
G-Quadruplex-DNA
DOI: 10.1002/ange.200903685
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G-Quadruplexstrukturen geh�ren zu den interessantesten
und bestcharakterisierten DNA-Faltungsmotiven.[1] DNA-
Sequenzen, die in vitro stabile G-Quadruplexmotive bilden
k�nnen, wurden mit einer Vielzahl an In-vivo-Funktionen in
Verbindung gebracht, unter anderem mit der Regulation der
Telomerenstabilit�t,[2] der Regulation von Promotoren[3]

sowie der viralen Integration und Rekombination.[4] Viele
Gruppen haben kleine Molek�le als Liganden f�r die G-
Quadruplexstruktur entwickelt, die durch Unterbinden der
Telomeren- und/oder Promotorenaktivit�t das Wachstum von
Krebs blockieren sollen.[5] Nur ein paar Gruppen haben G-
Quadruplex-Liganden mit n�tzlichen Fluoreszenzeigen-
schaften beschrieben.[6] Trotz des bemerkenswerten Fort-
schritts in diesem Bereich blieben G-Quadruplex-Liganden
mit einer wirklich hohen Affinit�t (Kd� 2 nm) und Spezifit�t
(> 5000fach niedrigere Affinit�t zu doppelstr�ngiger DNA)
rar.[5, 6] Eine derart starke und selektive Bindung an G-Qua-
druplexe k�nnte jedoch notwendig sein, damit die entspre-
chenden Liganden erfolgreich mit zellul�ren Proteinen, die
G-reiche DNA und RNA mit Kd-Werten im mittleren pm-
Bereich binden, konkurrieren k�nnen.[7]

Wir sind an G-Quadruplex-Liganden interessiert, die
neben einer hohen Affinit�t noch eine duale Funktion zeigen:
Sie sollten sowohl „Einschalt“-Photolumineszenz bei der
Bindung an die Ziel-DNA zeigen als auch die Genexpression
regulieren k�nnen.[3, 6] Diese voneinander unabh�ngigen
Funktionen k�nnten genutzt werden, um m�gliche Zusam-
menh�nge zwischen G-Quadruplexstrukturen und ihren
Funktionen in vivo zu untersuchen. Unsere Herangehens-
weise ist der Entwurf, die Synthese und die Evaluierung einer
neuen Familie von Porphyrazinderivaten, bei der die DNA-
Spezifit�t, die Aufnahme in Zellen und die photophysikali-
schen Eigenschaften des Phthalocyaninger�sts durch gleich-
zeitige Variation von Metallzentrum und Guanidiniumgrup-
pen reguliert werden k�nnen.

Strukturselektive G-Quadruplex-Liganden zeigen oft
eine ausgepr�gte strukturelle und elektronische Komple-

mentarit�t zu den gestapelten G-Tetraden der G-Quadru-
plex-DNAs.[5] So ist die G-Quadruplex-Spezifit�t von pyridi-
nium- und ammoniumhaltigen Porphyrazinderivaten deutlich
h�her als die des breit untersuchten, allerdings unselektiven
Liganden 5,10,15,20-Tetrakis(N-methyl-4-pyridyl)porphin
(TMPyP4).[8, 9] Sie binden mit m�ßiger Affinit�t an G-Qua-
druplex-DNA (Kd-Werte im Bereich 100–200 nm), doch
wurde nichts bez�glich ihrer Aufnahme in Zellen, ihrer Lu-
mineszenz oder der Regulation der Transkription durch sie
berichtet.[8]

Unser prim�res Interesse gilt kationischen Phthalocyani-
nen mit Guanidiniumgruppen, da guanidiniumhaltige Mole-
k�le besser in Zellen aufgenommen werden und eine h�here
RNA/DNA-Affinit�t aufweisen als die analogen ammonium-
haltigen Verbindungen.[10] Daher synthetisierten wir eine
kleine Familie von Guanidiniophthalocyaninen (GPcs),
indem wir ein Tetraaminozinkphthalocyanin 2 bei 120 8C in
einer ionischen Fl�ssigkeit (Pyridin/Pyridinhydrochlorid) mit
verschiedenen Carbodiimiden behandelten (Schema 1).[11]

