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G-Quartetts

Die molekulare Selbstorganisation spielt bei vielen Prozessen in

Angewandte

Aus dem Inhalt

der Biologie und der Supramolekularen Chemie eine zentrale

Rolle. Das G-Quartett, ein durch Selbstorganisation von
Guanosin an einem kationischen Templat gebildeter, wasser-

1. Einleitung 685

2. Erste Studien zur Selbstorganisation

stoffverbriickter Makrocyclus, wurde erstmals 1962 als Basisein- von

heit der Aggregation von 5'-Guanosinmonophosphat nachge-

5'-Guanosinmonophosphat 687

wiesen. Inzwischen weif3 man, dass viele Nucleoside, Oligonuc-

leotide und synthetische Derivate eine Vielzahl funktionaler G-

3. Nucleinsdure-G-Quadruplexe:
Struktur und molekulare Erkennung 690

Quartetts bilden. Das G-Quartett spielt in vielen Bereichen eine
Rolle, angefangen von der Strukturbiologie und der Medizi- 4. Lipophile G-Quadruplexe:

nischen Chemie bis zur Supramolekularen Chemie und Nano-
technologie. Dieser Aufsatz fasst die Ergebnisse aus den unter-

Strukturmodelle fiir DNA,
selbstorganisierte lonophore und
andere Strukturmotive 699

schiedlichen Gebieten zusammen, wobei der Schwerpunkt auf
der Struktur, der Funktion und der molekularen Erkennung des s selbstorganisation von Guanosin in

G-Quartetts liegt.

1. Einleitung

1990 veroffentlichten Guschlbauer, Chantot und Thiele
den Ubersichtsartikel ,,Four-Stranded Nucleic Acid Structu-
res 25 Years Later: From Guanosine Gels to Telomer
DNA.“I In diesem Paper wiesen die Autoren auf die
aufkommende Bedeutung des G-Quartetts hin, eines 1962
erstmals nachgewiesenen wasserstoffverbriickten Ionophors
(Abbildung 1).”!. Ein erneuertes Interesse am G-Quartett
Ende der 80er Jahre ging auf Vermutungen zuriick, dass das
Strukturmotiv, wenn es in der DNA gebildet wird, biologisch
relevant sein konnte.** Bis heute hlt das Interesse an G-
Quartettstrukturen unvermindert an. Tausende von Arbeiten
tiber unterschiedliche Aspekte der Struktur und Wirkung von
G-Quartetts sind mittlerweile erschienen, darunter einige
ausgezeichnete Ubersichten.”'¥ G-Quartettstrukturen spie-
len heute in einer Vielzahl von Bereichen eine Rolle,
angefangen von der Strukturbiologie und der Medizinischen
Chemie bis hin zur Supramolekularen Chemie und Nano-
technologie.

Das G-Quartett, ein wasserstoffverbriickter, kationenbin-
dender Komplex, ldsst sich in hervorragender Weise in
aktuellen Studien zur molekularen Selbstorganisation und
nichtkovalenten Synthese nutzen.? Die Arbeiten zur
molekularen Selbstorganisation konnen in drei Bereiche
unterteilt werden: 1) biomimetische Studien, 2) Grundlagen-
forschung zu nichtkovalenten Wechselwirkungen und 3) Syn-
these neuer Aggregate; die Zusammenhénge zwischen diesen
Gebieten sind in Abbildung 2 dargestellt. Die molekulare
Selbstorganisation ist ein Merkmal vieler natiirlicher und
synthetischer Systeme, und durch Beobachten der Natur
erhdlt man oft gute Modelle fiir selbstorganisierte Systeme
(Beziehung A in Abbildung 2).*"! Ein Modell soll ein kom-
pliziertes System vereinfachen, sodass es moglich ist, sich auf
bestimmte, fiir die Selbstorganisation relevante Wechselwir-
kungen zu konzentrieren (B). Grundlegende Informationen
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aus Modellstudien konnen dazu dienen, das urspriingliche
System besser zu verstehen (C) oder neue synthetische
Systeme aufzubauen und anzuwenden (D-F).*"?! Wie im
Folgenden ausgefiihrt wird, ist das G-Quartett ein ausge-
zeichnetes Modell, um etwas iiber die Grundlagen und den
Nutzen der molekularen Selbstorganisation zu erfahren.

1.1. Ein einfiihrendes Beispiel: Stabilisierung von lipophilen
G-Quadruplexen durch nichtkovalente Wechselwirkungen

An einem Beispiel aus unserer Forschung werden einige
wichtige Strukturmerkmale der G-Quartetts vorgestellt und
die unterschiedlichen nichtkovalenten Wechselwirkungen
beschrieben, die die Selbstorganisation von Guanosin steu-
ern. In Gegenwart von kationischen Templaten bildet 5'-Silyl-
2',3’-O-isopropylidenguanosin (G, 1) einen lipophilen G-
Quadruplex, der in unpolaren Losungsmitteln stabil ist und
auBerdem Einkristalle mit weitreichender Ordnung liefert.
Ein G-Quadruplex ist definiert als eine Struktur aus mehre-
ren vertikal gestapelten G-Quartetts. In den letzten Jahren
haben Fettinger et al. die Strukturen mehrerer lipophiler G-
Quadruplexe im Kristall aufgeklirt.”>¥ Der in Abbildung 3
gezeigte  G-Quadruplex mit der  Summenformel
[1];¢3K*-Cst-4pic™ veranschaulicht das Synthesepotenzial
der Selbstorganisation. Beim Mischen in einem organischen
Losungsmittel organisieren sich 24 Komponenten zu einem
einzigen Diastereomer mit Abmessungen von 26 x 30 x 30 A
und einem Molekulargewicht von mehr als 8500.*) Zudem ist
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Abbildung 1. a) Das G-Quartett; b) Kalottenmodell der Struktur von
[16:3 Kt/Cs*-4pic™ im Kristall. Das K*-lon befindet sich iiber der
Ebene des G-Quartetts.” Riboseeinheiten wurden der Ubersicht
wegen weggelassen.
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Abbildung 2. Nichtkovalente Wechselwirkungen sind fiir die biologi-
sche Selbstorganisation wie fuir die Synthese neuer supramolekularer
Strukturen von Bedeutung.
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der lipophile G-Quadruplex [1];¢4M™*-4pic” funktional: Er
ist ein selbstorganisierter Ionophor, der Salze aus Wasser in
organische Solventien extrahieren kann.

Die nichtkovalenten Wechselwirkungen, die die Bildung
des G-Quadruplex bewirken, beeinflussen sich gegenseitig,
dennoch lésst sich die Struktur in drei Organisationsstufen
unterteilen (Abbildung 4). In der ersten Stufe nutzen vier
G(1)-Molekiile selbstkomplementire Wasserstoffbriicken zur
Bildung eines planaren G-Quartetts. Die G-Quartetts werden
in Stufe II mit 3.3 A Abstand zwischen den Einzelschichten
iibereinander gestapelt. Zwischen zwei G-Quartetts befindet
sich ein achtfach koordiniertes Kation, das mit acht Einzel-
molekiilen 1 Kation-Dipol-Wechselwirkungen eingeht, die
wasserstoffverbriickten Quartetts stabilisiert und die Basen-
stapelwechselwirkungen verstérkt, sodass ein C,-symmetri-
sches GgK*t-Octamer entsteht. In Stufe III bilden vier
Pikratanionen Wasserstoffbriicken zu Aminogruppen, die
aus den G-Quartetts herausragen. Diese Wasserstoffbriicken
zwischen der Nucleobase und dem Anion verkniipfen die
beiden inneren G-Quartetts im D,-symmetrischen Hexade-
camer [1],:4M™4pic”, einer im festen und im geldsten
Zustand stabilen Struktur.”>?) Bemerkenswert an dieser
Struktur sind unter anderem die vier in einem zentralen
Kanal mit 3.3 A Abstand linear angeordneten Kationen. Die
zu erwartende elektrostatische AbstoBung zwischen den
Kanalkationen wird durch die Sauerstoffatome und aroma-
tischen Ringe der G-Quartetts verringert.

Die Selbstorganisation von 1 am kationischen Templat hat
auch stereochemische Konsequenzen. Ein G-Quartett, in
dem jede Nucleobase mit einem chiralen Zuckerrest ver-
kniipft ist, hat zwei diastereotope Seiten: einen ,,Kopf“ und
einen ,,Schwanz“ (Abbildung 5).*¥ Auf diese Weise iiber-
tragen die Nucleosidzuckerreste ihre Chiralitit auf die
supramolekulare Anordnung chiraler G-Quartetts und ver-
starken sie. Obwohl es bei einem vierschichtigen G-Quadru-
plex 16 Stapelmoglichkeiten gibt, entsteht nur ein einziges
Diastereomer von [1];¢4M*-4pic™.”! Diese Selektivitit ist
fiir das nichtkovalente Aggregat [1],+4M™4pic™ iiberra-
schend, denn anders als in DNA gibt es kein kovalentes
Gertist, das die G-Untereinheiten verkniipft und supramole-
kulare Helicitidt induziert. Unterschiedliche nichtkovalente
Wechselwirkungen (Wasserstoffbriicken, Kation-Dipol- und
Van-der-Waals-Wechselwirkungen) wirken zusammen, um
die Struktur und die Konfiguration dieser lipophilen G-
Quadruplexe zu fixieren. Das Zusammenwirken nichtkova-
lenter Kriéfte ist ein charakteristisches Merkmal der Selbst-
organisation von Guanosin in der Biologie und der Synthe-
sechemie.

1.2. Die Themen

Nach dieser Einleitung geben wir in Abschnitt2 einen
Uberblick iiber erste Untersuchungen zur Selbstorganisation
von Guanosin. Diese Arbeiten bilden die Grundlage fiir
spatere strukturbiologische und supramolekulare Studien.
Abschnitt 3 behandelt G-Quadruplexe in der Molekularbio-
logie und der Medizinischen Chemie. Einen Schwerpunkt
bilden dabei Arbeiten iiber Struktur und Erkennung, die als
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Abbildung 3. Die Selbstorganisation von 16 Aquivalenten 5'-Silyl-2',3'-O-isopropylidenguanosin (G, 1) an einem kationischen Templat liefert im
festen und im geldsten Zustand den lipophilen G-Quadruplex [1];6-3 K*/Cs*-4 pic™ (griin K, gelb Cs, blau N, rot 0).”" Dieser G-Quadruplex aus
vier gestapelten G-Quartetts entsteht quantitativ durch Extrahieren der Salze aus Wasser mit einer Lésung von 1 in CDCls.
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Abbildung 4. Darstellung der hierarchischen Selbstorganisationspro-
zesse, die zum lipophilen G-Quadruplex [1],¢-3 K*/Cs™4 pic™ fuhren.®!
Die Struktur wird durch Wasserstoffbriicken zwischen den Nucleoba-
sen, Kation-Dipol-Wechselwirkungen, Stapelwechselwirkungen und
Wasserstoffbriicken zwischen Nucleobasen und Anionen zusammenge-
halten. Riboseeinheiten wurden der Ubersicht wegen weggelassen.

Anregung dienen konnen, sich nach natiirlichen Vorbildern
fiir die Selbstorganisation umzusehen. Abschnitt 4 gibt einen
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H-Briicken zwischen NH und C=0 sind im Uhrzeigersinn gerichtet

Abbildung 5. Das chirale G-Quartett hat wegen der gebundenen
Zuckerreste diastereotope Seiten, d.h. einen ,Kopf“ und einen
»Schwanz“. Der ,Kopf“ des G-Quartetts ist die Seite, in der die Was-
serstoffbriicken von NH zu C=0 im Uhrzeigersinn gerichtet sind.*"

Uberblick iiber die Selbstorganisation lipophiler Nucleoside.
Es werden Aggregate behandelt, die nicht nur als Modelle fiir
die DNA-Struktur, sondern auch als Anregung fiir neuartige
supramolekulare Formen und Funktionen dienen. In
Abschnitt 5 werden Anwendungen von selbstorganisiertem
Guanosin in der Materialwissenschaft und der Nanotechno-
logie besprochen, Abschnitt 6 fasst die Ergebnisse zusammen
und gibt einen Ausblick.

2. Erste Studien zur Selbstorganisation von
5'-Guanosinmonophosphat

Eine Selbstassoziation von Guanin tritt bei vielen Ver-
festigungsprozessen auf. Manche Spinnen haben als Guano-
cyten bezeichnete Zellen, die mit kristallinen Guaninplatt-
chen gefiillt sind (Abbildung 6). Bei einer Storung édndern die

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Abbildung 6. Kristalline Guaninabscheidungen aus der Spinne Tetra-
gnatha polychromata.?> a) Oberflachenansicht kristalliner Guaninplatt-
chen (ca. 4x2 pum). b) In der Seitenansicht derselben Kristalle wird die
Diinnheit und die Stapelung der Guaninplittchen erkennbar. Die Pho-
tographien wurden von Harriet Mitchell angefertigt.

Spinnen augenblicklich ihre Farbe, indem sie die Guanocyten
von der Oberfliche zuriickziehen.’ Die Augen bestimmter
Tiefseefische enthalten geschichtete Guaninkristalle, die das
Licht auf die Photorezeptoren fokussieren.*!

Im Labor sind Guanosinderivate bekanntermaf3en schwer
zu handhaben.®” Die Ubersicht von Guschlbauer et al. fiihrt
30 unterschiedliche G-Derivate auf, die in Wasser ein Gel
bilden.! Dass Guanosin eine Selbstorganisation eingeht, ist
nicht tiberraschend: An den Kanten weist es selbstkomple-
mentédre Wasserstoffbriicken-Donoren und -Acceptoren auf,
und seine polarisierbare aromatische Oberflache mit hohem
Molekiildipolmoment®! ist zum Stapeln ideal geeignet.
Dieses Selbstorganisationsvermogen wurde vor iiber
40 Jahren nachgewiesen, als Gellert et al. berichteten, dass
3-GMP (2) und 5-GMP (3) Schichten aus wasserstoffver-
briickten Tetrameren bilden.”! Nach Faserbeugungsstudien
wurde ein Modell entworfen, in dem die N1-H- und N2-H-
Donoratome eines Guaninmolekiils mit den N7- und O6-
Atomen des benachbarten Guaninmolekiils Paare bilden.
Das resultierende G-Quartett ist ein ebener Makrocyclus, der
von acht Wasserstoffbriicken zusammengehalten wird. Den
Autoren zufolge bilden die im Abstand von 3.25 A gestapel-
ten G-Quartetts eine Helix, was mit spéter erhaltenen
Beugungsdaten von Guanosinanaloga und Polyguanylsdure
in Einklang ist.”**!! Kurz nach der Publikation von Gellert
et al. berichteten Fresco und Massoulie, dass auch Poly-
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guanylsiure in Losung eine mehrstringige Helix bildet.[*
Auch sie nahmen richtigerweise an, dass die Polyguanylat-
aggregate durch Stapelung der wasserstoffverbriickten G-
Quartetts stabilisiert werden.

In den 70er und 80er Jahren gab es beziiglich der
Selbstorganisation von Guanosin zwei wichtige Entde-
ckungen: Erstens lieferte 5-GMP (3) nicht immer Gele,
sondern bildete bei basischem pH-Wert als Dianion kleinere
Aggregate, die NMR-spektroskopisch untersucht werden
konnten.[*!! Zweitens wurden diese Komplexe durch Alkali-
metallkationen, besonders durch K* und Na*, stabilisiert.[*!
Die Bindung von Kationen ist begreiflich, da das Zentrum
eines G-Quartetts vier dicht gedringte Sauerstoffatome
enthilt. Ohne ein gebundenes Kation wire diese cyclische
Anordnung elektronisch ungiinstig.[*”) Das Kation ist daher
fir das G-Quartett als Templat und zur Stabilisierung
essenziell. Es wurde vermutet, dass diskrete, kationgebun-
dene Octamere vom Typ Gg¢M' als Bausteine fiir lingere
Sdulen aus gestapelten G-Quartetts dienen (Abbildung 7).
Trotz abweichender Schlussfolgerungen beziiglich der Sto-
chiometrie und der Konfiguration!***! stand fest, dass die
Selbstorganisation von Guanosin auf G-Quartetts beruht.
Durch dynamische Lichtstreuung, Einkristallstrukturanalyse,
Elektrospray-Massenspektrometrie und Festkorper-NMR-
Spektroskopie wurden die Grundziige der Selbstorganisation
von Guanosin bestitigt.[*3

Diese ersten Arbeiten iiber G-Quartetts sind nach wie vor
aktuell, denn sie betreffen zentrale Themen der heutigen
Supramolekularen Chemie. Ein Beispiel ist die dynamische
kombinatorische Chemie, eine wirkungsvolle Methode zur
Erzeugung von molekularen Rezeptoren.” Ergebnisse,
wonach die Selbstassoziation von 5-GMP (3) nur mit
bestimmten Kationen erfolgt™! und G-C-Basenpaare bei

Angew. Chem. 2004, 116, 684—716
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Abbildung 7. Gleichgewichte bei der Selbstassoziation von 5-GMP (3). Ohne Kationen lie-
fert 5-GMP weitgehend undefinierte Aggregate. An kationischen Templaten entstehen pla-
nare G-Quartetts, die diskrete [3];-M*-Octamere oder helicale G-Quadruplexstapel bilden

kénnen.

