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Guanosinreiche Nucleins�uren sind bekannt daf�r, dass sie in
vierstr�ngige Strukturen, so genannte Quadruplexe, falten.[1,2]

Von besonderem Interesse sind dabei die Telomere an den
Chromosomenenden. Beim Menschen sind diese aus den
Hexanucleotid-Abschnitten GGGTTA aufgebaut, an deren
3’-Ende sich die Telomere in einem aus 100 bis 200 Nucle-
otiden bestehenden Einzelstrang fortsetzen.[3] Die F�higkeit
der Quadruplexe zur Faltung und Entfaltung l�sst vermuten,
dass sie die Telomererhaltung und den Zellzyklus steuern.[4,5]

Im Unterschied zu Duplexstrukturen sind Quadruplexe po-
lymorph; ihre Struktur unterscheidet sich beispielsweise in
der Orientierung der quadruplexbildenden Einzelstr�nge
zueinander oder in der Anordnung der verbindenden
Schleifenregionen. So wird die Struktur der humanen Telo-
mersequenz unter anderem durch das im Quadruplex koor-
dinierte einwertige Ion oder durch leichte �nderungen der
Nucleotidsequenz drastisch beeinflusst.[6–8]

Mithilfe von NMR-Spektroskopie und Kristallographie
konnten hochaufgel�ste Strukturen von menschlichen Telo-
mer-Quadruplexen erhalten werden. Biophysikalische Studi-
en liefern Hinweise darauf, dass verschiedene Strukturen
vergleichbar stabil sind und unter physiologischen Bedin-
gungen coexistieren k�nnen. Die hochaufl�senden Techniken
der Strukturanalyse k�nnen coexistierende Strukturen jedoch
nicht abbilden, da diese Verfahren das Vorhandensein einer
einzigen Spezies erfordern. Methoden wie die CD-Spektro-
skopie sind zwar hilfreich, ihre Ergebnisse werden aber leicht
�berinterpretiert,[9] und dies hat in letzter Zeit zu kontro-
versen Diskussionen gef�hrt. Wir haben die Quadruplex-
strukturen von Telomersequenzen mit zwei Nitroxid-Spin-
markierungen unter ann�hrend physiologischen Bedingun-
gen mithilfe einer Zweifrequenzmethode der Puls-Elektro-
nenspinresonanz (EPR) untersucht (Abbildung 1 a).

Die Elektron-Elektron-Doppelresonanz-Spektroskopie
(DEER oder PELDOR) ist das Mittel der Wahl, um zwischen
verschiedenen Quadruplexkonformationen zu unterscheiden,
da sie das Ausmessen von Abstandsverteilungen im Bereich
von 1.5 bis 7.5 nm auch in strukturell heterogenen Systemen
erm�glicht.[13, 14] Die wichtigsten intramolekularen Quadru-
plexkonformationen der menschlichen Telomersequenz sind
in Abbildung 1 zusammengefasst: In Puffer mit Na+-Ionen
wird f�r die Sequenz A(GGGTTA)3GGG ein antiparalleler
Quadruplex in einer „Korb“-Konformation gefunden.[10] In
Gegenwart des in der Zelle h�ufigeren Kations K+ ergibt die
Kristallstrukturanalyse f�r die identische Sequenz eine Par-
allelorientierung aller Str�nge („Propeller“-Form).[12] F�r
eine nur leicht an beiden Enden modifizierte Sequenz (siehe
Abbildung 1) wurden k�rzlich von drei Gruppen mithilfe von
NMR-spektroskopischen Analysen zwei verschiedene
Formen einer parallel/antiparallelen 3+1-Hybridkonforma-
tion ermittelt.[11, 15–17] Viele Studien weisen darauf hin, dass in
K+-haltiger L�sung eine Mischung verschiedener Konfor-
mationen vorhanden sei.[8, 18–32] Wenngleich mehrere dieser
Arbeiten berichten, dass ein Gleichgewicht aus einer anti-
parallelen oder der 3+1-Hybridform und der parallelen
Propellerform vorliege, stimmt die Mehrheit dieser Studien

