit
Cu'™- oder Ni"-Ionen hin, die in Anwesenheit von vier Pyri-
dinliganden eine quadratisch-planare oder axial-verzerrte
oktaedrische Koordinationsumgebung bevorzugen. Um einen
weiteren Nachweis der Bindung der Cu"- und Ni"-Ionen an
das (Pyridin),-Motiv zu fithren, wurden Kontrollstringe
L"d(G,) synthetisiert, in denen der Pyridylligand durch eine
Phenylgruppe ersetzt wurde, welcher die Donorfunktionalitét
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Abbildung 3. a) Titration von [L'd(G,)], durch Zugabe von Cu"-lonen
bei 4°C, gemessen anhand der UV/Vis-Absorption bei 236 nm . Die
vertikale Linie zeigt die ungefihre Bindungsstéchiometrie von 1:1 fiir
Cu"/[L'd(G,)]s; b) Schmelztemperaturzyklus fiir die wiederholende Sta-
bilisierung und Destabilisierung des G-Quadruplexes [L'd(G,)], durch
die abwechselnde Zugabe von Cu" und edta (7 pm L'd(G,), 10 mm Na-
triumkakodylat, 100 mm NaCl; CuSO,- und edta-Zugaben in 1-Aquiv.-
Schritten); c) links: CD-Spektren von [L'd(G3)]. (15 umL'd(G;), 10 mm
Natriumkakodylat, 100 mm NaCl, 0 oder 7 um CuSO,) in Anwesenheit
(graue Linie) und Abwesenheit (schwarz) von Cu'" bei 4°C und nach
dem Schmelzen bei 35°C (gestrichelte Linie); rechts: Selbstorganisati-
on von Cu"[L'd(G;)], und Denaturierung bei Zugabe von edta (sche-
matische Darstellung). In Abwesenheit von Cu" wurde keine Quadru-
plexbildung beobachtet.

fehlt (siehe die Hintergrundinformationen). In Abwesenheit
der Ubergangsmetallkationen zeigten die zugehorigen Qua-
druplexe eine hohere thermische Stabilitit als die mit Pyri-
dineinheiten, was moglicherweise auf eine giinstigere -m-
Stapelung der elektronenreichen Phenylringe mit der 5'-
Guanin-Tetrade in [L*d(G,)], und auf die schlechtere Sol-
vatisierung der apolaren Phenylgruppen im wéssrigen Puffer
zuriickzufiihren ist. Wird der Kontrollquadruplex [L¥d(G,)],
mit Ni"- oder Cu"-Ionen versetzt, so erfolgt keine Verinde-
rung der Schmelztemperatur, bei Ag' dagegen wird eine
Abnahme der Stabilitit detektiert, dhnlich wie bei [L'd(G,)],
(AT,,=—15°C). Auch diese Ergebnisse sind mit einer vier-
fachen Koordination von Ni" and Cu" an die Pyridindonoren
in [L'd(G,)], konsistent, was zu einem stark stabilisierenden,
quadratisch-planaren (oder mit zwei weiteren apikalen Li-
ganden axial-verzerrt oktaedrischen) Komplex fiihrt. Der
vorherrschende Bindungsmodus von Ag' scheint dagegen
unabhingig von der Anwesenheit der Pyridineinheiten zu
sein.

Die hohe Stabilitiit des Cu™-G-Quadruplexes kann durch
Entfernen des Cu"-lons mit dem Chelatbildner Ethylendi-
amintetraessigsdure (edta) umgekehrt werden, wodurch das
Schmelzverhalten des metallfreien  G-Quadruplexes
[L'd(G,)], vollstindig wiederhergestellt wird (sieche die Hin-
tergrundinformationen). Dieser Zyklus aus Stabilisierung
und Destabilisierung kann mehrere Male wiederholt werden,
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was die Reversibilitdt der Metall-Quadruplex-Assemblierung
verdeutlicht (Abbildung 3b).

Um den Effekt der Metallkomplexierung weiter zu un-
tersuchen, wurden Oligonukleotidstrange mit unterschiedlich
langen Guaninsequenzen synthetisiert. Der lingere Quadru-
plex [L'd(Gs)], zeigt eine Zunahme der Schmelztemperatur
um AT, =40°C verglichen mit [L'd(G,)],. Wie fiir [L'd(G,)],
beobachtet, fiihrt die Zugabe von Cu" zu Stabilisierung, wo-
gegen die Zugabe von Ag' zu Destabilisierung fiihrt (Abbil-
dung S20).