Zugabe von K* zugunsten der G-Quartettbildung getrennt
werden,™ sind Beispiele fiir Gleichgewichtsverschiebungen
als Basis einer dynamischen kombinatorischen Chemie.
Wihrend Lit und Cs* in Templatexperimenten keine Wir-
kung zeigten, entstanden durch Zugabe von Na* oder K* zu
5’-GMP Strukturen auf der Basis von G-Quartetts. Pinnavaia
et al. erkannten die Bedeutung dieses Resultats: ,,We believe
this to be the first demonstration of the ability of alkali metal
ions to direct structure formation of a nucleotide through a
size-selective coordination mechanism.“I* Da K* wegen
seiner Grofe nicht coplanar angeordnet sein kann, nahmen
die Autoren an, dass es sich zwischen zwei G-Quartetts
einfiigt und ein GyK*-Octamer bildet. Der geschitzte K-O-
Abstand in diesem Octamer entspricht den Bindungsldngen
in bekannten achtfach koordinierten K*-Komplexen. Die
Autoren fassten dieses Schliisselmerkmal zusammen: , We
suggest that cavity complexation as described contributes
stability to the complex, and that it is a necessary condition
for self-structure formation by neutral GMP.“* Kristallo-
graphische Strukturanalysen des lipophilen G-Quad-
ruplex [1],¢3K*/Cs*4pic” und des DNA-G-Quadruplex
[d(GGGGTTTTGGGG)], ergaben spiter, dass K* sandwich-
artig von den G-Quartetts umschlossen wird.? ¢!

Auch aus dem NMR-Spektrum des Aggregats ergaben
sich Fragen beziiglich der supramolekularen Konfiguration,
einem gegenwirtig intensiv erforschten Aspekt.”'*) Durch
Stapelung zweier chiraler G-Quartetts konnen abhéngig von
der Stapelungsrichtung und der relativen Rotation um die
Mittelachse mindestens sechs mogliche Diastereomere eines
GgM*-Octamers entstehen.! Die NMR-Spektren von 5'-
GMP-Na®' lieBen jedoch nur zwei stabile Diasterecomere
erkennen und belegen damit die hohe Stereoselektivitét
dieses Selbstorganisationsprozesses.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis betrifft die Stabilitédt des
Aggregats gegen Dissoziation. In den 'H-NMR-Spektren von
5-GMP-Na* waren die Signale fiir das Monomer und das
Aggregat getrennt.**! Dieser langsame Austausch ist des-
halb bemerkenswert, weil kinetisch derart stabile Systeme
selten sind, besonders in Wasser. Normalerweise besteht
zwischen wasserstoffverbriickten Aggregaten und ihren Kom-
ponenten ein rascher Austausch, der zu gemittelten NMR-
Signalen fiihrt. Die Selbstorganisation von 5-GMP ist auch
heute noch ein wichtiges Thema, denn die Herstellung
diskreter nichtkovalenter Aggregate, die in Wasser thermo-
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dynamisch und kinetisch stabil sind, ist nach
wie vor eine Herausforderung, [

Ein weiteres aktuelles Gebiet der Supra-
-~~~ molekularen Chemie betrifft die Mechanis-

~ men der Aggregation und Disaggregation.!

—’:1/-’, Auch die frithen Arbeiten zu GMP beschif-

-  ftigten sich mit diesen Fragen. Besonders
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aufschlussreich waren die Multikern-NMR-
Untersuchungen von Laszlo, Detellier
et a7 So lieB das *Na-NMR-Spektrum
erkennen, dass sich die Na*-Ionen 10*-10%-
mal pro Sekunde in das [3]g¢Nat-Octamer
hinein- und wieder herausbewegen — ein um
GroBenordnungen schnellerer Prozess als
der Ligandenaustausch.”’) Die Aggregate
miissen zur Freisetzung ihrer Gast-Ionen nicht vollstdndig
dissoziieren, weshalb solche Systeme zur Vermittlung eines
Kationenaustauschs von Nutzen sein kénnten. Die 'H-NMR-
Daten lieferten thermodynamische Konstanten fiir die Bil-
dung des Octamers [3]¢K* (AH=—1742kcalmol™' und
AS=—5146 calmol 'K™"), die fiir einen enthalpischen Pro-
zess sprechen: ,,Self-assembly of the 5'-GMP nucleotides does
not occur because of release of water. Self-assembly of 5'-GMP,
unlike a normal stacking interaction is not determined
predominantly by hydrophobic forces. Cation binding plays
an important role, together with and reinforcing the hydrogen
bonding of the guanines into planar tetramers.“™*"

Zu den aktiven Gebieten der Supramolekularen Chemie
gehort schlieBlich auch die Selbstorganisation nichtkovalen-
ter Aggregate, die in der Materialwissenschaft und der
Nanotechnologie eine Rolle spielt.”" Ein interessantes Bei-
spiel fiir diese Selbstaggregation/Selbstorganisation ist das
auf 5'-GMP (3) basierende G-Quartettsystem.>7* Es wurde
nachgewiesen, dass GMP-Oligomere — vom Mononucleotid
5-GMP (3) bis zum d(GGGGGG)-Hexanucleotid — in
Wasser Fliissigkristalle bilden (Abbildung 8).">”! Die CD-
und Rontgenbeugungsdaten dieser Oligomere waren in Ein-
klang mit der Bildung helicaler Stdbchen aus gestapelten G-

(31K T

cholesterisch

hexagonal

Abbildung 8. Bildung von Flissigkristallen durch G-Derivate. a) G-
Quartetts werden zu einer siulenartigen Struktur gestapelt. b) Relative
Anordnung der G-Quartettsdulen in der cholesterischen Phase und

c) in der hexagonalen fliissigkristallinen Phase. Wiedergabe in verin-
derter Form aus Lit. [7].
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Quartetts. Mit zunehmender Konzentration bildete sich
durch seitliche Assoziation der G-Sédulen eine hexagonale
fliissigkristalline Phase (Abbildung 8c). Dass selbstasso-
ziierte G-Quadruplexe durch Selbstorganisation Fliissigkris-
talle mit weitreichender Ordnung bilden konnten, hatte
Auswirkungen fiir spdtere Anwendungen in der Materialwis-
senschaft und der Nanotechnologie (siche Abschnitt 5).

Riickblickend wurden bereits in diesen ersten Arbeiten
zur Selbstassoziation von 5-GMP (3) viele Themen auf-
gegriffen, die auch in der aktuellen supramolekularen For-
schung von Bedeutung sind, z.B. die Zusammenhinge
zwischen Struktur und Stereochemie, Mechanismus und
Funktion. Aber erst Ende der 80er Jahre setzte sich der
Begriff G-Quartett wirklich durch, als man annahm, dass G-
Quartetts biologisch wirksam sein kénnten.®*™ 7 So schlu-
gen Sen und Gilbert vor, dass G-Quartetts an der Chromoso-
menassoziation wihrend der Meiose beteiligt sind."! Sund-
quist und Klug postulierten, dass der G-Quadruplex eine
wichtige Sekundéarstruktur ist, die biochemische Vorgénge in
der Telomerregion des Chromosoms steuert.®l Was folgte,
war eine explosionsartige Entwicklung der Forschung zu G-
Quadruplexen.

3. Nucleinsdure-G-Quadruplexe: Struktur und
molekulare Erkennung

G-Quadruplexe werden in vitro von DNA- und RNA-
Oligonucleotiden mit Sequenzen gebildet, die in chromoso-
malen Telomeren, Genpromoterregionen, an Rekombina-
tionsorten, RNA-Packungsorten und RNA-Dimerisierungs-
dominen vorkommen.'” Es gab eine langwierige Diskus-
sion dartiiber, ob diese Strukturen in lebenden Zellen irgend-
welche Aufgaben erfiillen. Viele Publikationen enthalten die
Ankiindigung, die Rolle der G-Quartetts in vivo werde nun
bewiesen. Inzwischen mehren sich tatsidchlich die Hinweise,
dass DNA- und RNA-G-Quadruplexstrukturen in vivo von
Bedeutung sind. So wird die hdufigste Form der mentalen
Retardierung, das Fragile-X-Syndrom, durch eine Mutation
zum FMR-Protein (FMR =fragile X mental retardation)
hervorgerufen, das Messenger-RNA transportiert. Einer
Theorie zufolge tritt das Fragile-X-Syndrom auf, wenn die

Tabelle 1: Rontgenkristallanalysen von G-Quadruplexstrukturen.
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Mutante FMRP mRNA nicht korrekt bindet."”) Darnell et al.
entdeckten, dass FMRP besonders fest an G-Quadruplex-
RNA bindet:™ | (T)hese data demonstrate that G quartets
serve as physiologically relevant targets for FM RP and identify
mRNAs whose dysregulation may underlie human mental
retardation.“ In einer zugehorigen Arbeit verwendeten
Warren et al. Antikorper zur Isolierung von FMRP und
seinen gebundenen RNAs aus Miusehirn.™ 70% der
mehreren hundert identifizierten mRNAs sollen einem Vor-
schlag zufolge einen RNA-G-Quadruplex bilden.

Weitere wichtige Entwicklungen folgten 2002, als Hurley
et al. Struktur und Wirkung eines G-Quadruplex in vivo in
einer Genpromoterregion in menschlichen Zellen nachwie-
sen.™ Dieser intramolekulare G-Quadruplex, bestehend aus
einer Region von 20 bis 30 Basenpaaren, wurde als spezifi-
sches Target fiir ein stabilisierendes kleines Molekiil genutzt,
das die Transkription des onkogenen c-myc-Proteins unter-
driickt. Riou et al. entwickelten ein weiteres kleines Molekiil
zur Stabilisierung von G-Quadruplex-DNA, das die Telome-
rase-Aktivitit in Tumorzellen vermindert.® Berichte,
wonach die Genexpression und die Enzymaktivitit in vivo
durch G-Quadruplex-Targets reguliert werden, sind sicherlich
ein Anreiz fiir weitere Untersuchungen zur Charakterisierung
und Steuerung dieser Nucleinsdurederivate.

3.1. Uberblick iiber Oligonucleotid-G-Quadruplexstrukturen

Im vergangenen Jahrzehnt wurden viele NMR-Unter-
suchungen und eine Reihe von Kristallstrukturanalysen an G-
Quadruplexen durchgefiihrt (siche Tabelle 1); das Thema ist
Gegenstand mehrerer Ubersichtsartikel.®1%13]

Oligonucleotid-G-Quadruplexe unterscheiden sich in der
Zahl ihrer Ketten und deren Orientierung (Abbildung 9).
Quadruplexe sind immer durch Kationen stabilisiert und
konnen aus vier Einzelstrdngen, aus zwei Strangen oder aus
einem Einzelstrang gebildet werden. NMR-spektroskopisch
wurde nachgewiesen, dass Oligonucleotide mit nur einer
Sequenz aus G-Resten Quadruplexe aus vier Parallelstrdngen
bilden (Abbildung 9a).*#2 Abbildung 10 zeigt die Struktur
von [d(TGGGGT)], mit gebundenem Na* im Kristall.[**%!
Zwei separate Helices mit je vier G-Quartetts sind zu einer

Struktur Anmerkung Jahr ~ PDB-Eintrag  Lit.
Oxytricha d(G,T,G,), K*-gebundener bimolekularer G-Quadruplex 1992  1D59 [97]
Thrombin bindendes Aptamer und Thrombin Protein-DNA-Komplex 1993  1HUT 129
1996  1THAP [130]
d(TGGGGT) mit Na* parallel-vierstrangiger G-Quadruplex 1994 244D [83]
1997 352D 84]
[G(M) 163 K/CsT-4pic” erster lipophiler G-Quadruplex 2000 [29]
r(UGGGGU), mit S**+ RNA-G-Quadruplex mit Basenoctade 2001  1J8G [126]
d(G,T,G,), und Oxytricha, Telomer bindendes Protein ~ DNA-Protein-Komplex mit bimolekularem G-Quadruplex 2001  1)B7 [59]
menschliche Telomer-DNA-Sequenzen parallel-bimolekularer G-Quadruplex mit zuriickgefalteten 2002 1K8P [95]
Schleifen
Oxytricha d(G,T,G,), K*-gebundener bimolekularer Quadruplex 2002  1JPQ [60]
1JRN
Oxytricha d(G,T,G,), mit 9 erster DNA-Quadruplex-Wirkstoff-Komplex 2003  1LIH [190]
d(TGGGGT), mit Daunomycin-Trimer DNA-Quadruplex-Wirkstoff-Komplex 2003 100K 191
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Abbildung 9. Strukturen von G-Quadruplex-DNA. a) Parallelstrang-Tetraplex; b) durch
Haarnadel-Dimerisierung gebildeter bimolekularer Komplex mit ,,seitlichen* Schleifen;
c) bimolekularer Komplex mit ,diagonalen Schleifen; d) monomolekularer G-Quadru-

plex.

Abbildung 10. Struktur der Na*-Form des Parallelstrang-G-Quadruplex
[d(TGGGGT)], im Kristall.®¥ Die sieben in einer Reihe angeordneten
Na*-lonen vermitteln den Eindruck eines lonenkanals. PDB-Code der
Struktur: 352D.

Sdule aus acht G-Quartetts gestapelt, wobei die 5'-Enden in
die gleiche Richtung weisen. Die vierstrangige DNA mit
sieben in einer Linie angeordneten Na*-Ionen sieht wie ein
Ionenkanal aus und hat sehr grofe Ahnlichkeit mit dem
lipophilen G-Quadruplex [1];3K*Cs*-4pic” in den Abbil-
dungen3 und 4. In diesem parallelen DNA-Tetraplex
werden die Nat-Ionen entweder sandwichartig von den G-
Quartetts eingeschlossen oder sind coplanar mit einem G-
Quartett.

Die elektrostatische Abstolung zwischen derart dicht
gepackten Kationen muss durch Koordination an die Sauer-
stoffatome des G-Quartetts verringert werden. Nach Ab-
initio-Rechnungen findet ein Ladungstransfer von den Sauer-
stoffatomen des G-Quartetts auf das gebundene Kation
statt.’™ Anderen Rechnungen zufolge tragen die Carbonyl-
Kation-Enthalpien stérker zur Stabilisierung bei als Wasser-
stoffbriicken oder Stapelwechselwirkungen.® AuBerdem
deuten Molekiildynamiksimulationen darauf hin, dass G-
Quadruplex-DNA nur mit gebundenem Na* stabil ist,*”!
wihrend beim Entfernen der Kationen aus dem Kanal die
Struktur zusammenbricht.
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Ein Oligonucleotid mit zwei G-reichen
Regionen kann zu einer Haarnadelstruktur
gefaltet sein, die durch G-G-Hoogsteen-Paare
| zusammengehalten wird (Abbildung 9b,c).
i Die Dimerisierung der Haarnadelstrukturen
o, liefert einen bimolekularen G-Quadruplex

mit zwei Schleifen. Diese Schleifen konnen
3 5 . .
auf zwei Arten angeordnet sein, aus denen
unterschiedliche Faltungen resultieren: ,,Kan-
tenschleifen“ verkniipfen benachbarte anti-
parallele Ketten, wihrend ,,Diagonalschlei-
fen“ den G-Quadruplex tiiberkreuzen und
antiparallele Ketten verbinden. Zu Beginn
der 90er Jahre ergaben Untersuchungen der
Telomerwiederholungseinheit d(G,T,G,) von Oxytricha, dass
diese Sequenz mit unterschiedliche Kationen unterschiedli-
che Strukturen annimmt.® Das NMR-Spektrum in Lsung
zeigte mit Na' einen bimolekularen G-Quadruplex mit
Diagonalschleifen,®*!  wihrend die K*-Form von
[d(G,T,G,)], im Kristall Kantenschleifen aufwies.”!! Die
Signifikanz dieser Unterschiede wird allerdings durch
neuere Kristallstrukturanalysen infrage gestellt, wonach die
K*-Form von [d(G,T,G,)], im Kristall ebenfalls einen bimo-
lekularen Quadruplex mit Diagonalschleifen bildet,> ! der
auch NMR-spektroskopisch in Losung nachgewiesen
wurde.” Die Sekundirstruktur des G-Quadruplex kann als
Templat fiir die Synthese anderer ungewohnlicher DNA-
Topologien verwendet werden. Beispielsweise nutzten Chan
etal. die Form bimolekularer G-Quadruplexe, um eine
Einzelstrang-DNA durch einen Phosphodiester zu verkniip-
fen und so ringformige Oligonucleotide herzustellen (Abbil-
dung 11).%

Monomolekulare G-Quadruplexe mit drei Schleifen
bilden sich aus einem Einzelstrang (Abbildung 9d).
Dabei sorgen die Schleifen im Allgemeinen dafiir, dass alle
G-Quadruplexketten antiparallel sind. Eine noch andere
Schleifengeometrie bei G-Quadruplexen entdeckte man
durch Kristallstrukturanalysen von Oligonucleotiden, die
die menschliche Telomersequenz d(TTAGGG) in der K*-

gebundenen Form enthielt.”™ Das 22-mer d(AGGG-
3 5
G, g2 N
5"pGGTTAGGGGTTAGG-OH 3' A TT
T A
Faltung Tee 6¢
T Denaturierung
Ligation R
:Giz_opof- P
< 2 on : 7

Abbildung 11. Synthese von cyclischen DNA-Oligonucleotiden mit
einem bimolekularen G-Quadruplex als Templat.” An die Kation-ver-
mittelte Faltung des DNA-Einzelstrangs schlie3t sich eine chemische
Verkniipfung und die Denaturierung zur ringférmigen DNA an.
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(TTAGGG);) bildete einen intramolekularen G-Quadruplex,
in dem alle drei TTA-Schleifen eine ,,doppelte Kettenum-
kehr* erfahren, sodass ein monomolekularer G-Quadruplex
mit vier parallelen Ketten entsteht. Diese TTA-Schleifen
reichen weit aus dem G-Quartettkern heraus und sind daher
potenzielle Proteinerkennungsorte (Abbildung 12). Diese
Struktur mit ihren ausladenden Schleifen und dem exponier-
ten G-Quadruplexkern verdeutlicht, wie unterschiedlich
TTAGGG-Wiederholungseinheiten im Chromosom gepackt
sein konnen. "

TTA-Schieife

G-Quadruplex-Achse

Abbildung 12. Struktur des Oligonucleotids d(AGGG(TTAGGG);), das
die menschliche Telomersequenz enthilt, im Kristall.”®! a) Die Seiten-
ansicht des G-Quadruplex zeigt die groRen TTA-Schleifen. b) Schema-
tische Darstellung der , doppelten Kettenumkehr* innerhalb der TTA-

Schleifen. PDB-Code der Struktur: 1K8P.