Unter diesen Bedingungen wurde das Zink sowohl aus dem
Edukt als auch den Produkten entfernt, wodurch die metall-
freien GPcs 3–5 erhalten wurden (Schema 1). Diese Reaktion
er�ffnet einen neuen Zugang zu metallfreien Phthalocyani-
nen.[11] Wir waren jedoch an den zinkhaltigen GPcs interes-
siert, da �ber lumineszierende zinkhaltige Phthalocyanine mit
guter Aufnahme in Zellen berichtet worden war.[12] Die me-
tallfreien GPcs 3–5 wurden deshalb zusammen mit Zink-
chlorid erhitzt, was die entsprechenden Guanidiniozink-
phthalocyanine 6–8 lieferte (Schema 1). Diese Produkte
wurden mittels 1H-NMR-Spektroskopie, hochaufl�sender
Massenspektrometrie und analytischer HPLC charakteri-
siert.[13] Die Verbindungen 6–8 wurden als reine Regioiso-
mere isoliert, was in Einklang mit einem fr�heren Bericht ist,
nach dem die Cyclotetramerisierung von 1 an einem Zink-
templat regioselektiv verl�uft.[14,15] Unerwarteterweise waren
nur das Tetrakis(diisopropylguanidinio)zinkphthalocyanin
„Zn-DIGP“ (7) und sein metallfreies Analogon 4 gut was-
serl�slich. Daher wurden nur diese beiden Verbindungen
weiter untersucht.

Um die G-Quadruplex-Affinit�t von Zn-DIGP (7) zu
testen, nutzten wir zwei direkte und komplement�re fluo-
reszenzbasierte Methoden mit einer DNA, die von der re-
petitiven menschlichen Telomersequenz („Htelo“) oder vom
onkogenen c-Myc-Promotor („c-Myc“) abgeleitet war.[16] Um
die Spezifit�t der Interaktionen zu ergr�nden, untersuchten
wir auch eine nichtgefaltete Variante von Htelo („Htelo-
Mut“) sowie die C-reichen Komplement�rsequenzen von c-
Myc („c-Myc-C“) und Htelo („Htelo-C“), die i-Motive bilden
k�nnen.[17]
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Um die St�chiometrie der Zn-DIGP/Oligonucleotid-
Bindung zu bestimmen, wurden Absorptionsspektren einer
1 mm Zn-DIGP-L�sung als Funktion der DNA-Konzentration
gemessen (Abbildung 1A und Abbildung S4 in den Hinter-
grundinformationen).[13] Diese Experimente wurden bei Zn-
DIGP-Konzentrationen durchgef�hrt, die deutlich h�her als
die Kd-Werte f�r die Zn-DIGP/G-Quadruplex-Bindung
waren, und ergaben St�chiometrien von 2:1 f�r Zn-DIGP/c-
Myc, 1:1 f�r Zn-DIGP/Htelo und 4:1 f�r Zn-DIGP/Htelo-
Mut.[13]

Zn-DIGP zeigte bei der Bindung an Nucleins�uren tat-
s�chlich das erw�nschte Einschalten der Fluoreszenz: Bei
S�ttigung mit DNA oder RNA wurde ein mindestens
200facher Anstieg der Photolumineszenz von Zn-DIGP be-
obachtet (Abbildungen 1B, C und Abbildung S4 in den Hin-
tergrundinformationen).[13] Die Quantenausbeute der resul-
tierenden Komplexe in Wasser betrug beim Vergleich mit Cy5
und Cresylviolett als Fluoreszenzstandards[18] 0.06� 0.02.
Diese m�ßigen Quantenausbeuten werden aber durch die
hohen molaren Absorptionskoeffizienten der Zn-DIGP-
Komplexe kompensiert (e = 30 000–130000 cm�1

m
�1; Abbil-

dung 1A).