Dagegen bildet die kiirzere Guaninsequenz mit n=3
keinen G-Quadruplex, selbst nicht bei 4°C, was auf eine
Schmelztemperatur unter 4°C hinweist und damit eine 77,-
Abnahme von mehr als 45°C im Vergleich zu [L'd(G,)], be-
deutet. Die G-Quadruplex-Bildung kann allerdings durch
Zugabe von Cu" vor der Hybridisierung ausgelost werden.
Diese Ergebnisse werden durch die CD-Spektren unterstiitzt,
die keine typischen Quadruplexbanden in Abwesenheit von
Cu"-Tonen zeigen. Nach Zugabe von Cu'-Ionen konnte die
Quadruplexbildung jedoch eindeutig nachgewiesen werden
(Abbildung 3c¢). Die anschlieBende Zugabe von edta bei 4°C
fihrte wiederum zur schnellen Denaturierung dieses Qua-
druplexes (Abbildung S26).

Um die UV- und CD-spektroskopischen Ergebnisse zu
bestdtigen und um die Anwesenheit von Aggregaten hoherer
Ordnung einschétzen zu konnen, wurde die G-Quadruplex-
Bildung mithilfe von Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE) untersucht.

Zur Visualisierung der Banden wurden UV-Schattierung
und der G-Quadruplex-anzeigende Fluoreszenzfarbstoff
Protoporphyrin IX (PPIX) verwendet.’”! Tatsichlich zeigt
das mit PPIX angefirbte Gel Fluoreszenz in den Bahnen 4-6
und 8, was auf die Anwesenheit intakter G-Quadruplexe
hinweist (Abbildung 4). Verglichen mit den Referenz-DNA-
Proben passen die Laufstrecken zu diskreten [L'd(Gy)],-
Spezies. Keine Fluoreszenz wird fiir die einzel- und doppel-
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L
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Abbildung 4. Nichtdenaturierende Gelelektrophorese von [L'd(G,)],
und Kontrollstrang [L'"d(G,)],. G-Quadruplex-Banden wurden zuerst
durch Firben des Gels mit PPIX (oberes Bild) und dann durch UV-
Schattierung (unteres Bild) visualisiert. Die Pfeile markieren die glei-
che Laufstrecke in den Gelen. Siehe die Hintergrundinformationen fiir
Details.
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strangigen Kontrollen beobachtet (Bahnen1 und 2). Die
Fluoreszenz in den Bahnen 3 und 7 kann auf partielle G-
Quadruplex-Bildung wihrend des PAGE-Experiments zu-
riickgefiihrt werden. Des Weiteren konnten keine Unter-
schiede zwischen den Proben mit nur Quadruplex (Bahn 4)
und zusitzlich Cu" (Bahn 5) oder Ag' (Bahn 6) beobachtet
werden, was fiir die Beibehaltung der G-Quadruplex-Struk-
tur in Anwesenheit der Metalle spricht.

Um weitere Einblicke in die Koordinationsumgebung zu
gewinnen, wurden EPR-Messungen einer gefrorenen Losung
des Cu"[L'd(G,)],-Quadruplex durchgefiihrt. Der Cu"-ge-
bundene G-Quadruplex zeigt ein Signal zentriert bei unge-
fahr 300 mT, typisch fiir einen einkernigen Cu”-Komplex. Die
Abwesenheit von Resonanzen bei halbem Feld (ca. 160 mT;
charakteristisch fiir einen AMy==2-Ubergang) in den im
Temperaturbereich 10-70 K aufgenommenen EPR-Spektren
deutet daraufhin, dass keine mehrkernigen Cu"-Spezies vor-
handen sind (Abbildung S30).