G-Quadruplexe sind kationenabhingig und werden von
Alkali- und Erdalkalikationen stabilisiert. Die grofite Auf-
merksamkeit galt den in der Zelle am héufigsten vorkom-
menden K*- und Na*-Ionen.””? Generell binden DNA/RNA-
G-Quadruplexe bevorzugt Kt gegeniiber Na*. Diese Selek-
tivitdt wird oft auf die bessere Einpassung von K* in den Gg-
Octamerkifig zuriickgefiihrt. Ross und Hardin kamen aber
zu dem Schluss, dass die K*/Na'-Selektivitit des Gg-Octa-
mers mit dem Prinzip der ,optimalen Passform“ nicht
vollstiandig erklart werden kann, und postulierten die Bedeu-
tung elektronischer Faktoren.” Spiter belegten Hud et al.,
dass die K*/Na*-Selektivitit hauptsichlich von den Hydrata-
tionsenergien des Kations bestimmt wird.”” Beide Kationen
passen zwar zwischen die G-Quartetts, K* ist aber leichter zu
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dehydratisieren. Rechnungen sprechen ebenfalls fiir das
Argument der Ionendehydratation.['"”

Neben Oligonucleotiden bilden auch Polymere mit modi-
fizierten Grundgeriisten G-Quadruplexe. Peptidnucleinsédu-
ren (PNAs) sind Nucleinsiure-Mimetika, in denen das
geladene Grundgeriist durch ungeladene N-(2-Aminoethyl)-
glycin-Linker ersetzt ist.'"! Anders als bei DNA wird die
Hybridisierung und Selbstassoziation neutraler PNA nicht
durch die elektrostatische Abstofung zwischen den Stréngen
destabilisiert. Komplementéire C-reiche PNA kann in intra-
molekulare G-Quadruplexe eindringen und diese entfal-
ten.191 Kiirzlich berichteten Armitage etal., dass G-
reiche PNA auch direkt an vierstrangigen Strukturen beteiligt
sein kann.'® Durch CD-Messungen und Fluoreszenzre-
sonanz-Energietransfer (FRET) konnten sie nachweisen,
dass 1:1-Gemische homologer DNA- und PNA-Sequenzen
zu einem stabilen PNA,:DNA,-Hybrid-G-Quadruplex aggre-
gieren (Abbildung 13). Diese Ergebnisse erweitern den
Anwendungsbereich von PNA in molekularen Erkennungs-
prozessen und sind auch ein Hinweis darauf, dass PNA als
potenzielles, gegen G-Quadruplexe gerichtetes Therapeuti-
kum Beachtung verdient.

DNA

PNA,:DNA,-Hybrid

Abbildung 13. Strukturvorschlag fiir einen PNA,-DNA,-Hybrid-G-Quad-
ruplex, in dem sich DNA- (fett) und PNA-Stringe diagonal gegeniiber
befinden.l'*!

Bisweilen bildet G-reiche DNA unerwiinschte Sekundar-
strukturen. Beispielsweise ist die DNA-Sequenzierung und
die PCR-Vervielfiltigung (PCR =Polymerase-Kettenreak-
tion) G-reicher Sequenzen aufgrund der umfangreichen
Selbstassoziation oft problematisch. Um dies zu umgehen,
wurden modifizierte Nucleobasen eingesetzt, die zwar
Watson-Crick-G/C-Basenpaare bilden, aber nicht selbstasso-
ziieren konnen. Mizusawa et al. konnten nachweisen, dass 7-
desazaG (4) die genaue Nucleotidsequenzierung G-reicher
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DNA ermoglicht.'%! Spiter gelang Seela und Mersmann der
Nachweis, dass der RNA-G-Quadruplex [r(UGGGGU)],
zerfillt, wenn G stufenweise durch 7-desazaG (4) ersetzt
wird.""1%1 Durch das fehlende N7-Atom von Guanosin
entsteht demnach ein System, das keine stabilen G-Quadru-

o (s)
C Sy N
Py 1T
N N NH; N N NH,
HO " HO %
OH OH OH OH

T-desazaG (4) 6-thioG (5)

plexe bildet. Auch bei Oligonucleotiden, die 6-thioG (5)
enthalten, nimmt die Tendenz zur Bildung von G-Quadru-
plexen ab.' Dieser Effekt konnte auf den erheblich
grofleren Van-der-Waals-Radius von Schwefel sowie dessen
schwicher ausgeprigte Tendenz zur Bildung von Wasser-
stoffbriicken und zur Kationenbindung zuriickzufiihren sein.
Molekiildynamikrechnungen fiir DNA mit 6-thioG (5) spre-
chen fiir die Annahme, dass ein Schwefelatom an C6
schlichtweg zu grof ist, um ein G-Quartett zu bilden.!"!

3.2. G-Quartetts stabilisieren gestapelte Nucleobasen-Triaden
und -Tetraden

Wie aus Abbildung 14 und Tabelle 2 hervorgeht, gibt es
unterschiedliche Arten der Wechselwirkung zwischen Mole-
kiilen und G-Quadruplexen: durch faciale Erkennung, seit-

Abbildung 14. Beispiele fiir die Erkennung eines bimolekularen G-
Quadruplex durch Molekiile. a) Faciale Erkennung durch Stapelwech-
selwirkungen entweder mit dem terminalen G-Quartett oder durch
Intercalation zwischen G-Quartett-Schichten; b) Seitenerkennung tiber
die exponierten N3-, N2-H- und C8-H-Atome des G-Quartetts; c) Bin-
dung an einstringige Schleifen des G-Quadruplexkerns; d) gleich-
zeitige terminale Stapelung und Wechselwirkung von Molekiilen mit
benachbarten Schleifen- oder Furchenregionen.
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Tabelle 2: Molekulare Erkennung von G-Quadruplexen.

faciale Erkennung durch Stapelung:
® Nucleobasen-Triaden und -Tetraden
@ aromatische Molekiile, Telomerase-Inhibitoren

Seitenerkennung durch Wasserstoffbriicken:

@ Wasserstoffbriicken zu anderen Nucleobasen

® Proteinerkennung: seitliche Wechselwirkungen mit Aminosiuren
® Wasser-Nucleobase-Wechselwirkungen

Schleifenerkennung durch Wasserstoffbriicken und elektrostatische

Wechselwirkungen:

® Proteinwechselwirkungen: elektrostatische Phosphat-Ammonium-
Anziehung

o Niedermolekulare Verbindungen und Wasser

Furchenerkennung durch Wasserstoffbriickenbindung und elektrostati-
sche Wechselwirkungen

® Wasserwechselwirkungen tiber Hydratationsgrat

@ Seitenketten von gestapelten aromatischen Molekiilen

liche Erkennung, Schleifenerkennung oder durch gleich-
zeitige Bindung an die Oberfliche des G-Quartetts und eine
benachbarte Schleife oder Furche.

In der Umgebung von Nucleinsduren haben benachbarte
Nucleobasen im Wesentlichen zwei Moglichkeiten, ein G-
Quartett zu erkennen: durch Stapelung an dessen Oberfldche
oder durch Wasserstoffbriickenbindung an eine exponierte
Seite. AuBerdem sind angrenzende Schleifen in bimolekula-
ren oder monomolekularen G-Quadruplexen molekulare
Erkennungsorte, besonders fiir Proteine und niedermoleku-
lare Verbindungen.™ Biophysikalische Untersuchungen
hatten gezeigt, dass das G-Quartett eine Plattform zur
Stabilisierung von anderen wasserstoffverbriickten Struktur-
motiven bietet.”! Nachweisen konnten dies erstmals Cheong
und Moore mit [r(UG,U)],.!"" Aus dem NMR-Spektrum
leiteten sie eine Struktur ab, in der ein wasserstoffverbriicktes
U,-Quartett auf den G-Quadruplex gestapelt ist. Nach Auf-
fassung der Autoren ist die Bildung des U,-Quartetts zuriick-
zufithren auf ,,... the special context provided at the end of a
tetra G stack, not because it is an intrinsically stable
structure.“"! Patel et al. nutzten das G-Quartett als Templat
zur Bildung von Basentripletts und -quartetts">"'*! und
wiesen nach, dass diese wasserstoffverbriickten Anordnungen
durch Stapelwechselwirkungen stabilisiert werden. Zum Bei-
spiel dimerisiert das Dodecamer d(A,G,T,A,G,) in Gegen-
wart von Na® zu einer Diamantstruktur mit symmetriever-
wandten G-Quartetts im Zentrum.!'"'*! Charakteristisch fiir
die Diamantstruktur ist die progressive Stapelung eines G-
Quartetts, eines T-[A-A]-Basentripletts, eines Mismatch-
Dimers und einer Einzelbase (Abbildung 15). Diese Arbeiten
veranschaulichen die Fihigkeit des G-Quartetts, die struk-
turelle Diversitidt von DNA zu erweitern. Solche ungewohn-
lichen Strukturen diirften ausgezeichnete Kandidaten fiir die
Bindung kleiner Molekiile oder Proteine sein.

Basentetraden wie U,, T, und A, konnen die G-Quadru-
plexe iiberdachen.""""""""8] Auch stabile gemischte Tetraden
mit mehr als einer Nucleobasenart bilden sich iiber dem G-
Quartett. Patel etal. konnten nachweisen, dass
d(GCGGT;GCGG) in Losung zu einem Quadruplex dime-
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Abbildung 15. NMR-spektroskopisch abgeleitete Diamant-Struktur, die
durch bimolekulare Assoziation des Oligonucleotids d(A,G,T,A,G,) in
Gegenwart von Na* entsteht. Das G-Quartettzentrum dient als Platt-
form zur Stabilisierung benachbarter T-[A-A]-Basentriaden.""! Die T-
Reste sind als Dreiecke, die G- und A-Reste als Rechtecke dargestellt.

risiert, in dem G:C:G:C-Tetraden tiber den G-Quartetts
gestapelt sind.""! Diese gemischten G:C:G:C-Tetraden sind
Dimere der Watson-Crick-G:C-Basenpaare, die abhingig von
den Ionenbedingungen zwischen unterschiedlichen Anord-
nungen wechseln (Abbildung 16). NMR-Untersuchungen
zufolge bildet d(GGGCT,GGGC) in Na*-Losung eine
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Abbildung 16. Konformationsinderung des aus d(GGGCT,GGGC)
gebildeten bimolekularen G-Quadruplex am kationischen Templat. In
Nat-Lésung wird eine G:C:G:C-Tetrade mit genau entgegengesetzten
G-C-Basenpaaren iiber ein G-Quartett gestapelt. Bei der K*-Komplexie-
rung durch N7 und O6 von Guanosin nehmen diese vier Basen eine
,verschobene“ Anordnung der G-C-Paare ein."*"? Unter den schema-
tisch dargestellten Faltungen ist die Anordnung der G:C:G:C-Tetrade
wiedergegeben.
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G:C:G:C-Tetrade mit genau entgegengesetzten G-C-
Paaren.""”) Bei Zugabe von K* verschiebt sich die Anordnung
der G-C-Basenpaare, vermutlich weil die N7- und O6-Atome
von Guanosin das Kation komplexieren."”! Diese K*-indu-
zierte Umwandlung der ,,geschlossenen® in eine ,,verscho-
bene® Form der G:C:G:C-Tetrade war durch Ab-initio- und
Molekiildynamikrechnungen reproduzierbar.['??? In beiden
G:C:G:C-Anordnungen bestehen umfangreiche Uberlap-
pungen zwischen den aromatischen Oberflichen und dem
angrenzenden G-Quartett. Die ausgedehnte Basenstapelung
in Langsrichtung dieses G-Quadruplex stabilisiert zweifellos
seine Faltung. Diese Untersuchungen belegen, dass DNA-
Quadruplexe nicht ausschlielich aus G-Quartetts bestehen
miissen. Zudem erhoht die Neigung G-reicher Sequenzen, als
Templat bei der Bildung von Basentetraden und -triaden zu
wirken, die strukturelle Vielfalt von DNA betrichtlich.

3.3. Molekulare Erkennung der G-Quartett-Seiten

Wasserstoffbriicken-Donoratome (N2-H und C8-H) und
-Acceptoratome (N3) an den AuBenseiten des G-Quartetts
sind Stellen der molekularen Erkennung (sieche Abbil-
dung 1b). Sie befinden sich am Boden einer in Léangsrichtung
des G-Quadruplex verlaufenden Furche und kénnen Wasser,
Ionen, Aminosiure-Seitenketten und andere Nucleobasen
binden. Beispielsweise bilden einige G-Quartetts mit lokalem
Adenin ,verschobene“ G-A-Wasserstoffbriicken. NMR-
spektroskopisch wurden Hexaden und Heptaden als Struk-
tureinheiten nachgewiesen, in denen zwei oder drei Adenin-
nucleobasen iiber Wasserstoffbriicken an ein einzelnes G-
Quartett binden.['*-'2]

Bei der NMR-spektroskopischen Untersuchung von
r(GGAGGUUUUGGAGG) stellten Uesugi et al. fest, dass
sich ein RNA-Molekiil zu einem Quadruplex faltet, der eine
G:G:G:G-Tetrade und eine G:G(:A):G:G(:A)-Hexade ent-
hilt.'”! Wie aus Abbildung 17 hervorgeht, vergroBert die
Erweiterung des unteren G-Quartetts zu einer wasserstoff-
verbriickten Hexade auch die fiir Stapelwechselwirkungen
verfiigbare Oberfliche. In Losung dimerisieren zwei
r(GGAGGUUUUGGAGG)-Molekiile iiber diese Hexaden-
flaichen. Die umfangreichen Wechselwirkungen durch Basen-
stapelung und Wasserstoffbriicken tragen zu der hohen
thermodynamischen Stabilitdt dieses speziellen RNA-Quad-
ruplex bei. Die hochste Basenexpansion wurde in der
Struktur einer Sr’*-gebundenen RNA im Kristall nachge-
wiesen: eine Octade, in der jede Base des G-Quartetts ein
G:U-Paar bildet."® Diese Arbeiten zeigen, dass die Erken-
nung iber G-Quartett-Seiten bei der Nucleinsdurefaltung
eine wichtige Rolle spielen kann.

3.4. Molekulare Erkennung von G-Quadruplexen durch Wasser

Kristallstrukturanalysen liefern eine Fiille von Informa-
tionen iiber die molekulare Erkennung von G-Quadruple-
xen.P 8 Ays diesen Strukturen geht insbesondere hervor,
dass Wasser zur Aufrechterhaltung der strukturellen Integri-
tit von DNA beitrdgt. Ein G-Quadruplex hat an seiner
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G:G(:A):G:G[:A)-
Basenhexade

Abbildung 17. Seitenerkennung eines G-Quartetts durch Wasserstoff-
briickenbindung benachbarter Adenineinheiten an die exponierte Quar-
tettseite. Ein Molekiil r(GGAGGUUUUGGAGQG) faltet sich zu einem G-
Quadruplex mit einer G:G:G:G-Tetrade und einer G:G(:A):G:G(:A)-
Hexade. Zwei dieser RNA-Molekiile dimerisieren in Lésung tiber diese
Hexadenflache.”!

Oberflidche vier Furchen, deren Boden von den C8-H-, N2-H-
und N3-Atomen gebildet werden. Uber diesen Boden werden
die Furchen auf beiden Seiten von Sauerstoffatomen der
Phosphat- und Zuckerreste eingefasst. Alle diese Atome auf
dem Boden und entlang der Seiten konnen mit Wasser-
molekiilen bei einer Vielzahl von Kombinationsmoglichkei-
ten Wasserstoffbriicken bilden. % So wiesen Horvath und
Schultz nach, dass Wasserstoffbriicken mit C8-H bei der
Hydratation der G-Quartettstruktur von Oxytricha eine
wichtige Rolle spielen, denn von 25 gebundenen Wasser-
molekiilen bildeten sieben Wasserstoffbriicken zum aroma-
tischen C8-H.P”! Zwischen den Wassermolekiilen und den
Guaninseiten sowie dem Zucker-Phosphat-Geriist bestehen
ausgedehnte Wechselwirkungen iiber Wasserstoffbriicken,
die fiir wohlgeordnete Hydratationsgrate in den Furchen
des G-Quadruplex sorgen. Abbildung 18 zeigt als Beispiel
den Hydratationsgrat der [d(TG,T)],-Struktur.’®¥

Neidle et al. haben in ihrer Arbeit iiber die DNA von
Oxytricha das Hydratationsmuster dieses bimolekularen G-
Quadruplex ausfiihrlich beschrieben.®™ Auch hier enthalten
alle Furchen Wassercluster, die benachbarte DNA-Strénge
verbriicken. Auflerdem waren auch die G-Quadruplexschlei-
fen weitgehend hydratisiert, und Wassermolekiile verkniipf-
ten die Schleifen mit dem endstéindigen K*-Ton und mit den
Hydratationsgraten entlang der Furchen. Durch Wasser ver-
mittelte Briicken zwischen den Dominen tragen sicher
entscheidend dazu bei, die Schleifenkonformationen zu
stabilisieren.
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Abbildung 18. Hydratationsgrat, der eine der Furchen in der Na*-Form
des G-Quadruplex [d(TGGGGT)], ausfiillt.®¥ Die hellen Atome sind die
Sauerstoffatome des Wassers. PDB-Code der Struktur: 352D.