Fluoreszenzdaten, die mit einer 10 nm L�sung von
Zn-DIGP gesammelt (Abbildung 1B) und auf der
Grundlage eines unabh�ngigen 2:1-Bindungsmodells
analysiert wurden,[9a] lieferten eine scheinbare Gleichge-
wichtsdissoziationskonstante Kd f�r das Zn-DIGP/c-
Myc-System von � 2 nm f�r jede Bindungsstelle. Eine
Einschr�nkung bei der Interpretation dieser Daten muss
jedoch genannt werden: Die f�r die direkte Detektion
verwendete Probenkonzentration (10 nm) war deutlich
h�her als die Kd-Werte, sodass Selbstassoziation von Zn-
DIGP zu einer Untersch�tzung der DNA-Bindungsaffi-
nit�t f�r alle genannten Bindungsinteraktionen gef�hrt
haben kann. Ein 1:1-Bindungsmodell lieferte f�r Htelo
einen Kd-Wert von (6� 4) nm, w�hrend das mutierte
Konstrukt Htelo-Mut mit einem Kd-Wert von (60�
10) nm band (Abbildung 1B). G-Quadruplexe, die von c-
kit(Stammzellfaktor-Rezeptor)-, VEGF(Gef�ßendothel-
Wachstumsfaktor)- und Insulinpromotoren stammen,
banden mit Kd-Werten von ungef�hr 10�8

m ebenso an
Zn-DIGP, w�hrend die C-reichen Sequenzen c-Myc-C
und Htelo-C Zn-DIPG mit einer ca. 1000fach geringeren
Affinit�t banden (Abbildungen 1B,C).[16]

Um die G-Quadruplex-Spezifit�t von Zn-DIGP re-
lativ zu der heterogener, von Zellen stammender Nuc-
leins�uren zu bestimmen, wurden die Fluoreszenzinten-
sit�ten von 10 nm Zn-DIGP-L�sungen mittels Titration
einer tRNA-Mischung oder von Kalbsleber(CT)-DNA
gemessen.[19] Ein Vergleich dieser Bindungsisothermen in
einem logarithmischen Maßstab (Abbildung 1C) ent-
h�llte eine hochselektive G-Quadruplex-Bindung. Diese

Schema 1. Synthese und Struktur der Guanidiniozinkphthalocyanine
6–8.[13, 15] Reagentien und Bedingungen: a) Zinkchlorid (0.25 �quiv.), Ammo-
niummolybdat (0.1 Mol-%), Nitrobenzol, 185 8C, 4 h, 98%; b) Natriumsulfid
(12 �quiv.), DMF, 60 8C, 1.5 h, 75%; c) Carbodiimid (20–50 �quiv.), Pyridin/
Pyridinhydrochlorid, 120 8C, 20 h; d) Trifluoressigs�ure (TFA)/Wasser;
e) Zinkchlorid, Natriumacetat/Essigs�ure, 120 8C, 1–4 h, TFA/Wasser.
Die Trifluoracetate der Verbindungen 3–8 wurden f�r L�slichkeitstests
und biologische Untersuchungen in die Chloride �berf�hrt.

Abbildung 1. A) Absorptionsspektren einer 1 mm L�sung von Zn-DIGP
als Funktion der Konzentration (0–1 �quiv.) einer bereits gefalteten
22 bp langen Quadruplex-DNA des c-Myc-Promotors[16] B,C) Fluores-
zenzl�schung einer 10 nm L�sung von Zn-DIGP (lAnr. = 620,
lEmm. = 705 nm) bei Zugabe einer Nucleins�ure.[13] D) Fluoreszenzl�-
schung einer 10 nm L�sung einer endst�ndig mit 5’-Fluorescein mar-
kierten c-Myc-DNA (lAnr. = 495, lEmm. = 520 nm) bei der Titration von
Zn-DIGP oder Zn-TMPyP4 in An- oder Abwesenheit von 220 mm CT-
DNA (Nucleotidkonzentration). Alle Proben wurden in einem Puffer
aus 50 mm Tris-HCl (pH 7.4), 150 mm KCl und 0.5 mm EDTA („TKE“-
Puffer) vorbereitet und analysiert. Die Fehlerbalken in (B) und (C)
deuten die Standardabweichung an.
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Auftragung erm�glicht einen direkten Vergleich zwischen
oligomeren und polymeren Nucleins�uren verschiedener
L�nge und gibt sowohl die Zahl der Bindungsstellen als auch
die relativen Affinit�ten wieder. Unter der Annahme, dass
Gr�ße und Frequenz von Bindungsstellen in Nucleotiden
ungef�hr gleich sind,[19] deuten diese Daten darauf hin, dass
Zn-DIGP mit mindestens 100- respektive 5000fach h�herer
Affinit�t an den c-Myc-Quadruplex als an tRNA bzw. CT-
DNA bindet (Abbildung 1 C).