Abbildung 1. Menschliche Telomer-Quadruplexe: a) die untersuchte
Sequenz; Pfeile markieren die 5-TEMPA-modifizierten Desoxyuridin-
Reste. b–d) Unterschiedliche intramolekulare Quadruplexkonformatio-
nen, basierend auf hochaufgel�sten Strukturen. Schwarze Pfeile deuten
die Abst�nde der C5-Methyl-Kohlenstoffatome an, die gem�ß der PDB-
Struktur angegeben sind. b) NMR-spektroskopisch bestimmte Struktur
des antiparallelen Korbkonformation in Na+-haltiger L�sung (PDB:
143D).[10] c) NMR-Struktur eines 3+1-Hybridquadruplexes einer leicht
modifizierten Sequenz in K+-haltiger L�sung (PDB: 2GKU).[11] d) Kris-
tallstruktur der parallelen Propellerstruktur in Gegenwart von K+ (PDB:
1KF1).[12]
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�berein, dass die parallele Propellerform keine relevante
Struktur in K+-haltiger L�sung sei.[18–21, 26–29] Dar�ber hinaus
wird die Diskussion durch einige widerspr�chliche Ergebnisse
intensiviert: Aus CD-Spektren der Sequenzen
(GGGTTA)3GGG und A(GGGTTA)3GGG wird auf das
ausschließliche Auftreten der antiparallelen Korbstruktur
sowohl f�r Na+ als auch f�r K+ geschlossen.[24] Vernetzungs-
experimente mit Platinkomplexen ergaben f�r A-
(GGGTTA)3GGG und f�r (TTAGGG)4, dass die antiparal-
lele Korbstruktur f�r beide Ionen die wichtigste ist.[28] Auf der
anderen Seite zeigen biophysikalische Studien der Sequenz
(TTAGGG)4 in K+-haltiger L�sung nur die 3+1-Hybrid-
struktur.[33] Es bleibt also unklar, welche Konformationen
tats�chlich zu den beobachteten Mischungen beitragen, da
eine eindeutige Zuordnung auf der Grundlage von CD-
Spektren schwierig ist und andere Methoden nur sehr ein-
geschr�nkt Aufschluss bieten k�nnen. Wir f�hren hier die
EPR-Spektroskopie an spinmarkierten Quadruplexstruktu-
ren als Methode ein, um Abst�nde im Nanometerbereich zu
messen, und weisen eine 1:1-Mischung der parallelen Pro-
pellerstruktur und der antiparallelen Korbstruktur in K+-
haltiger L�sung nach.

Um Spinmarkierungen in DNA- oder RNA-Sequenzen
einzubringen, wurden bereits unterschiedliche Ans�tze ge-
nutzt.[34–37] Neben Mobilit�tsstudien zur DNA-Faltung mit
herk�mmlicher cw-EPR[38] wurden Puls-DEER-Experimente
ausgef�hrt, um Abst�nde in DNA-Modellsystemen zu
messen.[14, 34,37, 39, 40] Wir haben Oligonucleotide mit TEMPA-
Spinmarkierungen synthetisiert.[41–43] Als Positionen f�r den
Einbau der Spinmarkierungen w�hlten wir die Nucleotide 5
und 11 (Abbildung 1a), da Abstandsmessungen zwischen
diesen Positionen es erm�glichen, die einzelnen Quadru-
plexkonformationen zu unterscheiden. Ein Vergleich der er-
warteten Abst�nde zwischen allen Kombinationen der Des-
oxythymidin-Positionen ist in den Hintergrundinformationen
enthalten. Spinmarkierte und nichtmodifizierte Sequenzen
weisen sowohl in Na+- als auch in K+-haltiger L�sung jeweils
identische CD-Spektren auf. Damit ist nachgewiesen, dass die
TEMPA-Modifikationen die Quadruplextopologie nicht ver-
�ndern (Abbildung S1).

F�r die DEER-Experimente wurden die Konformationen
der DNA in Na+- oder K+-haltiger L�sung mit 50 mm Oli-
gonucleotid gefaltet, durch Eintauchen in fl�ssigen Stickstoff
eingefroren und anschließend bei T= 45 K gemessen (siehe
die Hintergrundinformationen). F�r die Datenanalyse wurde
DeerAnalysis2008 verwendet.[44] Eine modellfreie Auswer-
tung ergab, dass die Verteilung der Abst�nde zwischen den
Spinmarkierungen durch eine oder zwei Gauß-Kurven cha-
rakterisiert werden kann. Sowohl Tikhonov-Regularisierung
(siehe Abbildung S4 in den Hintergrundinformationen) als
auch Inspektion der quadratischen Abweichungen in den
Gauß-Verteilungsmodellen erm�glichten es, eindeutig zu
entscheiden, ob eine oder zwei Konformationen vorlagen.
Die Coexistenz zweier Konformationen in K+-haltiger
L�sung entspricht den Ergebnissen vieler Studien.[8, 18–32]

Die Breite der Abstandsverteilungen (halbe Breite auf
halber H�he � 1 nm) spiegelt die Flexibilit�t der spinmar-
kierten Trinucleotidschleifen wider. Die Nitroxid-markierten
Strukturen wurden durch Energieminimierung unter Be-

r�cksichtigung des L�sungsmittels (mit angepassten Kraft-
feldparametern f�r die Markierungen) basierend auf
AMBER modelliert. Die daraus erhaltenen Abst�nde sind
vergleichbar zu denen in Abbildung 1. Allerdings ergaben
auch Molek�ldynamikrechnungen unter Ber�cksichtigung
der Spinmarkierungen, dass die Abst�nde aus den energie-
minimierten Strukturen nicht repr�sentativ f�r das thermo-
dynamische Ensemble der hochflexiblen Schleifenregionen
sind. Deshalb wurden zur Strukturzuordnung die Abst�nde
der 5-Methyl-Kohlenstoffatome der markierten Positionen
aus der Proteindatenbank (PDB) entnommen. Eine inter-
molekulare Quadruplexbildung wurde durch Abstandsmes-
sungen an einfach markierten Sequenzen ausgeschlossen.
Diese Sequenzen wurden auch zur Bestimmung der lokalen
Beweglichkeit verwendet, die ebenfalls die hohe Flexibilit�t
der Schleifenregionen belegt (siehe die Hintergrundinfor-
mationen).