3.5. Molekulare Erkennung von G-Quadruplexen durch Proteine

Mithilfe von In-vitro-Selektion wurden DNA- und RNA-
Oligonucleotide, so genannte Aptamere, selektiert, die an
Targetmolekiile binden.'”” Diese Targets sind hiufig Pro-
teine. Ein gut untersuchtes Aptamer ist das Thrombin
bindende Aptamer (TBA), ein gerinnungshemmendes
DNA-15-mer."*! Kristallographisch™* und NMR-spek-
troskopisch™ %! wurde nachgewiesen, dass TBA einen
monomolekularen G-Quadruplex mit zwei G-Quartetts und
drei Schleifen bildet. Die Struktur und die biologische
Wirkung von TBA sind K*-abhiingig. NMR-spektroskopi-
sche, kalorimetrische und ESI-MS-Untersuchungen haben
ergeben, dass TBA mit zweiwertigen Pb**-, Sr**- und Ba’*-
Tonen noch stabiler ist.'**'31 Verwandte DNA-Aptamere
inhibieren menschliche HIV-Integrase mit I1Cs-Werten im
nM-Bereich,*®'3 wobei sie dhnlich wie TBA einen mono-
molekularen G-Quadruplex bilden."** ] Ein 17-meres Phos-
phorthioat-Oligonucleotid bildet ein intermolekulares G-
Quadruplexaptamer, das die V3-Schleife der reversen HIV-
Transkriptase bindet."*?! Ahnlich wie viele andere G-Quad-
ruplexe war dieses Phosphorthioat-Aptamer mit einer Disso-
ziationshalbwertszeit von 60 Tagen #uBerst stabil* und
behielt seine Aktivitidt auch noch bei pm-Konzentrationen.
Von vielen anderen Protein bindenden Aptameren nimmt
man an, dass sie G-Quadruplexe als Teil ihrer bioaktiven
Struktur bilden. 4

Obwohl viele Proteine, darunter Aptamere, onkogene
Faktoren, Antikorper!™ und telomere Proteine,'™¥ G-
Quadruplexe binden, sind nur wenige molekulare Details zu
Quadruplex-Protein-Wechselwirkungen ~ bekannt.'?  Die
Struktur von Thrombin-gebundenem TBA im Kristall lief3
einige Ionenpaare zwischen Phosphatgruppen in den Apta-
merschleifen und den Lys- und Arg-Seitenketten erken-
nen.”13 Besonders aufschlussreich ist die Kristallstruktur-
analyse des telomeren Proteins von Oxytricha nova im
Komplex mit d[G,T,G,],.”” Der bimolekulare Quadruplex
in diesem Komplex enthélt ebenso wie in der DNA-Losung
Diagonalschleifen. Die meisten DNA-Protein-Wechselwir-
kungen bestehen mit diesen Schleifen und nicht mit dem
Quadruplexkern.

Zu den wichtigsten DNA-Protein-Wechselwirkungen
gehoren: 1) elektrostatische Wechselwirkungen, wobei drei
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symmetrieverwandte Proteine die Oberflidche einer tiefen,
elektropositiven Cavitit bilden, um die gefaltete DNA auf-
zunehmen; 2) Van-der-Waals-Wechselwirkungen, wie sie z. B.
auftreten, wenn die aromatischen Ringe von Tyr142 und
Phe 141 gegen den G-4-Zucker gepackt werden; 3) durch
Wasser vermittelte Wasserstoffbriicken, wobei eine der
T,-Schleifen ein ausgedehntes Netzwerk von Wasser-ver-
mittelten Wasserstoffbriicken mit dem Protein bildet;
4) Packungswechselwirkungen zwischen Nucleobase und
Peptid, wobei der T6-Rest der anderen Schleife mit dem
Protein iiber Van-der-Waals-Kontakte und Wasserstoff-
briicken wechselwirkt. Diese T6-Nucleobase ist zwischen
eine Leu-Seitenkette und die polarisierte Asp437-Gly438-
Peptidbindung gepackt und bildet gleichzeitig Wasserstoff-
briicken mit Atomen der Proteinseitenketten und der Haupt-
kette.

Die beiden verfiigbaren Kristallstrukturanalysen fiir das
Oxytricha- und fiir das Thrombin-System®™ %139 liefen nur
wenige direkte Wechselwirkungen zwischen dem Protein und
dem G-Quadruplexkern erkennen. Der G-Quadruplex
scheint eher als Geriist zu dienen, an dem die Schleifen fiir
die molekulare Erkennung prasentiert werden. Die Struktur
des aus der menschlichen Telomersequenz d(TTAGGG)
gebildeten monomolekularen G-Quadruplex im Kristall
lasst darauf schlieBen, dass die groBen Schleifen ideale
Proteinbindungsorte sind.”! Wen und Gray schlugen vor,
dass g5Sp — ein Protein, das einstringige DNA bindet —
bevorzugt an definierte Schleifen und nicht an Zufallsknduel
bindet, um damit seinen Entropieaufwand bei der Bindung zu
verringern. Dies lieBe sich am besten mit einem G-Quadru-
plexkern erreichen, der die Konformation und Dynamik nahe
gelegener Schleifen einschrinkt.'*”) Wenn mit der Zeit mehr
Strukturinformationen zur Verfiigung stehen, werden wir
wissen, ob es bei den G-Quadruplex-Protein-Wechselwirkun-
gen eine allgemeine Pridferenz zur Bindung von Schleifen
gibt.'*!

3.6. G-Quadruplex-Aptamere: Erkennung durch kleine Molekiile

Auch kleine Molekiile bilden DNA- und RNA-Aptamere,
wobei G-Quartetts hdufig Teil der Aptamerstruktur
sind."*"12 Porphyrine und G-Quartetts haben #hnliche Ober-
flaichenbereiche, und Stapelwechselwirkungen zwischen Por-
phyrinen und G-Quadruplexen wurden durch viele biophysi-
kalische und biochemische Untersuchungen nachgewie-
sen.”1337158] Sen et al. und andere Arbeitsgruppen haben
einige Oligonucleotidaptamere beschrieben, die zur Bindung
von Porphyrinen ausgewihlt wurden.'®% Anhand der
optischen Spektren und aufgrund von Hinweisen aus Schutz-
gruppenexperimenten wurde vorgeschlagen, dass sich diese
Aptamere in Gegenwart von Porphyrin zu G-Quadruplexen
falten. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass einige Aptamere,
die mit dem Ubergangszustandsanalogon N-Methylmesopor-
phyrin (NMM) selektiert wurden, die Cu**- und Zn**-Metal-
lierung von Porphyrinen katalysieren (Abbildung 19).1'*"
Diese katalytische DNA, die fiir ihre Wirkung K* benotigt,
kann die Porphyrine entweder durch Stapelung an der
Oberfldche oder durch Intercalation zwischen die G-Quar-
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Abbildung 19. Metallierung von Porphyrin, katalysiert durch einen
DNA-G-Quadruplex.'s!

tetts binden. Li und Sen nahmen an, dass die DNA-
Chelatasen die Substratbindungsenergie nutzen, um die
planare Konformation des Porphyrins zu verzerren, wodurch
das Porphyrin basischer wird und leichter zu metallieren
ist.'%] Den Autoren zufolge ist das G-Quartett hinreichend
starr, um diese Substratverzerrung zu ermoglichen.!'

Eine weitere durch DNA-Aptamere katalysierte Reak-
tion wurde ebenfalls durch Sen etal. identifiziert.'®6®
FEinige DNA-Hémin-Komplexe haben eine hohere Per-
oxidase-Aktivitét als der Him-Cofaktor allein. Die Autoren
nahmen an, dass die gefaltete DNA das gebundene Ham
aktiviert."* Die erhohte Peroxidase-Aktivitit des Aptamers
wurde mit einem G-Quadruplex erklért, der ein zwischen G-
Quartetts eingeschobenes Him-Molekiil enthilt."*! Diese
Arbeiten belegen, dass DNA iiber ihre Funktion als Informa-
tionsspeicher hinaus auch als Katalysator wirken kann.

Durch In-vitro-Selektion entdeckten Isalan et al. Zn**-
Finger-Peptide, die G-Quadruplexe binden.'] In diesen
Experimenten banden hochaffine Peptide (K,=25nm) mit
drei Helices die menschliche Telomersequenz d(GGTTAG).
Diese Zn**-Finger waren spezifisch fiir G-Quadruplexe, denn
Duplex-DNA mit der gleichen Sequenz wurde nicht gebun-
den. Da die Zn>*-Finger hohe Anteile bestimmter Amino-
sduren enthielten, schlossen die Autoren auf Wasserstoff-
briicken zwischen Glu/Asp-Seitenketten und den N2-Amino-
gruppen von Guanosin, wihrend His-Gruppen auf dem G-
Quartett gestapelt werden konnten.

3.7. Telomerase-Inhibitoren: kleine Molekiile, die DNA-G-
Quadruplexe stabilisieren

Das Telomer ist ein Nucleoprotein-Schutzkomplex an den
Chromosomenenden."® 7!l Die menschliche Telomer-DNA
besteht aus 5000-15000 Basen der repetitiven Sequenz 5'-
TTAGGG-3', die durch eine Reihe von Proteinen gebunden
werden. Da mit jeder Replikation 50-500 TTAGGG-Ein-
heiten verloren gehen, schrumpft das Telomer langsam, und
die Zelle geht zugrunde. Tumorzellen entgehen diesem
Prozess, indem sie Telomerase, eine reverse Transkriptase
mit einem RNA-Templat fiir die Telomerverldngerung,
exprimieren.'>"™ Telomere sollen bei Krebserkrankungen
eine Rolle spielen. Diese Annahme beruht zum Teil darauf,
dass gesunde Zellen in vitro durch Induktion mit Telomerase
in maligne Zellen umgewandelt werden kénnen.' AuBer-
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dem kann die Inhibierung von Telomerase Krebszellen
absterben lassen, was belegt, dass menschliche Telomerase
ein wichtiges Target fiir die antineoplatische Therapie ist.['"!

Ein Ansatz zur Inhibierung von Telomerase ist die
Blockierung der Enzym-Substrat-Wechselwirkung. Einstrédn-
gige DNA ist ein Telomerase-Substrat, G-Quadruplex-DNA
dagegen nicht. Man nimmt an, dass der einstringige Uber-
hang aus 5'-TTAGGG-3'-Einheiten im menschlichen Telomer
zu einem intramolekularen G-Quadruplex gefaltet ist, und
dass ionische Bedingungen, die G-Quadruplexe stabilisieren,
Telomerase inhibieren. Cech et al. haben berichtet, dass die
Telomerase-Aktivitidt von Oxytricha nova in Gegenwart von
K* signifikant abnimmt: ,,... (f)olding of telomeric DNA into
G-quartet structures seems to influence the extent of telomere
elongation in vitro and might therefore act as a negative
regulator of elongation in vivo.“!'”"

Die Inhibierung von Telomerase hingt von der Verschie-
bung des Gleichgewichts zwischen Einzelstrang und Quadru-
plex zur gefalteten Form ab. Eine Strategie besteht darin, die
G-Quadruplexform durch Bindung hochaffiner kleiner Mole-
kiile zu stabilisieren. In einer Reihe von Ubersichten ist
ausfiihrlich beschrieben, wie durch Wirkstoff-Design und
Screening Verbindungen identifiziert wurden, die G-Quadru-
plexe binden und Telomerase inhibieren.'’*1%3 Wie aus den
Strukturformeln 6-15 hervorgeht, sind die meisten Telome-
rase-Inhibitoren aromatische Verbindungen mit elektronen-
armen Ringen, die sich fiir Stapelwechselwirkungen mit dem
elektronenreichen G-Quartett eignen. Ethidiumbromid (6),
ein gut untersuchter Duplex-Intercalator, bindet DNA-Quad-
ruplexe,™ da aber die Ethidiumoberfliche ein G-Quartett
nicht vollig bedeckt, sollten gro3ere aromatische Verbindun-
gen bessere Inhibitoren sein.

1997 wurde mit dem Anthrachinon-Derivat 7 das erste
kleine Molekiil beschrieben, das G-Quadruplex-DNA bindet
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und Telomerase inhibiert.s Seither wurden hunderte von
Telomerase-Inhibitoren identifiziert.'”*'% Wie die aromati-
schen Inhibitoren mit G-Quadruplex-DNA wechselwirken,
ist umstritten. Zum einen wird eine Intercalation zwischen
den G-Quartetts angenommen,* zum anderen wird vorge-
schlagen, dass die Verbindungen auf terminale G-Quartetts
stapeln.!'”! Die wenigen, durch NMR-Spektroskopie,!'s1%!
Faserbeugungsstudien!™ und Kristallstrukturanalyse'**!!]
erhaltenen Strukturen von Quadruplex-Ligand-Komplexen
lassen darauf schlieBen, dass Telomerase-Inhibitoren an den
Enden gestapelt werden und nicht intercalieren (Abbil-
dung 20). Aus der kristallographischen Untersuchung von
Wechselwirkungen zwischen dem G-Quadruplex und Dau-
nomycin (8) schlossen Clark et al., dass die Intercalation des
Wirkstoffs zwischen G-Quartett-Schichten energetisch auf-
windiger sein diirfte als die Stapelung an den Enden, da bei
einer Intercalation der Tetradenstapel abgebaut und die Helix
entwunden werden miissten.”"! Zudem wiirde die terminale
Stapelung aromatischer Wirkstoffe anders als die Intercala-
tion eine Stabilisierung der Kationen erméglichen, sodass sie
im G-Quadruplex-Kern koordiniert bleiben. Aus der Struktur
eines anderen G-Quadruplex-Wirkstoff-Komplexes im Kris-
tall geht hervor, dass der Wirkstoff 9 nicht nur auf das
terminale G-Quartett gestapelt ist, sondern gleichzeitig mit
seinen Seitenketten an die benachbarte Schleife bindet und so
seine Position festigt.*

Telomerase-Inhibitoren wurden sowohl durch struktur-
bezogenes Design als auch durch Aktivitéts-Screening iden-
tifiziert. So nutzten Shafer et al. rechnergestiitztes Modeling
zum Screening von virtuellen Bibliotheken nach potenziellen
Wechselwirkungspartnern von G-Quadruplexen. Dabei
wurde ein Carbocyanin-Farbstoff identifiziert, der bimoleku-
lare G-Quadruplexe bindet.”” Vor kurzem wurde nachge-
wiesen, dass das durch kombinatorische Selektion erhaltene
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Abbildung 20. \Wechselwirkung aromatischer Inhibitoren mit G-Quad-

ruplex-DNA. NMR-Daten zufolge wird der Wirkstoff auf die Enden des
G-Quadruplex gestapelt (fett) und nicht zwischen G-Quartett-Schichten
eingeschoben (punktiert).'®®

Carbocyanin-Peptid-Konjugat 10 G-Quadruplex-DNA mit
hoher  Affinitit und Quadruplex/Duplex-Selektivitét
bindet.['*”]

In einem anderen Modellierungsansatz entwickelten und
synthetisierten Fedorov und Hurley die mit dem Quadruplex
wechselwirkende Verbindung PIPER (11), die sich als wirk-
samer Telomerase-Inhibitor erwies."™ Der auf der NMR-
Zeitskala langsame Austausch zwischen DNA-gebundenem
und freiem PIPER (11) sowie die Ligand-DNA-NOEs
ermoglichten es, die Lage des Wirkstoffs im Komplex mit
G-Quadruplex-DNA zu bestimmen. Demnach ist PIPER (11)
endstindig iiber ein terminales G-Quartett gestapelt. Dieses
Perylenderivat ist zudem ein molekulares Chaperon, da es die
Bildungsgeschwindigkeit eines bimolekularen G-Quadruplex
auf das 100fache erhoht.™ Salazar etal. nutzten diese
Affinitdt zur Entwicklung des PIPER-Konjugats Perylen-
[Fe''(edta)] zur Spaltung von G-Quadruplex-DNA " Durch
NMR-Spektroskopie stellten sie fest, dass Fe-freies Perylen
auf das terminale G-Quartett gestapelt war. Weiter wurde
nachgewiesen, dass G-Quadruplex-DNA von Perylen-
[Fe"(edta)] selektiv ohne Schidigung von Duplex-DNA
gespalten wird. Verbindungen, die G-Quadruplex-DNA
selektiv zerstoren, konnen als Struktursonden von Nutzen
sein.

Neueren Arbeiten zufolge konnen die selbstorganisierten
G-Quadruplexe auch mit aggregierten Liganden wechselwir-
ken. Angesichts der ausgedehnten Oberfliche, die ein
planares G-Quartett prisentiert, ist diese Beobachtung
plausibel. Die strukturelle Basis ist zwar noch unklar, aber
Kerwin et al. konnten nachweisen, dass sich die Bindungs-
selektivitidt des Tetraplex stark erhoht, wenn PIPER (11)
aggregiert ist.[1%1%7

Eine Kristallstrukturanalyse veranschaulicht die bemer-
kenswerten Selbstorganisationseigenschaften bei G-Quadru-
plex-Wirkstoff-Wechselwirkungen. Clark et al. wiesen nach,
dass Daunomycin (8) bei Wechselwirkung mit vierstrangigem
[d(TG,T)], unter Selbstorganisation das nichtkovalente
Trimer [8]; bildet (Abbildung 21). Die Daunomycin-Trimere
werden durch Van-der-Waals-Wechselwirkungen zusammen-
gehalten. Im Kristall sind zwei Daunomycin-Trimere zwi-
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schen die 5'-G-Quartetts gestapelt, die den G-Quadruplex
bilden."” Zwischen dem terminalen G-Quartett und dem
Daunomycin-Trimer bestehen ebenfalls ausgedehnte Stapel-
wechselwirkungen. AuBlerdem reichen die Zuckerreste der
drei Daunomycinmolekiile in die Furchen hinein, wo sie tiber
Wasserstoffbriicken an den G-Quadruplexkern binden.

Konkurrenzdialyseversuche haben kiirzlich ergeben, dass
der dimere Makrocyclus BOQ (12) im Unterschied zum
monomeren Derivat G-Quadruplex-DNA selektiv bindet.'”¥!
BOQ ist zudem ein wirksamer Telomerase-Inhibitor. Die
gegeniiber der monomeren Form hohere Selektivitidt des
dimeren Makrocyclus wird auf stirkere hydrophobe und
Stapelwechselwirkungen mit G-Quadruplex-DNA zuriickge-
fiihrt.