Die beeindruckende G-Quadruplex-Affinit�t und -Spe-
zifit�t von Zn-DIGP wurde durch Messung der Fluores-
zenzl�schung einer 5’-Fluorescein-markierten c-Myc-DNA
durch Titration von Zn-DIGP in An- oder Abwesenheit eines
1000fachen Nucleotid�berschusses von CT-DNA best�tigt
(Abbildung 1D). Als Kontrolle wurde auch das bekannte
kationische Porphyrin Zn-TMPyP4 (Schema 1) untersucht. In
Einklang mit dessen unspezifischer Bindung an Nucleins�u-
ren[9b] trat hier in Gegenwart des Kompetitors CT-DNA eine
Abnahme der scheinbaren Bindungsaffinit�t auf ein Zehntel
auf. Bei Zn-DIGP wurde dagegen auch in Anwesenheit des
1000fachen �berschusses an CT-DNA noch immer eine hohe
scheinbare Affinit�t (Kd� 2 nm) gemessen (Abbildung 1D).

Eine empfindliche Detektion der Aufnahme von Zn-
DIGP in Zellen kann mit Standardabbildungssystemen, die
mit Cy5 kompatibel sind, erreicht werden, wie sowohl Breit-
feld- als auch konfokale Fluoreszenzmikroskopieexperimente
zeigten. Dank seiner profluoreszierenden Eigenschaften kann
Zn-DIGP einfach einer Zellprobe zugegeben, inkubiert und
abgebildet werden; kein Waschen der Zellen war n�tig, auch
wenn das Medium mit 10 % FCS (f�tales K�lberserum) an-
gereichert war. Aufnahme von Zn-DIGP wurde in allen von
uns bisher untersuchten lebenden und fixierten Zellen be-
obachtet, einschließlich HeLa, MCF7, B16F10, SH-SY5Y, E.-
coli-BL-21 und SK-Mel-28.[13] Unter allen Bedingungen und
in allen getesteten Zelllinien wurde in �bereinstimmung mit
F�rbungsexperimenten mit Hoechst 33 342 (Abbildung 2 A–
C und Abbildung S7 in den Hintergrundinformationen)
wenig bis gar keine nichtspezifische Anf�rbung der Duplex-
DNA beobachtet.[13]

Das metallfreie Guanidiniophthalocyanin DIGP (4)
zeigte eine �hnliche G-Quadruplex-Affinit�t, eine niedrigere
Spezifit�t (Abbildung S4 in den Hintergrundinformatio-
nen)[13] und eine deutlich intensivere Kernf�rbung (Abbil-
dungen 2D–F) als Zn-DIGP (7). Die zellul�ren Verteilungs-
muster sowohl von DIGP (4) als auch von Zn-DIGP (7) er-
wiesen sich als abh�ngig vom Zelltyp, von der Anwendungs-
methode und von den Inkubationsbedingungen. In lebenden
Zellen wurden diese Substanzen mehrheitlich in Vesikeln und
in perinukle�ren Organellen angereichert,[13] w�hrend in fi-
xierten und sterbenden Zellen eine intensive F�rbung der
Zellkerne und der Nucleoli beobachtet wurde (Abbildun-
gen 2D–F). �hnliche Trends wurden f�r guanidinhaltige
Transporterkonstrukte beschrieben.[20]

�ltere Studien besagten, dass die Aktivit�t des c-Myc-
Promotors um den Faktor zwei oder mehr unterdr�ckt
wurde,[21] wenn TMPyP4 in einer Dosis der Gr�ßenordnung
des EC50 f�r Zytotoxizit�t zu Zellkulturen gegeben wurde
(100 mm).[22] Aufgrund der h�heren G-Quadruplex-Affinit�t
und -Spezifit�t von Zn-DIGP verwendeten wir in analogen

Experimenten eine viel kleinere Dosis (1 mm), und wir nutz-
ten die quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion
(qRT-PCR), um die Aktivit�t des c-Myc-Promotors in Neur-
oblastoma-Zelllinien (SH-SY5Y) abzusch�tzen; diese sind
bekannt daf�r, c-Myc �berm�ßig zu exprimieren.[23] Unge-
achtet dessen, dass bei dieser Dosis keine zytotoxischen Be-
dingungen vorlagen (EC50> 80 mm),[13] konnte eine zeitab-
h�ngige bis zu dreifache Abnahme der c-Myc-Expression
beobachtet werden (Abbildung 3).