Wie in Abbildung 5 (schwarze Linie) dargestellt, zeigt das
EPR-Spektrum die Hyperfeinstruktur fiir ein Kupferatom
(Ic,=3/2) sowie eine Superhyperfeinaufspaltung durch ko-
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Abbildung 5. X-Band-CW-EPR-Spektrum einer gefrorenen Lésung von
Cu"[L'd(G,)], (Natriumkakodylat 10 mm, NaCl 100 mm, L'd(G,)

615 um, CuSO, 152 um, 10% (v/v) Glycerin) und Simulation (graue
Linie). Experimentelle Parameter: 9.4 GHz, T=50 K, Mikrowellenleis-
tung: 0.6325 mW, Konversionszeit: 123 ms, Modulationsamplitude:
10 G, Modulationsfrequenz: 100 kHz, 1 h Signalmittelung. Das Spek-
trum wurde mit der Matlab-Toolbox Easyspin (Version 4.51) simu-
liert.?¥ Simulationsparameter: g,,,=2.0470, 2.0687, 2.2635;

A(Cu) =[47 45 552] MHz; A(N) =[40 39 40] MHz; Linienbreite=5 G.

ordinierte Stickstoffatome (Iy=1). Das EPR-Spektrum
wurde mit leicht rhombischen g- und A“*-Tensoren simuliert.
Die g, ,-Region ist besonders komplex, da die Cu- und "*N-
Hyperfeinaufspaltungen von derselben Gréfenordnung sind.
Die Annahme einer CuN,-Einheit fiihrte zur besten Uber-
einstimmung zwischen simuliertem und gemessenem Spek-
trum (Abbildung 5, graue Linie; Simulationsparameter sind
in der Beschriftung angegeben).

Der Parameter R = (g,—g)/(g3—g,) kann fiir die Charak-
terisierung des Kupfer(II)-Grundzustandes herangezogen
werden.” Der gefundene Wert von R=0.11 legt nahe, dass
der groBte Beitrag zum Grundzustand durch das d,._,.-Or-
bital gegeben ist, konsistent mit einer quadratisch-planaren,

Angew. Chem. 2013, 125, 13078 13082

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

gngewandte
Ch

quadratisch-pyramidalen oder verzerrt-oktaedrischen Koor-
dinationsumgebung.

Um die UV/Vis- und CD-spektroskopischen Ergebnisse
zur Reversibilitdt des Metalleinbaus zu stiitzen, wurde auch
hier die untersuchte Cu"-G-Quadruplex-Probe mit edta ver-
setzt, was zu dem typischen EPR-Spektrum des Cu"-edta-
Komplexes fiihrte (Abbildung S31).

Zusammenfassend konnten wir neuartige G-Quadruplexe
synthetisieren und charakterisieren, die aus vier parallel
ausgerichteten Guaninsequenzen mit an den 5-Enden ge-
bundenen Pyridinliganden bestehen. Dabei sind die Pyridin-
donoren zu einem Chelatligand préorganisiert und zeigen
eine hohe Affinitit fiir die quadratisch-planare Koordination
der Ubergangsmetallkationen Cu" und Ni'. Zusitzlich sta-
bilisiert die Zugabe von Cu" oder Ni" die Quadruplexe
[L'd(G,)]s (n=3-5) substanziell gegen thermische Denatu-
rierung, wie anhand von UV/Vis- und CD-spektroskopisch
verfolgten Schmelzexperimenten gezeigt werden konnte.

Unsere aktuellen Anstrengungen widmen sich der Ent-
wicklung eines ligandmodifizierten Nukleosids, das in interne
Sequenzpositionen eingebaut werden kann und dadurch die
Synthese metallstabilisierter monomolekularer Quadruplexe
ermoglicht, deren Faltungstopologie und Schleifenzusam-
mensetzung systematisch variiert werden kann. Bibliotheken
solcher metalltragender Quadruplexe, die als spektroskopisch
verfolgbare Sonden dienen, kénnten dann zur Suche neuer
Oligonukleotid-Protein-Wechselwirkungen genutzt werden.
Der Einbau weiterer Ubergangsmetalle an der 3'- und an
internen Positionen sollte zudem die Erforschung von Metall-
Metall-Wechselwirkungen ermdéglichen.'! Wir sehen poten-
zielle Anwendungen fiir solche metallisierte G-Quadruplexe
auf den Gebieten strukturelle Bionanotechnologie, moleku-
lare Elektronik, Magnetismus und Katalyse.!
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