Read et al. erhielten verbesserte Telomerase-Inhibitoren
durch strukturbezogenes Design.'”! Molecular-Modeling-
Studien zufolge sollte die Affinitdt des G-Quadruplex zuneh-
men, wenn an den vorhandenen Acridinwirkstoff 9 an
geeigneter Stelle eine dritte Seitenkette angefiigt wird
(Bildung von 13). Die Autoren begriindeten dies mit weiteren
Kontakten zwischen Seitenkette und Furche, die fiir zusitz-
liche Stabilitdt der gefalteten DNA sorgen und so zu stiarkerer
Inhibierung von Telomerase fithren. Ein Vergleich der Eigen-
schaften beider Acridine 9 und 13 ergab, dass durch
Ankniipfen der dritten Seitenkette die Bindungsaffinitit des
Wirkstoffs fiir den G-Quadruplex, seine Quadruplex-Duplex-
Selektivitdt und seine Inhibitorwirkung fiir Telomerase ver-
bessert wird.

Auch durch kombinatorisches Screening wurden vielver-
sprechende Telomerase-Inhibitoren entdeckt. Mergny und
Hélene et al. identifizierten mit einem FRET-Assay Triazin-
derivate wie 14, die die Faltung eines DNA-Oligonucleotids
zu einem G-Quadruplex induzieren.”**! Einige dieser
Triazine erwiesen sich als nm-Inhibitoren fiir menschliche
Telomerase. Durch kombinatorisches Screening konnen
wirksame Verbindungen identifiziert werden, die man im
strukturbezogenen Design vielleicht nicht berticksichtigt
hitte.

Der wirksamste und selektivste Telomerase-Inhibitor ist
der Naturstoff Telomestatin (15), der bei einem Aktivitéts-
Screening aus Streptomyces anulatus isoliert wurde.”” NMR-
und Modeling-Studien zufolge ist Telomestatin auf ein G-
Quartett gestapelt, was erneut darauf schlie3en lésst, dass die
Inhibierung von Telomerase auf die Fahigkeit zur Stabilisie-
rung der G-Quadruplexform von telomerer DNA zuriick-
zufiihren ist.?”

3.8. Zusammenfassung der fiir die G-Quadruplexstruktur und die
molekulare Erkennung wichtigen Wechselwirkungen

Wie bei den meisten supramolekularen Systemen wirken
bei der Bildung eines G-Quadruplex mehrere nichtkovalente
Wechselwirkungen zusammen. Experimentell und rechne-
risch wurde nachgewiesen, dass Kation-Dipol-Wechselwir-
kungen fiir die Wasserstoffbriicken und die charakteristische
Basenstapelung von G-Quadruplexstrukturen essenziell sind.
Die Kationbindung verringert vermutlich die AbstoBung der
vier zentralen Sauerstoffatome im wasserstoffverbriickten
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Abbildung 21. Strukturdarstellungen des selbstorganisierten, an den vierstringigen G-Quadruplex [d(TG,T)], gebundenen Daunomycin-Trimers [8];
im Kristall.'®V a) Seitenansicht der Stapelung des G-Quartett-Kerns auf der Oberseite von [8];; b) Ansicht von oben auf das terminale G-Quartett
auf [8];; c) Ansicht von unten auf das von Van-der-Waals-Wechselwirkungen zusammengehaltene Daunomycin-Trimer [8]5; d) Strukturformel des

Daunomycin-Trimers [8];. PDB-Code der Struktur: TOOK.

Quartett, verstarkt die Wasserstoffbriicke und stabilisiert die
G-Quartettstapelung.

Stapelwechselwirkungen sind ebenfalls von Bedeutung
fiir die Steuerung der Struktur und molekularen Erkennung
von G-Quadruplex-DNA. Die Basenstapelung wird durch
elektrostatische und dispersive (Van-der-Waals-)Wechselwir-
kungen hervorgerufen.”™ ! Das G-Quartett prisentiert eine
ausgedehnte Oberfliche fiir Wechselwirkungen mit Arenen,
seien es andere Nucleobasenaggregate oder niedermoleku-
lare Liganden. Auch wenn der relative Einfluss der die
aromatischen  Stapelwechselwirkungen  verursachenden
Kriifte noch diskutiert wird,”™ lassen sowohl rechnerische
als auch experimentelle Ergebnisse darauf schlieBen, dass
diese Stapelwechselwirkungen mit dem nichtklassischen
hydrophoben Effekt erklirt werden kénnen.”™ So haben
Sponer et al. stark anziehende Van-der-Waals-Wechselwir-
kungen zwischen zwei G-Quartetts berechnet (AH=
—49 kcalmol '), wihrend die elektrostatische Komponente
mit AH=+28 kcalmol™' repulsiv war. Damit resultierte
sogar ohne ein kationisches Templat eine Gesamtstapelungs-
energie von AH = —21 kcalmol " Diese Enthalpie fiir die
Quartettstapelung (AH = —21 kcalmol™) ist groBer als die
fiir Stapelwechselwirkungen innerhalb der Duplex-DNA
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berechnete Enthalpie von —10 bis —15kcalmol™!. Auch
kalorimetrische Messungen von G-Quadruplex-Ligand-
Wechselwirkungen ergeben mit AH<<0 und TAS<0 die
charakteristischen Werte fiir den ,,nichtklassischen® hydro-
phoben Effekt."®] Dieser Effekt ist auf den Enthalpiegewinn
bei der Stapelung groBer aromatischer Oberfldchen, die
polarisierbare Atome enthalten, zuriickzufiihren.”™ Ein
Enthalpiegewinn tritt auch auf, wenn das an diese aromati-
schen Oberfldchen schwach gebundene Wasser an die Umge-
bung abgegeben wird.

SchlieBlich konnen auch Hydratationsgrate in den Fur-
chen und Wassermolekiile zwischen den Schleifen und dem
G-Quartettkern dazu beitragen, Struktur, Dynamik und
Wirkung des G-Quadruplex zu steuern.

4. Lipophile G-Quadruplexe: Strukturmodelle fiir
DNA, selbstorganisierte lonophore und andere
Strukturmotive

Der Ubersichtsartikel von Guschlbauer et al. enthilt die
folgende Feststellung: ,,(w)ater appears to be an indispensable

solvent for the auto-association of guanosine ... organic
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solvents give rise to poorly organized aggregates.“"! Damals
war noch nicht bekannt, welche Derivate und Bedingungen
erforderlich sind, damit G-Quadruplexe in organischen
Losungsmitteln entstehen. Inzwischen hat man herausgefun-
den, dass lipophile Nucleoside in organischen Solventien
tatsdchlich stabile, wohlgeordnete Spezies bilden. Diese
lipophilen G-Nucleoside finden Verwendung als Modelle
fiir DNA-G-Quadruplexe, als Grundlage zur Untersuchung
nichtkovalenter Wechselwirkungen und als Anregung fiir
synthetische Molekiilaggregate.

4.1. Friihe Zwischenstufen der Selbstorganisation von Guanosin:
diskrete Gg-K*-Octamere in organischen Solventien

Bei der Untersuchung der Basenpaarung in organischen
Losungsmitteln beobachteten wir die Selbstassoziation von
lipophilem G (1) und dem isomeren Isoguanosin (isoG, 16) in

NH, 0
N~Z"NH N NH
< <
N \N/go I N N)\NHz

H1gC9 O fo)

0._0 H1eCo To
HyC CH, o
isoG (16) dG (17)

Gegenwart von Kationen.??"! Gleichzeitig beschrieben
Gottarelli et al. die Selbstorganisation von 3',5'-Didecanoyl-
2'-dG (17) am K*-Templat in CDCl,.*® Abhingig von den
Reaktionsbedingungen kann dG (17) K*-Pikrat aus Wasser in
CDCl,; extrahieren, wobei entweder ein diskretes Octamer,
[17]K*, oder ein Polymer, ([17],), (K%),,, entsteht. In Koh-
lenwasserstoffen fiihrt die seitliche Selbstorganisation von
gestapelten ([17],),:(K*),,-Séulen zu hexagonal gepackten
Fliissigkristallen.*

In Zusammenarbeit mit Gottarelli et al. bestimmten wir
NMR-spektroskopisch die Struktur des Octamers [17]¢ K17,
der ersten nachweisbaren Zwischenstufe bei der Selbstag-
gregation und Selbstorganisation von dG (17), in CDCI,.*"%
Aus den NMR-Daten wurde gefolgert, dass dieses Octamer
bemerkenswerterweise als einzelnes Diastereomer vorliegt.
In einem G-Quartett hatten alle dG-Bausteine syn-glycosi-
dische Anordnung, in dem anderen Tetramer dagegen all-
anti-Konformation. Den NOEs zufolge liegt eine Kopf-
Schwanz-Orientierung vor, bei der das all-anti-G-Quartett
mit einer 30°-Drehung um die Mittelachse auf das all-syn-G-
Quartett gestapelt ist. Spater wurde durch Kleinwinkelneu-
tronenstreuung und NMR-Spektroskopie nachgewiesen, dass
das Polymer ([17],),/(K*),, die gleiche Konformation und
Anordnung der G-Quartetts aufweist wie das diskrete
Octamer [17]¢K*.'! Diese NMR-Untersuchung bestitigte
die Existenz diskreter G-Quartettstrukturen in organischen
Losungsmitteln und lie zudem erkennen, dass sich die
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Selbstaggregation von dG (17) und die anschlieBende Selbst-
organisation von Doménen zum Aufbau von Nanostrukturen
eignen (siche Abschnitt 5). Die Strukturaufklarung diskreter
Spezies wie [17]g:K*1™ sorgte fiir ein besseres Verstdndnis der
Selbstaggregation und lieferte dariiber hinaus Ideen fiir das
supramolekulare Design.

4.2. Kristallstrukturen lipophiler G-Quadruplexe: Modelle zur
Lokalisierung von lonen in DNA

AuBer der Kristallstrukturanalyse gibt es nur wenige
Methoden, mit denen Kationen in DNA-G-Quadruplexen
direkt lokalisiert werden konnen. Die "N-NMR-Spektrosko-
pie lieferte Informationen iiber die Bindung von NH,*, und
durch *™TI-NMR-Spektroskopie wurde nachgewiesen, wie
ein K*-Ersatz den [d(T,G,T,)],-Quadruplex stabilisiert.*'>"*!
Ein ®Na-NMR-Spektrum in Losung liefert zwar Informatio-
nen zur Dynamik, aber nicht zur Struktur.?¥ Demnach
besteht ein Bedarf an Methoden, mit denen sich DNA-
gebundene Metalle nachweisen lassen. Hochaufgeloste Kris-
tallstrukturen®>¥ der lipophilen G-Quadruplexe aus G (1)
trugen dazu bei, die Giiltigkeit neuer Methoden wie der *Na-
und *K-Festkorper-NMR-Spektroskopie und der EXAFS-
Rontgenspektroskopie (EXAFS =extended X-ray absorp-
tion fine structure) zu bestitigen.

»Na-Festkorper-NMR-Spektren des DNA-Quadruplex
[d(TG,T)], lagen zwar bereits vor,*"! allerdings wurde die
Zuordnung von G-Quartett-gebundenem Na* durch DNA-
Phosphat-gebundenes Na* erschwert. Der lipophile G-Qua-
druplex [1],¢:3Na™/Cs*-4pic™ bot sich als ideales Modell an,
um dieses Problems zu umgehen; er enthilt drei kristallogra-
phisch getrennte Na*-Kanalionen und kein Phosphat-gebun-
denes Nat, das die NMR-Analyse verkomplizieren wiirde.
Durch 2D-*Na-MQMAS-NMR-Spektroskopie (MQMAS =
multiple quantum magic angle spinning) bestimmten Wu
et al. die isotropen chemischen Verschiebungen und andere
Parameter der drei Na*-Stellen in [1],:3Na*/Cs*4pic .
Der zweifelsfreie Nachweis von Na* im Kanalinneren besti-
tigte, dass diese lipophilen G-Quadruplexe ausgezeichnete
Modelle fiir DNA-G-Quadruplexe sind.

Wu et al. nutzten auch die *K-Festkérper-NMR-Spek-
troskopie zum Nachweis von K* in dem lipophilen G-
Quadruplex [1],,:3 K*/Cs*-4 pic™.*'®) Das Quartett-gebundene
K* lieferte ein charakteristisches *K-NMR-Signal bei 6 =
—45 ppm. Diese chemische Verschiebung fiir K im Modell
ist insofern von Bedeutung, als sie den Autoren ermoglichte,
unterschiedliche K*-Ionen im 5'-GMP-Quadruplex zu unter-
scheiden; auf diese Weise wurden G-Quartett-gebundene und
Phosphat-gebundene K*-Ionen identifiziert. Diese *K-Fest-
korper-NMR-Studie lieferte den ersten spektroskopischen
Nachweis von biologisch relevantem K* und ldsst entspre-
chende Studien an DNA-(G,), K*-Quadruplexen aussichts-
reich erscheinen.

Shafer et al. verwendeten erstmals EXAFS, um DNA-
Metallionen-Bindung in Losung zu charakterisieren.*"”!
Diese Methode liefert Koordinationszahlen und Kern-Kern-
Abstédnde fiir das gebundene Metall. Die Autoren bestimm-
ten die Position von Pb*" und die Pb-O-Abstinde im
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Thrombin bindenden Aptamer d(G,T,G,TGTG,T,G,)
(TBA). Bereits zuvor war nachgewiesen worden, dass dieser
monomolekulare G-Quadruplex Pb** fest bindet,”™®! unklar
war aber, ob Pb?* zwischen die beiden G-Quartetts von TBA
intercaliert oder an das terminale G-Quartett und die
benachbarte Schleife koordiniert (Abbildung 22).”"*% Zur

TBA-PR

Abbildung 22. Das Thrombin-bindende Aptamer (TBA) mit gebunde-
nem Pb?*. Die Kationbindungsstelle konnte durch einen Vergleich der
EXAFS-Daten des lipophilen G-Quadruplex [1];¢-2 Pb*" und von
Pb**.TBA identifiziert werden.”'”!

Klarung dieser Frage wurde der lipophile G-Quadruplex
[1],s:2Pb**4pic™ herangezogen. Dessen Kristallstrukturana-
lyse hatte ergeben, dass achtfach koordiniertes Pb** sand-
wichartig von zwei G-Quartetts eingeschlossen wird.’” Die
durch EXAFS bestimmten Pb-O-Abstinde im Modell-G-
Quadruplex [1],¢2Pb**4pic™ stimmten gut mit den Pb-O-
Abstdnden im Kiristall tiberein. Die Koordinationszahlen und
die durch EXAFS ermittelten Pb-O-Abstinde waren fiir
[1],¢2Pb*"4pic™ und fiir Pb**TBA identisch, was dafiir
spricht, dass Pb** in Pb**TBA zwischen den beiden G-
Quartetts angeordnet ist. Diese Arbeit zeigt nicht nur, dass
mit EXAFS quantitative Informationen iiber die Bindung
zwischen DNA und Metallion erhéltlich sind, sondern besti-
tigt erneut, dass lipophile G-Quadruplexe mit G (1) als
niitzliche Modelle zur Lokalisierung von Metallionen in den
analogen DNA-Strukturen dienen.

4.3. G-Quartetts und IsoG-Pentamere: Steuerung der
Aggregation durch Nucleobasenstruktur und
kationisches Templat

Das Ergebnis einer Selbstaggregation wird durch die
»programmierte* Information der Komponenten bestimmt.
Auch kleine Storungen in diesen Bausteinen konnen die
supramolekulare Struktur drastisch verdndern. Betrachten
wir G (1) und isoG (16): Diese Isomere unterscheiden sich
nur durch die Stellung eines Sauerstoff- und eines Stickstoff-
atoms, aber ihre Selbstaggregation verlduft vollig anders. Den
Kristallstrukturanalysen zufolge bildet G (1) einen hexade-
cameren G-Quadruplex [1];¢4M*,®>% wihrend isoG das
Decamer [16],,-Cs* liefert, in dem zwei wasserstoffverbriickte
Pentamere das Cs*-Ion sandwichartig einschliefen.?*?!
Vergleichende Untersuchungen an G (1) und isoG (16)
fiihrten uns zu dem Schluss, dass 1) die GroBe des durch
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Selbstaggregation gebildeten Makrocyclus vom Wasserstoff-
briickenmuster des Nucleosids abhéngt und 2) ein Kation
erforderlich ist, um diese Makrocyclen zu stabilisieren.

In Ubereinstimmung mit unseren Arbeiten iiber Nucleo-
side in organischen Solventien stellten Switzer und Seela et al.
fest, dass Nucleobase und Kation bei der Selbstaggregation
von DNA é&hnliche Rollen spielen. Demnach bilden DNA-
Oligonucleotide mit d-isoG-Sequenzen in Gegenwart von Cs*
fiinfstrangige Strukturen.’”?%! Fiir die unterschiedliche
Selbstorganisation von G und isoG lieferten Chaput und
Switzer eine schliissige Erklarung,® wonach die GroBe des
wasserstoffverbriickten Makrocyclus von der relativen Stel-
lung der Wasserstoffbriickendonoren und -acceptoren in der
Nucleobase beeinflusst wird (Abbildung23). G-Quartetts
entstehen, weil die Donor- und Acceptoreinheiten von
Guanosin einen 90°-Winkel miteinander bilden, woraus ein
planares Tetramer mit linearen Wasserstoffbriicken resultiert.
Dass isoG ein wasserstoffverbriicktes Pentamer bildet —
speziell in Gegenwart eines gro3en Kations als Templat —,
wurde auf den 67°-Winkel zwischen den Van-der-Waals-
Flachen der Wasserstoffbriicken-Seiten von isoG zuriickge-
fihrt. Dieser Winkel kommt dem fiir ein cyclisches Pentamer
optimalen Winkel von 72° (360°/5) sehr nahe.**!