Damit ist Zn-DIGP der erste G-Quadruplex-Ligand mit
hoher Affinit�t, der sowohl ein Einschalten von Lumineszenz
bei der Bindung an DNA bewirkt als auch die F�higkeit
aufweist, RNA-Expression zu unterdr�cken. Mit einem Kd�
2 nm ist die Interaktion zwischen Zn-DIGP und c-Myc-G-
Quadruplex-DNA die st�rkste bis dato beschriebene Bin-
dungsinteraktion einer G-Quadruplexstruktur mit einem
kleinen Molek�l.[5] Die Fluoreszenzeigenschaften von Zn-
DIGP vereinfachen direkte Bindungsanalysen in vitro und
das Anf�rben in vivo. Die Verteilung von Zn-DIGP in Zellen
war deutlich anders als diejenige von Duplex-DNA-Sonden,
und bei relativ geringer Dosis (1 mm) bewirkte Zn-DIGP

Abbildung 2. Fixierte SK-Mel-28, angef�rbt mit 3 mm Zn-DIGP (7) oder
DIGP (4) und 8 mm Hoechst 33342. A) Zn-DIGP-Fluoreszenz
(lAnr. = 620, lEmm. = 700 nm). �hnliche F�rbungsmuster wurden auch
bei Zellen ohne Hoechst 33 342 gefunden (Abbildung S7 in den Hinter-
grundinformationen).[13] B) Hoechst-33342-Fluoreszenz (lAnr. =360,
lEmm. = 470 nm). C) �berlagerung von (A) und (B) mit Absorption im
Bereich von weißem Licht. D) DIGP-Fluoreszenz. E) Hoechst-33 342-
Fluoreszenz. F) �berlagerung von (D) und (E) mit Absorption im Be-
reich von weißem Licht. Eine Aufnahme in lebenden Zellen konnte
ebenfalls beobachtet werden (Abbildungen S5 und S6 in den Hinter-
grundinformationen).[13] Farbgleichgewicht, Helligkeit und Kontrast
wurden f�r jedes Bild einzeln optimiert.

Abbildung 3. Relatives Vorkommen der c-Myc-mRNA, extrahiert aus
SH-SY5Y-Neuroblastoma-Zellen, die 1–48 h mit 1 mm Zn-DIGP behan-
delt wurden. qRT-PCR wurde verwendet, um die mRNA im Verh�ltnis
zu den Housekeeping-Genen b-Actin, SDHA und GAPDH zu quantifi-
zieren. Zwei oder mehr unabh�ngige Versuche an je drei Proben
wurden verwendet, um die dargestellten Durchschnittswerte und Stan-
dardabweichungen zu bestimmen. Unter den Housekeeping-Genen
wurden keine oder nur kleinste Ver�nderungen beobachtet.[13]
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rasch eine dreifache Unterdr�ckung der c-Myc-mRNA. Der
exakte Mechanismus, der f�r diese Unterdr�ckung verant-
wortlich ist, wird noch untersucht, aber unsere Resultate
stimmen mit einer Quadruplex-vermittelten Promotoren-
desaktivierung �berein.[3, 21] Eine direkte Fluoreszenzvisuali-
sierung des vermuteten Zn-DIGP/c-Myc-Promotorkomple-
xes in Zellen ist nicht m�glich, da c-Myc ein Gen mit einer
einzigen oder nur wenigen Kopien ist. Die k�nftige Anwen-
dung von Zn-DIGP oder anderen difunktionellen G-Qua-
druplex-Liganden zur Untersuchung von Tandem-repetitiven
Genen mit G-Quadruplex-haltigen Promotoren ist ein hoch-
gradig attraktiver Ansatz, um die Zusammenh�nge zwischen
G-Quadruplexstrukturen und Transkriptionsregulierung
weiter zu untersuchen.
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