Es ist allgemein akzeptiert, dass in Na+-haltiger L�sung
die antiparallele Korbstruktur (Abbildung 1b) als einzige
Konformation vorliegt.[10] �bereinstimmend finden wir mit
DEER eine einzige Konformation mit einem Abstand von
(3.0� 0.1) nm (Abbildung 2 a und b). Dieser Abstand ent-

spricht dem, der gem�ß der PDB-Struktur f�r die Korb-
struktur zu erwarten war (2.9 nm). Dagegen finden wir in K+-
haltiger L�sung eine Mischung von zwei Konformationen.
Die Anpassung mit nur einer sehr breiten Gauß-Kurve f�hrt
zu einer deutlich schlechteren �bereinstimmung mit den
experimentellen Daten, w�hrend ein Modell mit zwei Gauß-
Kurven f�r Abbildung 2 b wieder nur eine Konformation
ergibt. Die beiden Quadruplexkonformationen in K+-haltiger
L�sung liegen in relativen Anteilen von 55 und 45 % (� 6%)
vor. Die erste Spezies ist durch einen Abstand von (1.8�
0.2) nm charakterisiert; dies entspricht dem Wert, den man
f�r die parallele Propellerform erwartet (Abbildung 1d). Die
zweite Konformation weist mit einem Abstand von (3.0�
0.1) nm einen zu den Ergebnissen in Na+-haltiger L�sung

Abbildung 2. DEER-Daten: dipolare Entwicklung nach Hintergrundkor-
rektur f�r die Sequenz A(GGGTTA)3GGG in Na+- (a) und K+-haltiger
L�sung (c), angepasst mit Kurven, denen Abstandsverteilungen mit
einer bzw. zwei Gauß-Kurven zugrundeliegen. Die entsprechenden Ab-
standsverteilungen zeigen eine einzelne Konformation in Na+-haltiger
(b) und zwei unterscheidbare Strukturen in K+-haltiger L�sung (d).

Angewandte
Chemie

9909Angew. Chem. 2009, 121, 9908 –9910 � 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


identischen Abstand auf (Abbildung 2 c und d). Diese Er-
gebnisse lassen auf eine Coexistenz von Propeller- und
Korbkonformation schließen. Um eine falsche Zuordnung
von Abst�nden zu Konformationen auszuschließen, wurde
eine zus�tzliche Vergleichssequenz synthetisiert. Diese Se-
quenz TT(GGGTTA)3GGGA weicht nur leicht von der ori-
ginalen Telomersequenz ab, faltet aber in K+-haltiger L�sung
in die 3+1-Hybridform.[11, 17] Der gem�ß der NMR-spektro-
skopisch ermittelten Struktur erwartete Abstand zwischen
den Spinmarkierungen betr�gt 2.4 nm (Abbildung 1 c). Mit
DEER messen wir einen Abstand von (2.6� 0.1) nm (siehe
die Hintergrundinformationen, Abbildung S3), der zwischen
den Werten f�r die parallele Propellerform und die Korbform
f�r die Sequenz A(GGGTTA)3GGG in K+-haltiger L�sung
liegt.

Wir haben EPR-Abstandsmessungen zur Untersuchung
von hochgradig polymorphen DNA-Quadruplexen ausge-
f�hrt. Im Widerspruch zu h�ufig ge�ußerten Hypothesen
finden wir eine 1:1-Coexistenz der parallelen Propellerform
und der antiparallelen Korbform f�r die untersuchte Telo-
mersequenz. Trotzdem l�sst sich die Bedeutung der 3+1-
Hybridform keinesfalls ausschließen, da diese die bevorzugte
Form von Sequenzen ist, bei denen die eigentliche Quadru-
plexsequenz von weiteren Nucleotiden flankiert wird. In
diesem Zusammenhang erwarten wir von der hier einge-
f�hrten Methode wichtige Beitr�ge zur Untersuchung von
Quadruplexkonformationen in l�ngeren Sequenzen sowie in
Systemen, die auch andere Molek�le enthalten. Da sich die
Untersuchung eines Quadruplexes in Gegenwart von weite-
ren Oligonucleotiden, Proteinen oder niedermolekularen
Verbindungen mit Methoden wie der CD-Spektroskopie
teilweise schwierig gestaltet, ist der Einsatz der Puls-EPR
besonders zur Aufkl�rung von Strukturen in komplexeren
Systemen vielversprechend.
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