Fiir diese Schlussfolgerungen spricht auch, dass die Art
des Kations eine entscheidende Rolle bei der Selbstaggrega-
tion von isoG-DNA spielt. Die gleichen Sequenzen, die mit
Cs* Pentaplexe bilden, aggregieren mit den kleineren (und
ladungsdichteren) K*- und Na*-Tonen zu Vierstrang-Struk-
turen.’?*1 Seela und Kroschel konnten zeigen, dass bei
Zugabe von Cs™ zu d(T,is0G,T,) ausschlieBlich der Pentaplex
entsteht, wihrend in Gegenwart von Na* ausschlieBlich der
Tetraplex nachgewiesen wurde. In Gegenwart von Rb™, das
hinsichtlich der GroBe zwischen Nat und Cs* liegt, liegen
interessanterweise vierstrdngige und fiinfstrangige DNA
nebeneinander in Losung vor.”! Rechnungen haben kiirzlich
bestitigt, dass die Bildung von isoG-Quartetts und isoG-
Pentameren von der GroBe des kationischen Templats
abhingt.”! Da isoG und G selbstkomplementir sind,**%!
konnten sie auch gemischte Aggregate bilden.”?

Aufler dem Liganden und dem Kation kann auch das
Anion die Selbstaggregation lipophiler Nucleoside beein-
flussen. Bei ersten Untersuchungen waren wir zu dem Schluss
gekommen, dass isoG (16) in Gegenwart von Kaliumpikrat
unter Selbstaggregation Tetramere bildet.?! Riickschauend
betrachtet konnte sich allerdings das koordinierende Pikrat-
Ion storend auf die Bestimmung der stochiometrischen
Zusammensetzung ausgewirkt haben. Spéitere Kristallstruk-
tur- und NMR-Analysen mit dem nichtkoordinierenden
Ph,B~-Ion sprechen dafiir, dass isoG (16) mit Alkalimetall-
Tonen in organischen Losungsmitteln wasserstoffverbriickte
Pentamere bildet.[?2!:222.234.233]

Sowohl G (1) als auch isoG (16) benétigen zur Aggregat-
bildung ein Kation. Dies konnten wir durch "H-NMR- und
ESI-MS-Experimente im Zuge von Untersuchungen zur
,»Selbstsortierung” von 1 und 16 nachweisen.*! Eine Aqui-
molare Losung von G (1) und isoG (16) in CD,Cl, lieferte
ohne Kationen ein Gemisch aus undefinierten wasserstoff-
verbriickten Komplexen. Durch Zugabe von Ba(pic), zu
diesem Nucleosidgemisch bildeten sich die Einzelkomplexe
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Abbildung 23. Selbstassoziation von G (1) und isoG (16) in Gegenwart von Kationen zu wasser-
stoffverbriickten G,-Quartetts bzw. isoGs-Pentameren. Die Grof3e des Aggregats wird von der relati-
ven Orientierung der Wasserstoffbriickendonoren und -acceptoren im Nucleosid bestimmt. Der
Van-der-Waals-Winkel von 67° in isoG begiinstigt Pentamere, der 90°-Winkel in G dagegen ein

Quartett.?

[1],¢2Ba®" und [16],,Ba’" (Abbildung24). Die separate
Aggregation der Isomere belegt die zentrale Rolle des
Kations bei der Expression der in den Nucleosiden veran-
kerten Information zur Wasserstoffbriickenbindung und
Basenstapelung. Dieses Selbstsortierungsexperiment mit G
(1) und isoG (16) ist ein Beispiel fiir eine Gleichgewichtsver-
schiebung, wie sie fiir die dynamische kombinatorische
Chemie essenziell ist.””) Wu und Isaacs haben kiirzlich
nachgewiesen, dass die Selbstsortierung von G (1) und isoG
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(16) an einem kationischen Templat
auch in Gemischen stattfindet, die
sechs weitere potenziell konkurrie-
rende wasserstoffverbriickte Aggre-
gate enthalten.[*®

90° 4.4. Leere Quartetts:
Selbstaggregation von Guanosin
ohne Kation

Entgegen der vorherigen
Annahme, dass zur Stabilisierung
des G-Quartetts ein Kation erforder-
lich sei, berichteten Sessler et al.l*
iiber eine Kristallstrukturanalyse des
durch einen groen C8-Substituen-
ten modifizierten G-Derivats 18, die
ein wasserstoffverbriicktes G-Quar-
tett mit leerem Hohlraum erkennen
lieB. Auch das NMR-Spektrum in
CD,(Cl, zeigte die fiir ein stabiles G-
Quartett charakteristischen Signale.
Die entscheidende Voraussetzung
zur Bildung eines ,leeren” G-Quar-
tetts ist ein konformativ einge-
schrinktes Monomer. In Abwesen-
heit eines Kations fiihrt die Selbst-
assoziation freier Guanosinderivate
zu bandférmigen Strukturen, wobei
die N3-Position als Wasserstoffbrii-
ckenacceptor fungiert. Im Guanosin 18 zwingt der Dimethyl-
anilinsubstituent an C8 das Nucleosid in eine syn-Konforma-
tion, in der der Zuckerrest die N3-Position blockiert und die
Bildung von Bandstrukturen verhindert (Abbildung 25). Das
Guanosin 18 kann somit nur durch Hoogsteen-Basenpaarung
aggregieren, wodurch ein G-Quartett entsteht. Diese Arbeit
illustriert, wie die Selbstaggregation von Guanosinen durch
Steuerung der Monomerkonformation beeinflusst werden
kann.

by

=

!

[1);5+2 Ba?*

Abbildung 24. Die Isomere G (1) und isoG (16) ,sortieren“ sich in Gegenwart von Bariumpikrat und bilden die Komplexe [1];s-2 Ba**-4 pic” und

[16],¢-Ba’"-2 pic™ .29
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Abbildung 25. Das konformativ eingeschrankte Guanosin 18 benétigt zur Bildung eines G-Quar-

tetts kein kationisches Templat.[*’]

Ebenfalls Sessler et al. synthetisierten aus dem lipophilen
Dinucleosid 19 ein weiteres wasserstoffverbriicktes cyclisches
Aggregat (Abbildung 26).** Dieses Guanosin-Cytosin-
Konjugat assoziiert iiber selbstkomplementdre Watson-
Crick-Wasserstoffbriicken und bildet das Cyclotrimer (19)s.
Dariiber hinaus umfasst die Verwendung modifizierter
Nucleobasen zur Steuerung der Selbstaggregation auch
Arbeiten, in denen synthetische CG-Analoga eingesetzt
wurden, um so interessante Strukturen wie Janus-Molekiile,
selbstorganisierte Dendrimere und helicale Rosetten aufzu-

bauen.?*!
RN—</OummmunH‘N‘H
\ /N"“””""H'N)%N
R /= N—HHHIOMN-R
N \N I"| N=
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S
)NI\ / R=
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Abbildung 26. Selbstorganisation des lipophilen Dinucleosids 19 zum
Cyclotrimer (19);.2%% TBDMS = tert-Butyldimethylsilyl.

4.5. Enantioselektive Selbsterkennung von lipophilen
Nucleosiden: Bildung homochiraler wasserstoffverbriickter
Aggregate

Obwohl die Zuckereinheit nicht direkt an den Wasser-
stoffbriicken im G-Quartett beteiligt ist, kann sie die Selbst-

aggregation des Nucleosids regulieren. Wir konnten nach-
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i Rib weisen, dass sich die Chiralitit des Zu-
H,\iij' N ar ckers auf die Selbstaggregation von
O\ Guanosinen auswirkt. Die racemischen

; H Nucleoside p,L-G (1) und b,L-isoG (16)

o «\:dH unterliegen einer hoch enantioselekti-

= ven Selbsterkennung.®"???! In beiden
Fillen 16st ein achirales Metallion die
stereoselektive Aggregation aus.

Die Struktur von [p-16],,-Cs™-Ph,B~
im Kiristall lieB Nucleobase-Zucker-
Wasserstoffbriicken  zwischen  den
benachbarten isoG-Einheiten eines
Pentamers erkennen.’! Wir postulier-
ten, dass diese Wasserstoffbriicken zwi-
schen Zucker und Base nicht nur zu der
hervorragenden Cs*-Selektivitdt des
TIonophors beitragen,”*! sondern auch
Informationen von einem Zucker auf
seinen basengepaarten Nachbarn tiber-
tragen. Tatsdchlich bestdtigte eine
nachfolgende Kristallstrukturanalyse
eine enantioselektive Selbsterkennung
von D,L-isoG (16) in Gegenwart von
CsPh,B. Im gebildeten ,meso-Decamer” [D-16]5-Cs™
[L-16]5-Ph,B~ ist das eine Pentamer ausschlieflich aus D-16,
das andere ausschlieBlich aus L-16 aufgebaut (Abbil-
dung 27).? Das Cs*-Kation wird sandwichartig von den
beiden homochiralen Pentameren eingeschlossen. Dieses
»meso-Diastereomer” war auch in Losung die Hauptspezies.
Wir zogen den Schluss, dass die von den fiinf zusétzlichen
Wasserstoffbriicken zwischen Zucker und Nucleobase gelie-
ferte Enthalpie dazu beitrdgt, den mit der enantioselektiven
Selbstassoziation einhergehenden entropischen Aufwand zu
kompensieren.

In nachfolgenden Untersuchungen gelang uns der Nach-
weis einer enantioselektiven Selbsterkennung bei der Bildung
eines homochiralen Aggregats aus 16 Nucleosiden. In Gegen-
wart von Bariumpikrat bildete D,L-1 die homochiralen G-
Quadruplexe [p-1],2Ba**4pic™ und [L-1];¢2Ba**4pic™.[Y
Da Ba’* und K* #hnliche Ionenradien haben, ist die Ladung
des Kations zweifellos entscheidend fiir die hohe enantiose-
lektive Selbsterkennung, zumal D,L-1 mit Kaliumpikrat ein
Diastereomerengemisch lieferte (Abbildung 28). Auch dieses
Ergebnis spricht dafiir, dass der Enthalpiebeitrag aus der
Selbstaggregation von G (1) um das zweiwertige Ba®" (mit
entsprechender Zunahme der Kation-Dipol-, Wasserstoff-
briicken- und Stapelungsenergien relativ zum K*-Einbau)
den Entropieaufwand der Enantiomerentrennung kompen-
siert. Wir halten die Verwendung derartiger homochiraler
Aggregate bei enantioselektiven Trennungen und Katalysen
fiir moglich.

4.6. Bindung von Anionen an lipophile G-Quadruplexe unter
Bildung von lonenpaar-Rezeptoren
Wihrend allgemein bekannt ist, dass G-Quartetts Katio-
nen koordinieren, wurde die Rolle von Anionen bei der

Selbstaggregation bislang weitgehend iibersehen. Bei Nucleo-

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

703


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

NH2
H =M,

0" N

Abbildung 27. a) Enantioselektive Selbstassoziation: Durch Zugabe von Cs* zu racemischem b, L-isoG
(16) bilden sich homochirale wasserstoffverbriickte Pentamere. In Lésung und im festen Zustand exis-
tiert hauptséchlich das ,meso-Decamer” [D-16]5-Cs™-[L-16];.

D-isoG (16)

LisoG (18)

maso-Decamer”

[D-16]5-Cs™[L-16]5 im Kristall.?

(-
{Bu(Me),Si D-/\(E:f

Abbildung 28. Kation-abhingige enantioselektive Selbstassoziation von G (1). Die Selbstorganisation
von racemischem b,L-G (1) in Gegenwart von Ba’" liefert die homochiralen G-Quadruplexe
[D-1]16:2 Ba®*-4 pic™ und [L-1];¢-2 Ba?*-4 pic™. Durch Zugabe von K* zu G (1) entsteht ein Diastereome-

rengemisch heterochiraler Aggregate.
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homochirale G-Quadruplexe

A-J\/[,f‘ _gEé—

b) Blick von oben auf die Struktur von

- :,,,,, i

J. T. Davis

ten.’?2*?l Die meisten Ionenpaar-Rezepto-
ren sind ditopisch, d.h. Einzelmolekiile
mit vorgefertigten Kation- und Anionbin-
dungsstellen.”*) Dagegen werden die allo-
sterischen Ionenbindungsstellen im G-
Quadruplex von einem Netzwerk aus
nichtkovalenten Wechselwirkungen gebil-
det.”™  An kationischen Templaten
werden die G-Quartetts so gestapelt, dass
ihre N2-Aminogruppen Wasserstoffbrii-
ckenbindungsstellen fiir Anionen prisen-
tieren. Die Stabilitédt des G-Quadruplex ist
groBtenteils auf die vier Pikrat-Ionen
zuriickzufithren, die diese inneren G-
Quartetts wie eine Klammer zusammen-
halten (Abbildung?29). Dariiber hinaus
bleiben die Pikrat-Ionen auch in Losung
an den G-Quadruplex gebunden, und das
Anion kann die kinetische Stabilitdt des
Aggregats weitgehend regulieren. So
haben NMR-Experimente gezeigt, dass
das Anion die Geschwindigkeit der Umla-

\iif\DSi(Me}szu Ba?* %“..u gerung von [1]¢M**-Octameren in zwei

5.6 0 i’ :"v_jq“.'. unterschiedliche Hexadecamere steuert.

i e I:§‘,J'.‘: == ;.;g,_c Beispielsweise bildete sich aus einem 1:1-

o . 3 Gemisch der Ba®*- und Sr**-G-Quadru-

+ —_— [-the-2Be* B-thine plexe das ,gemischte“ Hexadecamer

% q . Q [1]¢:Ba**[1]¢:Sr**4pic” mit Pikrat als

¢ ,i"r K Anion 100-mal langsamer als mit dem

N "NH, _C?; S 231"..":@3 _gi:‘;;,;‘:r:_.r:% SCN~-Ion.” Das dreizihnige Pikrat-Ion

Iy, %{L'ﬁ_ “”_ES?’_ “‘::.._.é_ kann mit den exocyclischen N2-Amino-

Pl g :}_\_ 5 A _T—j = "':TJ'g—\. gruppen des gi-Quadruplt'ex ein stiarkeres

o-1 iy, & & —H;' P = :;\_;E. Wasserstoffbriickennetz eingehen als das
T '? - 55_{

+ weitere heterochirale G-Quadruplexe

131]

tiden und Oligonucleotiden tragt der Wasserstoffbriicken-
Ligand eine anionische Phosphatgruppe. Bei Nucleosiden ist
die Situation anders: Hier wird ein Gegenanion fiir das im G-
Quartett gebundene Kation benoétigt. Unsere Untersuchun-
gen an lipophilen G-Quadruplexen in organischen Solventien
lassen darauf schliefen, dass Anionen die Eigenschaften des
G-Quartetts tatsdchlich signifikant beeinflussen konnen.

Gottarelli et al. entdeckten, dass das lipophile Desoxy-
guanosinderivat 20 ein K*-Salz von N-Dinitrophenyl-L-tryp-
tophan mit einer Enantioselektivitédt von 3:1 gegeniiber dem
p-Trp-Enantiomer aus Wasser in CDCl; extrahiert.”*!! Dieses
Ergebnis war ein Hinweis auf anziehende Wechselwirkungen
zwischen Anionen und dem chiralen G-Quadruplex aus 20
und K*.

Wir stellten ebenfalls fest, dass lipophile G-Quadruplexe
Anionen binden. Durch Selbstaggregation von G (1) entsteht
eine Struktur, die wir als einen Ionenpaar-Rezeptor betrach-
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einzdhnige Thiocyanat-Ion.

Die Umlagerung der Octamere
[1]¢M** ldsst sich durch Erhohen der
Anionbasizitit vollig zum Stillstand brin-
gen. So war mit dem 2,6-Dinitrophenolat-
Ion (2,6-DNP), das basischer als Pikrat ist,
auch zwei Monate nach Mischen der Ba®*

o)
N
NH
%
(0] < P
N N)\NH
S o
R 20
o._ O R =0C13Hzs
R

und Sr**-G-Quadruplexe in CD,Cl, kein Isomerisierungspro-
dukt [1]¢Ba**[1]5-Sr**4(2,6-DNP)~ nachweisbar.’*?! Diese
Studien zeigen, dass nichtkovalente Aggregate durch peri-
phere nichtkovalente Wechselwirkungen fixiert werden
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Gl —>
Q
G,2 ©——NH-H:
G,3 -::.—NH_H-_;::
Q
G4 —»

Abbildung 29. a) Wasserstoffbriicken zwischen Nucleobase und Pikrat im Hexa-
decamer [1],¢-2 Sr**-4 pic™.’? Die Aminoprotonen stammen von den exocycli-
schen N2-Gruppen des Guanins. b) Ansicht des G-Quadruplex (ohne Zuckerein-
heiten) von oben. Die Wasserstoffbriicken zwischen Nucleobase und Anion
fiihren dazu, dass vier Pikrat-lonen zwischen den G-Quartettschichten 2 und 3

einen Anionengiirtel um den G-Quadruplex bilden.

konnen, woraus sich Perspektiven fiir eine regioselektive
Modifizierung von G-Quadruplexen ergeben.

4.7. Dynamischer Austausch in selbstorganisierten lonophoren

Zwischen den Bausteinen und gebundenen Giésten nicht-
kovalenter Aggregate und den freien Komponenten in
Losung findet ein Austausch statt (Abbildung 30).”*! Die
Quantifizierung solcher dynamischer Prozesse ist wichtig, um
die Mechanismen der Selbstorganisation zu kliren.! Diese
mechanistischen Einblicke werden in Verbindung mit struk-
turellen Kenntnissen sicherlich als Richtschnur beim Design
von verbesserten selbstorganisierenden Systemen dienen.

Wir untersuchten die dynamischen Eigenschaften der
Decamere [16];:M™ in organischen Solventien durch 'H-'H-
und ’Li-'Li-EXSY-NMR- und '*Cs-NMR-Spektroskopie
(EXSY =exchange spectroscopy).? >  Das Decamer
[16],,-Cs™ ist zwar thermodynamisch stabil, gegen Cs*-Aus-
tausch aber kinetisch labil. Dieser dynamische Ionenaus-

s
e

Ligandenaustausch

Abbildung 30. Dynamische Austauschprozesse im Decamer [16];-Cs™. Sowohl der isoG-Ligand 16 als
auch der kationische Gast Cs* tauschen mit freien Spezies in Lésung aus. NMR-Daten zufolge ist
der Cs*-Austausch iiber 40000-mal schneller als der Ligandenaustausch von isoG (16).
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tausch ist erwiinscht, wenn man die Komplexe fiir
die Trennung und den Transport von Ionen einsetzen
mochte. Wir untersuchten die Austauschprozesse an
[16],iCs" in CDCl; durch '*Cs- und 'H-NMR-
Spektroskopie und stellten fest, dass der Austausch
zwischen dem Cs*-Gast und freiem Cst 40000-mal
schneller ablauft als der Austausch zwischen gebun-
denem und ,freiem“ isoG (16). Diese deutlich
unterschiedlichen Austauschgeschwindigkeiten
lassen darauf schliefen, dass der Kationenaustausch
ohne vollstiandige Dissoziation des wasserstoffver-
briickten Komplexes erfolgt. Die Stirke der Was-
serstoffbriicke im isoG-Decamer héingt in der Reihe
[16],cM* (M =Li, Na, K, Rb, Cs) auch von der Art
des kationischen Gastes ab. So war der Austausch
von isoG (16) zwischen gebundenen und freien
Positionen im Cs™-Decamer [16],,Cst zehn- bis
hundertmal langsamer als bei den Decameren mit
anderen Alkalimetall-lonen. Dieses Ergebnis ver-
deutlicht auch das ausgepriagte Zusammenwirken der Krifte
in selbstorganisierten Ionophoren; demnach erhoht das
gebundene Cs*-Ion die kinetische Stabilitit des Aggregats,
indem es das Wasserstoffbriickennetz verstirkt.?!

4.8. Wozu dienen selbstorganisierte lonophore?

Bei kovalent bindenden Ionophoren wie Kronenethern
und Calixarenen sind die Bindungsstellen bereits in den
Geriisten eingebaut.”***" Diese Priorganisation erméglicht
zwar eine starke lonenbindung, oft ist aber ein betrachtlicher
Syntheseaufwand nétig, um die Konformation zu fixieren.
Alternativ konnen nichtkovalente Wechselwirkungen genutzt
werden, um selbstorganisierte Ionophore effizienter herzu-
stellen.?6-208:291 Apoesehen davon, dass sie synthetisch besser
zuginglich sind, haben selbstorganisierte Ionophore noch
weitere Vorteile gegeniiber ihren kovalenten Gegenstiicken.
Insbesondere sollten sich diese dynamischen Aggregate ein-
fach durch Anderung von Losungsmittel, Temperatur oder
pH reversibel auf- und abbauen
lassen.

Das Radionuklid *’Cs™" ist eine
Hauptverunreinigung in radioakti-
vem Abfall.?*®! Als eine zentrale
Aufgabe bei der Abtrennung von
Cs* muss eine hinreichende
Selektivitdt erreicht werden, denn
der Abfall enthilt mehr Na* und K*
als Cs*, und die selektive Extrak-
tion von Cs* ist wegen dessen
GroBe (r=1.67A) in Gegenwart
von Na* (r=097 A) und K* (r=
1.33 A) schwierig. Die Cs*-Selekti-
vitit grofier Kronenether
([21]Krone-7- und [24]Krone-8-De-
rivate) ist wegen deren Flexibilitit
im Allgemeinen nur maBig >
Bessere Ergebnisse wurden mit
eher starren Makrocyclen wie den

Q
< e
Gastaustausch

[235]
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Calix[4]aren-Kronenethern erzielt.?>4

Die Cs*-Bindungskonstanten und die
Cs*/M*-Selektivitidt dieser Makrocyclen
sind zwar oft beeindruckend, ihre Syn-
these kann aber sehr kostspielig sein.
Wie bereits erwiihnt, kann isoG (16) Cst
mit hoher Affinitdt und Selektivitét
binden, wobei im festen und im gelosten
Zustand das  wasserstoffverbriickte
Decamer [16],,Cs™ gebildet wird (Ab-
bildung 31).2222 In Konkurrenzversu-
chen konnte das selbstorganisierende
isoG (16) gebundenes Cs' quantitativ
aus einem Calix[4]aren-Kronenether
entfernen.”! Der aus isoG (16) durch
Selbstaggregation gebildete Ionophor
gehort zu den stirksten und selektivsten
bisher bekannten Cs*-Ionophoren.

Das lipophile Decamer [16],,Cs*
ermoglicht auch den selektiven Cs*-
Transport durch organische Membranen.
Lamb et al. haben gezeigt, dass dieses
Aggregat CsNO; mit hervorragender
Cs*-Selektivitit und Cs*-Transportge-
schwindigkeit durch Flissigphasenmem-
branen (BLMs, ,bulk liquid membra-
nes“) und Polymereinschlussmembranen
(PIMs, ,,polymer inclusion membranes*)
transportiert (Tabelle 3).1 Die Cs*/
Nat-Transportselektivitdt von isoG (16)
lag bei den PIM-Versuchen durchweg
iiber 5000:1 und erreichte bei 6 mm [16],,-Cst ein Verhiltnis
von 10000:1. Beziiglich Cs*-Transportgeschwindigkeit und
Cs*-Selektivitit konkurriert das selbstorganisierte Decamer
[16],,-Cs* mit den Calix[4]aren-Kronenethern, die derzeit als
Extraktionsmittel fiir die Wiederaufarbeitung radioaktiver
Abfille untersucht werden.[>?* Die Ergebnisse zum Mem-
brantransport mit [16],,Cs* sind im Hinblick auf die Ver-
wendung von selbstorganisierten Ionophoren bei Trennungen
und bei der Wiederaufarbeitung von Abfillen vielverspre-
chend.

4.9. Synthetische lonenkandile: erste Ansiitze
Lipophile G-Quartetts kommen als Geriiste zur Anbrin-

gung funktionaler Aggregate infrage. Im Hinblick auf die
kiinstliche Photosynthese beschrieben Masiero etal. ein

J. T. Davis

Abbildung 31. Struktur von [16],,:Cs*Ph,B~ im Kristall: a) Ansicht von oben (die Zuckerein-
heiten wurden der Ubersicht wegen weggelassen); ein isoG-Pentamer ist blau, das andere
griin dargestellt. b) Kalottenmodell; das Cs*-lon ist an zehn Carbonylsauerstoffatome
gebunden, der mittlere Abstand betragt dc,o=3.40 A. c) Seitenansicht (einige Riboseatome
wurden der Ubersicht wegen weggelassen), die die beiden planaren isoG-Pentamere erken-
nen lasst, die das Cs™ sandwichartig einschlieRen.??'!

lipophiles Guanosin mit einem Porphyrinchromophor.®”!
Die erhaltenen CD- und NMR-Spektren lieBen auf die
Bildung eines supramolekularen Komplexes mit einem
GgK*-Octamer und acht Porphyrinen schlieBen.

Unsere Arbeitsgruppe untersucht gegenwértig die Mog-
lichkeit, den G-Quadruplex zum Aufbau von Transmembran-
Ionenkanidlen zu nutzen. NMR-Untersuchungen zufolge
offnen sich die Basenpaare in DNA-G-Quadruplexen nur
langsam, und die Dissoziation des G-Quadruplex dauert
hiufig Tage oder Wochen. Dennoch bleiben K*-Tonen nur
Millisekunden gebunden,™® woraus zu schlieBen ist, dass sich
die Tonen ohne Aufbrechen des G-Quartetts bewegen, sodass
der G-Quadruplex einem lonenkanal gleicht. Feigon et al.
konnten nachweisen, dass NH,*-Ionen durch die Enden des
G-Quadruplex ein- und austreten und nahmen daher eben-
falls an, dass derartige Strukturen Ionenkanilen &hnlich
sind.?

Tabelle 3: Cs*-selektives lonophor. Anteil und Permeabilitit von Kationen und Selektivitit (Cs*/Nat) beim Transport durch Polymereinschlussmem-

branen mit prikomplexiertem [16]10~CSBPh4.[a’b]

¢([16]1) [mm] Transport [%]

Cs*t Na*
1.1 16.5 0.002
2.1 31 0.004
4.1 44.5 0.004
6.2 53 0.004

Permeabilitat [ms™] Selektivitat
Cs*t Na*t (Cs*/Na™)
2.1x1077 2.8x107" 7500
4.4x1077 8.3x107" 5300
6.4x1077 83x107" 7700
8.0x1077 8.3x107" 9600

[a] Transportbedingungen: Ausgangsphase: 1.0 mm CsNO; 450 mm NaNO; in Wasser, Carrier: [16],,. Auffangphase: 0.5 M HNO;. Gesamttransport-

zeit 24 h. [b] Die Werte stammen aus Lit. [255].
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Neben mehreren anderen Entwiirfen® 2!l wurde auch
das G-Quartett als Geriist fiir den Aufbau synthetischer
Tonenkanile in Betracht gezogen.”?*%%! In diesem Zusam-
menhang untersuchten wir die Selbstorganisation von 21,
einem mit vier Guanosineinheiten verkniipften Calix[4]aren
(Abbildung 32).%1 Bei Zugabe des Kations orientiert die 1,3-
alternierende Konformation des Calixarens orthogonale G-

ad --9J>-0
-_.'4\ = NH HN/- E 'b.—-'il'
o] "ro NaBPh,
[ H2O/CHZCN
e o
AEJ; I‘N&D OlNH
v L] 0 O
=

calix-1,3-8i-G,4 (21)

{[21]*Na"+Ph,BT),

Abbildung 32. Das Guanosin-Calix[4]aren-1,3-alt 21 bildet in Gegenwart
von Alkalimetallionen unter Selbstorganisation eine eindimensionale
»Nanorshre*, der vermutlich ein G-Quartettpolymer zugrunde liegt.?"

Nucleosidpaare zu intermolekularen G-Quartetts. Wir kamen
zu dem Schluss, dass eine rohrenformige Struktur mit einem
Kanal aus alternierenden G-Quartetts und Calixarenmakro-
cyclen ensteht, wenn die G-Einheiten an beiden Seiten von 21
an einem kationischen Templat selbstassoziieren. Die Zugabe
von NaBPh, zu einer Losung von 21 lieferte ein nichtkova-
lentes Polymer, das aus der Losung ausfiel. Eine elektronen-
mikroskopische Untersuchung des Feststoffs lieB mikrome-
terlange Striange und Biindel (mit 3 bzw. 50 nm Durchmesser)
erkennen. Die Grofle der Einzelstriange entspricht etwa der
eines G-Quartetts, das einen Durchmesser von 2.5 nm hat.?’]
Das nichkovalente Polymer l6ste sich beim Erhitzen oder
Ansduern, was darauf schlieBen ldsst, dass 1) das wasser-
stoffverbriickte Aggregat eine weit reichende Organisation
steuern kann und 2) die Selbstassoziation von 21 reversibel
ist. Derzeit priifen wir, ob sich 21 und seine Derivate als
synthetische Ionenkanéle eignen.
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5. Selbstorganisation von Guanosin in
Materialwissenschaft, Biosensor-Design und
Nanotechnologie

»Quadruplexes show promise as components for nanowires, ion
channels, and building blocks for directing the assembly of
nanoscale components into sophisticated structures. %

[10]

M. Keniry

Das noch junge Gebiet der Nanotechnologie beruht auf
der kontrollierten Anordnung von Molekiilen im Nanometer-
bis Mikrometermaf3stab. Der vierstrangige G-Quadruplex
scheint ideal zu sein, um ein Material in solchen Abstinden zu
ordnen. Die Selbstorganisation ist eine wirkungsvolle
Methode zur Ausrichtung von Molekiilen zu bestimmten
Mustern. Bereits beschrieben wurde die Verwendung von
DNA zur Konstruktion von Nanofunktionseinheiten.*2%%]
Im Folgenden fassen wir die Studien zum Aufbau supramo-
lekularer Strukturen mit neuen Eigenschaften aus Guanosin-
derivaten zusammen.

5.1. DNA-Nanostrukturen: G-Drihte, ,,aufgefaserte” Dréihte und
Synapsen

Durch Faserbeugungsstudien an kristallinem GMP und
Polyguanylsidure wurde nachgewiesen, dass diese Verbindun-
gen durch Selbstorganisation Stdbchen aus gestapelten G-
Quartetts bilden.>* ! Spiter entdeckte man, dass Sequen-
zen mit 3-terminalen dG-Reihen zu DNA-Uberstrukturen
fithren. Sen und Gilbert berichteten, dass sich d(A,G,) zu
stabilen Aggregaten ordnet, die wesentlich grof3er sind als fiir
einen vierstrangigen G-Quadruplex [d(A,G,)]s zu erwarten
wire.’ Die Autoren merkten zwar an, dass die Sequenzen
auf unterschiedliche Art aggregieren konnen, favorisierten
aber eine Kopf-Schwanz-Anordnung der G-Quartettzentren
zu einem fortlaufenden Polymer, wobei die Poly-A-Enden
das Zentrum strahlenférmig umgeben. Auch Guo etal
beobachteten die Aggregation von d(A,G,) an einem katio-
nischen Templat zu Uberstrukturen.*’!

Mitte der neunziger Jahre bestitigten Henderson und
Sheardy et al. die Bildung von nanometergro3en Aggregaten
aus G-reicher DNA.”*?"!l Durch Gelelektrophorese wiesen
sie nach, dass d(G,T,G,) in Gegenwart von K* und Mg**
hochmolekulare Aggregate bildet, die von dem kleineren G-
Quadruplex [d(G,T,G,)]s gut getrennt waren. Diese Poly-
mere waren ungewOhnlich stabil und wurden durch Erhitzen
auf 80°C oder Losen in 8m Harnstoff nicht denaturiert.
Henderson prédgte den Ausdruck ,,G-Drihte” fiir die kon-
tinuierlichen parallelstringigen DNA-Uberstrukturen, die
sich bilden, wenn das 5'-Ende eines DNA-Duplex mit G-G-
Paaren und das 3’-Ende eines dhnlichen Duplex assoziieren
(Abbildung 33).**! Laut Kraftmikroskopie (AFM) haben die
aus d(G,T,G,) gebildeten G-Drihte eine Linge von 10-
1000 nm und eine Dicke von 18-25 A, die dem Durchmesser
des G-Quartetts von 25 A entspricht.”® Auch der Einfluss
des Kations auf Struktur und Stabilitidt des Polymers spricht
fiir die G-Quartettbildung, denn bei Zugabe von Na®*
entstanden ldngere G-Drihte, die weit weniger komprimier-
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G-Draht
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Abbildung 33. Aus G-reichen Oligonucleotiden gebildete Uberstruktu-
ren. G-Drahte entstehen durch Assoziation von d(G,T,G,),”* ,aufgefa-
serte“ Drahte durch Assoziation von d(G;sA;s). Die G-Reste bilden den
Kern, die As-Fasern ragen strahlenformig nach auRen.?”!

JFrayed Wirg®

bar waren als Duplex-DNA auf Glimmer. Es wurde vorge-
schlagen, dass G-Dréhte in der Nanotechnologie, der Nano-
elektronik und der Entwicklung von Biosensoren eingesetzt
werden konnten. Chen konnte nachweisen, dass bestimmte
G/C-Sequenzen unter sauren Bedingungen vernetzte G-
Drihte bilden.”’” Er postulierte, dass die Sequenz CGG C-
CH*-Basenpaare nutzt, um G-Drihte zu einer Dendrimer-
struktur zu verbriicken.

Macgregor etal. identifizierten DNA-Sequenzen,
d(A5Gys) und d(T;sGys), die in Gegenwart von Kt kon-
tinuierliche Strukturen bilden,?”>?""! und bezeichneten diese
zur Unterscheidung von den G-Dréhten als ,aufgefaserte
Drihte“ (,,frayed wires“) (Abbildung 33). Als charakteristi-
sches Merkmal haben aufgefaserte Dridhte bewegliche A5/
T,s-Strdange, die strahlenférmig vom inneren Guaninteil
ausgehen. Da die N7-Position des Guanosins ohne Struktur-
anderung alkyliert werden kann, wird der innere Teil
vermutlich nicht von typischen G-Quartetts gebildet. Ver-
setzen einer Losung aus aufgefaserten d(A;sG,s)-Driahten mit
dem einstriangigen T,s-Komplement fiihrte zu einer zwei-
dimensionalen Aggregation, die mit AFM beobachtet
wurde.””! Eine andere Studie, in der die A,--Arme mit
Enzymen verkniipft wurden, zeigte potenzielle Anwendun-
gen fiir aufgefaserte Dridhte auf. Durch nichtkovalente
Verkniipfung von Avidin-konjugierter Peroxidase mit bio-
tinylierten Armen aufgefaserter Dréhte entstand ein Netz-
werk, in dem die Struktur und die Enzymaktivitit erhalten
blieben.””!

Sen et al. beschrieben eine Methode zum Aufbau von
Nanostrukturen, die auf einer Synapse zwischen zwei DNA-
Duplexen basiert.”””*!! Jeder Duplex enthielt ,,synaptische
Doménen®, d.h. repetetive G-G-Basenpaare, die eingebaut
wurden, um die G-Quartettbildung bei der Duplexdimerisie-
rung zu erleichtern (Abbildung 34). Eine interessante Eigen-
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5 5'

Abbildung 34. Synaptische DNA, aufgebaut durch G-Quartettstruktu-
ren zwischen Duplex-DNA-Stringen mit Mismatch-G-G-Paaren.?

schaft der Synapse ist, dass sie kein Tempern erfordert. Durch
Zugabe des Kations zum DNA-Duplex wird die G-Quartett-
gestiitzte Dimerisierung unter Bildung von Nanostrukturen
ausgelost. Die Ausbeuten an synaptisch verkniipfter DNA
entsprachen der Reihenfolge, die tiiblicherweise bei der
kationischen Stabilisierung von G-Quartetts auftritt (K*>
Rb*>Na* > Li*,Cs* und Sr** > Ba®* > Ca** > Mg?*), sodass
festgestellt wurde: ,,Guanine-mediated synapsis ... provides a
means for the self-recognition and supramolecular assembly by
intact, unmelted DNA double helices under conditions of low
temperature and physiological salt.“*"

5.2. Biosensoren und ,,Nanomaschinen“ aus G-Quadruplex-DNA

DNA-Aptamere sind nicht nur potenzielle Therapeutika
und Diagnostika (siche Abschnitte 3.6 und 3.7), sondern
finden auch in der bioanalytischen Chemie Anwendung. An
G-Quadruplex-DNA als stationdrer Phase in der Chromato-
graphie oder Elektrophorese konnen niedermolekulare Ver-
bindungen und Proteine getrennt werden. McGown et al.
berichteten, dass die auf der TBA-Sequenz basierende G-
Quadruplex-DNA Nichtzielverbindungen hinreichend selek-
tiv bindet.”*>?] Demnach sind diese DNA-Aptamere inter-
essante Materialien fiir stationidre Phasen, denn sie lassen sich
leicht synthetisieren und mit Oberfldchen verkniipfen, und
die Bindungsaffinitdten konnen durch Sequenzéinderungen
variiert werden. An diesen G-Quadruplex-Aptameren gelang
die Grundlinientrennung der Enantiomere von D,L-Trp und
D,L-Tyr und von einem Gemisch aromatischer Kohlenwasser-
stoffe.”®?! In einer anderen Studie dienten DNA-Aptamere
mit intramolekularem G-Quadruplex als stationire Phase zur
Trennung der isomeren Dipeptide Trp-Arg und Arg-Trp.**
AuBler fiir Trennungen kleiner Molekiile wurde ein G-
Quadruplex-Aptamer auch zur elektrochromatographischen
Trennung der Rinder-f-Lactoglobuline A und B eingesetzt,
die sich durch nur zwei ihrer 162 Aminosduren unterschei-
den [

Mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte DNA-G-Quadru-
plex-Aptamere dienten als Prototyp fiir Biosensoren 2%
So wurde die Sekundirstruktur G-reicher Oligonucleotide
durch FRET untersucht.?! FRET ist ein abstandsabhin-
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giges Verfahren, mit dem sich Konformationsidnderungen
iiber Abstinde von 10 bis 100 A nachweisen lassen. Bei
geringem Abstand zwischen dem Donorfluorophor und dem
Acceptorchromophor ist die Fluoreszenz geloscht, nimmt der
Donor-Acceptor-Abstand aufgrund einer Konformationsén-
derung zu, erfolgt eine Fluoreszenzverstarkung. Das intra-
molekulare Falten eines Oligonucleotids zu seiner G-Quad-
ruplexform fithrt zum FRET zwischen den Donor- und
Acceptorfarbstoffen an den 5'- und 3'-Enden. Mit dieser
empfindlichen Methode kann man den Einfluss von Katio-
nen, Liganden, Nucleinsduren und Proteinen auf das Gleich-
gewicht zwischen ungefalteter und G-Quadruplex-DNA
tiberpriifen. Beispielsweise gelang Takenaka et al. der Nach-
weis, dass eine zum intramolekularen G-Quadruplex gefaltete
Einzelstrang-DNA submikromolare K*-Konzentrationen in
Wasser erkennt.”*

Auch die Bildung von molekularen ,,Nanomotoren“ aus
Einzelstrang-DNA wurde durch FRET untersucht.?”>? 1
und Ta konnten mithilfe von FRET in Echtzeit beobachten,
dass der konformative Wechsel zwischen dem doppelstrangi-
gen Duplex und dem gefalteten G-Quadruplex eine Ausdeh-
nungs- und Schrumpfungsbewegung hervorruft.? In einer
dhnlichen Studie fanden Alberti und Mergny heraus, dass das
konformative Gleichgewicht zwischen DNA-Duplex und
DNA-Quadruplex eine nanomolekulare ,,Maschine“ defi-
niert.™ Die Konformationen einer 21-meren DNA mit 5'-
Fluoresceindonor und 3’-Rhodaminacceptor wurden durch
FRET nachgewiesen (Abbildung 35). Der Wechsel zwischen
dem gefalteten monomolekularen G-Quadruplex und der
Duplexkonformation fiihrte zu einer Auslenkung um 5-6 nm
und konnte als ,,maschineller Kreisprozess gefiihrt werden,
indem nacheinander andere DNA-Stringe als ,,C-Brenn-
stoff” und ,,G-Brennstoff* zugegeben wurden. Der C-Brenn-
stoff entfaltet den monomolekularen G-Quadruplex und
bildet den Duplex, wihrend der G-Brennstoff zur Freisetzung
des markierten 21-mer verwendet wird, damit es sich wieder
zu einem G-Quadruplex faltet.

5.3. Dynamische Materialien durch Guanosin- und Folat-
Selbstorganisation

Neben den G-reichen Oligonucleotiden haben auch
kleinere Guanosinderivate ein vielversprechendes Potenzial
fiir Anwendungen in der Nanotechnologie und der Material-
wissenschaft. So bilden lipophile Guanosin- und Folat-Deri-
vate dynamische Fliissigkristalle und Gele, deren morpholo-
gische Eigenschaften durch Andern von Ionenbedingungen,
Losungsmittel oder Temperatur gesteuert werden konnen.

Durch Rasterkraftmikroskopie konnten Gottarelli und
Rabe et al. nachweisen, dass Oberflichendnderungen die
Struktur des wasserstoffverbriickten Aggregats regulie-
ren.?>?% Das lipophile dG (17) bildete an K*-belegtem
Glimmer Filme aus cyclischen G-Quartetts. Wurde das K*
von der Oberfliche abgewaschen, bildete dG (17) ausge-
dehnte Bénder, in Einklang mit den vorher beobachteten
Wasserstoffbriickenmustern in Losung und im festen
Zustand.”7?® Weiter wurde beobachtet, dass lipophile
Guanosine wie dG (17) ohne Kationen in organischen
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Abbildung 35. G-Quadruplex-,Nanomaschine*.® Der experimentelle
Entwurf dhnelt einem von Li und Tan beschriebenen System.?!

a) Umschalten zwischen einem intramolekularen Quadruplex (links)
und einem Duplex (rechts): Durch Faltung eines G-reichen Oligonuc-
leotids entsteht ein intramolekularer Quadruplex, in dem zwischen
gebundenen Fluorescein- und Rhodamingruppen (Ovale) ein effizien-
ter FRET erfolgt. Der ,,C-Brennstoff“-Strang ist komplementir zur G-rei-
chen Sequenz. b) Durch Faltung und Entfaltung des G-Quadruplex
induzierte Bewegung.

Solventien Fliissigkristalle und Gele bilden. Durch ESI-MS,
NMR-Spektroskopie in Losung und Kristallstrukturanalyse
konnten die Autoren nachweisen, dass diese Guanosinderi-
vate zwei unterschiedliche wasserstoffverbriickte Bénder
aufbauen (Abbildung 36).7>*! Eines dieser Biinder hatte
ein Gesamtdipolmoment (Band A), das andere nicht
(Band B). Das Bandmuster kann iiber den Nucleosidzucker
und das Solvens gesteuert werden. Einige dieser lipophilen
Guanosinderivate sind vielversprechende Gelbildner, die bei
Grenzkonzentrationen von nur 2-4 Gew.-% organische
Losungsmittel immobilisieren kénnen. !

Da Folsdure (22) und Guanosin dhnliche Wasserstoff-
briickenmuster aufweisen, sollten auch Folate cyclische
Tetramere bilden. Anfang der 90er Jahre beschrieben Gotta-
relli etal. die kationenabhingige Selbstorganisation von
Folsiure in Wasser."" Selbst bei Konzentrationen von nur
1 Gew.-% bildete Kaliumfolat Fliissigkristalle aus hexagonal
gepackten Siulen aus gestapelten Folattetrameren 3%
Kato et al. haben den kationengesteuerten Aufbau lipophiler
Folate in organischen Solventien weiter untersucht, wobei
sich ihr Interesse auf die Steuerung der dynamischen
Aggregation und die Materialeigenschaften richtete.[?%*

Ein Fliissigkristall nimmt eine Mittelstellung zwischen
einem geordneten Kristall und einer ungeordneten Fliissig-
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bose.

S
N AN Nepoo 7 N\
I "N N
N N

NN ‘2=<
/ 0= N
! o)

VA {

H—N /I-i N—H ?  gooH
> / :
/ N H N/\/\COOH

H

Folséure (22)

keit ein.*"! Materialien, die ohne Losungsmittel Fliissigkris-
talle bilden, sind thermotrope Fliissigkristalle, und die
Phaseniibergidnge gehen mit Temperaturdnderungen einher.
Die meisten thermotropen Flissigkristalle entstehen aus
stiabchenformigen Verbindungen mit aromati-
schem Zentrum und flexiblen Seitenketten.
Diese Substanzen bilden unterschiedliche
Arten von Fliissigkristallen, z.B. nematische,
smektische und diskotische Phasen. Die nema-
tische Phase ist ein Fluid, in dem die Molekiile
eindimensional parallel zu einer Molekiilachse
ausgerichtet, aber sonst ungeordnet sind. In
smektischen Phasen sind gerichtete Molekiile in
Schichten angeordnet, die eine Positionsnahord-
nung aufweisen. In diskotischen Fliissigkristallen
reicht die Positionsordnung der cyclischen Zen-
tren sogar noch weiter. Zur Bildung diskotischer
Flussigkristalle wurden insbesondere wasser-
stoffverbriickte Aggregate eingesetzt.”3"]
Kato et al. berichteten, dass bei Folat-Fliis-
sigkristallen durch Temperatur und Kationen
eine Phasendnderung induziert wird. Wie Ront-
genbeugung und IR-Spektroskopie belegen,
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bilden lipophile Folate mit 2-(3,4-Dialkoxyphenyl)ethyl-Sub-
stituenten thermotrope Fliissigkristalle (Abbildung 37).5%]
Abhingig von den Bedingungen konnen zwei fliissigkristal-
line Phasen entstehen, eine smektische und eine kolumnar-
diskotische Phase. Ahnlich wie bei dG (17) entsteht durch
Wasserstoffbriicken zwischen den Pterinringen des Folats
eine selbstassoziierte Bandstruktur — die Basis der smekti-
schen Phase. Dagegen bildet der Folatring in Gegenwart eines
Kations ein cyclisches Tetramer, das zu einem kolumnardis-
kotischen Fliissigkristall fithrt. Durch Zugabe von Alkali-
metallsalzen lief3 sich die smektische Phase in die hexagonale
diskotische Phase iiberfiihren.”® Auch die Polaritit des
Losungsmittels induziert den Wechsel der fliissigkristallinen
Organisation von Béndern zu Scheiben, da weniger polare
Solventien die cyclische wasserstoffverbriickte Form begiins-
tigen.”!! Dass Kationen und Losungsmittel die Umlagerung
vom wasserstoffverbriickten Band zum cyclischen Tetramer
auslosen konnen, ldsst den Schluss zu, dass Folat-Fliissigkris-
talle dynamische Stoffe sind, die ihre Struktur und ihre
Eigenschaften als Reaktion auf einen externen Reiz dndern
konnen.

5.4. Organische Halbleiter aus wasserstoffverbriickten
Guanosinen

1975 postulierten Aviram und Ratner, dass organische
Verbindungen Ladung transportieren konnten.®!"! Heute tritt
das Potenzial der molekularen Elektronik angesichts der
Miniaturisierung von Halbleiterbauelementen sehr deutlich
hervor.P'? Versuche mit DNA lassen darauf schlieBen, dass
die Selbstorganisation von Biomolekiilen ein praktikabler
Ansatz fiir eine Elektronenleitung ist.[’!>314

In dieser Hinsicht sind Guanin-Derivate vielverspre-
chende Kandidaten fiir einen Elektronentransport. Guanin
hat unter den Nucleobasen das niedrigste Oxidationspoten-
tial und bildet zahlreiche geordnete Strukturen. Rinaldi et al.
konstruierten ein Halbleiterelement mit dG (17) als Brii-
ckenelektroden.P”! In Ubereinstimmung mit friiheren AFM-
und Beugungsdaten wurde durch Kraftmikroskopie nachge-

Abbildung 37. Selbstaggregation lipophiler Folsiure-Derivate.’®! Als Reaktion auf
lonen werden selbstorganisierte Flussigkristalle gebildet. Die Bandstrukturen eines
Folsaure-Derivats werden an einem ionischen Templat in diskotische Tetramere tber-
fuhrt.
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wiesen, dass beim Verdampfen einer CHCL;-Losung von dG
(17) an der Oberfliche des Bauelements wasserstoffver-
briickte Bédnder entstehen. Strom-Spannungs(/-V)-Messun-
gen an diesem Bauelement ergaben hohe Leitfdhigkeit, wenn
der Elektrodenabstand weniger als 100 nm betrug.®>¥¢ Die
fiir eine molekulare Gleichrichtung charakteristischen asym-
metrischen [-V-Kurven wurden dem Dipolmoment zuge-
schrieben, das bei der Selbstassoziation von dG (17) zum
wasserstoffverbriickten Band entsteht (Band A in Abbil-
dung 36). Ab-initio-Rechnungen lassen darauf schlieBen, dass
dG (17) durch die Orbitaliiberlappung gestapelter Bénder
und nicht {iber intermolekulare Wasserstoffbriicken
leitet.®7-3¥1 Eine Herausforderung besteht darin, diese kris-
tallinen Substanzen so auszurichten, dass sie iiber grofere
Distanzen Strom leiten konnen. Dann konnten die moleku-
lare Selbstorganisation lipophiler dG-Derivate und die Litho-
graphie zu niitzlichen Bauelementen gekoppelt werden.

6. Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Aufsatz wurden unterschiedliche Gebiete der
Chemie angesprochen, in denen das G-Quartett als Struktur-
motiv von Bedeutung ist. Drei Jahrzehnte nach seiner
Entdeckung in 5-GMP-Gelen erkannte man aufgrund der
biologischen Zusammenhinge mit der G-Quadruplex-DNA
die wirkliche Bedeutung des G-Quartetts. Dementsprechend
beschleunigte sich die Strukturaufkldrung von Nucleinsdure-
G-Quadruplexen in den letzten zehn Jahren. 1992 gab es in
der Protein Data Bank nur zwei Eintrédge iiber G-Quadru-
plexe, zehn Jahre spéter sind mehr als 35 G-Quadruplex-
strukturen hinterlegt, darunter neun Strukturen im Kristall.
Diese Daten liefern eine Fiille von Informationen iiber die
nichtkovalenten Wechselwirkungen, die fiir die Selbstorgani-
sation G-reicher Nucleinsduren sorgen. In Zukunft werden
weitere Strukturen von G-Quadruplexkomplexen mit Pro-
teinen und Liganden benétigt werden, die ersten drei Bei-
spiele wurden erst kiirzlich versffentlicht.” %11 Detaillierte
Informationen iiber Protein- und Ligandkomplexe mit G-
Quadruplexen werden dazu beitragen, die molekulare Erken-
nung von G-Quadruplexen besser zu verstehen und das
Wirkstoff-Design zu verbessern.

Die herausragendste Aufgabe des G-Quartetts steht im
Zusammenhang mit seinem Potenzial zur Vermittlung von In-
vivo-Prozessen, und dabei in erster Linie solchen, die mit der
Struktur und Funktion des Telomers verbunden sind. Telo-
merase ist ein wichtiges Target von Tumortherapeutika, und
auf diesem Gebiet wird intensiv geforscht. Eine Suche im
Web of Science ergab 1990 fiir Telomerase nur sieben Zitate,
2002 wurden bereits iiber 750 Treffer gezéhlt. Die Entwick-
lung von Wirkstoffen, die mit dem G-Quadruplex unter
Telomerase-Inhibierung wechselwirken, wird sich fortsetzen.
Die grofite Herausforderung bei der Suche nach geeigneten
Verbindungen fiir klinische Tests wird darin bestehen, nicht-
toxische Wirkstoffe zu identifizieren, die wirklich selektiv fiir
den G-Quadruplex sind."™

Nicht zu vergessen sind die vielen nichtmedizinischen
Aspekte der G-Quartetts. Aus der Supramolekularen Chemie
haben wir viel iiber die Nutzung nichtkovalenter Wechsel-
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wirkungen zum Aufbau groBer und funktionaler Aggregate
erfahren. Mit der Entwicklung der Nanotechnologie wird das
Interesse an der Anwendung von nichtkovalenten Strukturen
fur spezifische Aufgaben zunehmen. Niitzliche Vorlagen
stammen oft aus der Natur. Das G-Quartett ist ein ausge-
zeichnetes Beispiel fiir ein natiirliches System, das sich fiir
synthetische Verdanderungen eignet, mit denen Struktur und
Dynamik der molekularen Selbstorganisation untersucht
werden konnen. Es kann zudem das Design neuartiger und
niitzlicher synthetischer Aggregate inspirieren. Die Verwen-
dung des G-Quartetts und &dhnlicher Strukturmotive zur
Bildung von selbstorganisierten Ionophoren, synthetischen
Kanélen, dynamischen Fliissigkristallen, nichtkovalenten
Polymeren, ,,Nanomaschinen, Biosensoren, therapeutischen
Aptameren, chromatographischen Triagern, neuartigen PNA-
Aggregaten und molekularelektronischen Bauelementen sind
ein Beweis dafiir, wie Konzepte aus der Biologie und der
Supramolekularen Chemie sehr gut miteinander verschmel-
zen konnen.
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