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Zusammenfassung

Um Materie mit Nanometergenauigkeit anzuordnen, ist Selbstorganisation die machtigste Stra-
tegiec. DNA (Desoxyribonukleinsdure) ist hierfiir ein hervorragendes Baumaterial, da sie ein
billiges, programmierbares, biokompatibles und gut verstandenes Polymer ist. Aus diesen Grin-
den ist DNA zur Basis fiir ein schnell wachsendes Gebiet geworden: die DNA-
Nanotechnologie.

Das Ziel dieser Arbeit war es, neue Interaktionsméglichkeiten fiir die DNA-Nanotechnologie zu
entwickeln und neuartige Strukturen aus DNA-mznicircles aufzubauen, einem bislang vernachlis-

sigten Konstruktionselement.

- Migrationsstabile Holliday-Kreuzungen sind das zentrale
Y -
é‘?
&
e,
[

Konstruktionselement fiir DNA-Nanoarchitekturen und erlau-
ben unter andetem den Aufbau von DNA-#/s und DNA-
Origami. Doch haben diese Kreuzungen den Nachteil, im Ver-
gleich zur relativ steifen linearen B-DNA sehr weich zu sein. In
dieser Doktorarbeit wurden zwei Konzepte entwickelt, um
doppelstringice DNA mit nahezu beliebigen Sequenzen durch
DNA-bindende Polyamide zu verbinden.

Im ersten Ansatz wurden zwei dieser sequenzspezifischen winor

groove-Binder durch einen langen, flexiblen Linker miteinander
verkniipft. Wir nannten dieses heterobifunktionale Molekil die Polyamid-Stiitze und sie hatte
die Fihigkeit, zwei unmodifizierte B-DNA-Objekte von der GréBe zweier 100 kDa schwerer
minicircles zusammenzuhalten [i, in eigene Literatur]. Man kann sich vorstellen, dass die Poly-
amid-Stiitze in Zukunft als ein niitzliches Werkzeug fiir den Aufbau von Architekturen mit oder

an B-DNA dienen kénnte, méglicherweise sogar in einem biologischen Kontext.

In einem verbesserten Konzept wurde ein Polyamid
Gber einen Linker kovalent direkt mit einem Oligonuk-

leotid verkniipft. Wir nannten diesen Ansatz den Poly-

Ay
”ﬁ'

amid-Anker. Dieses Hybridmolekil wurde dann in

einen DNA-minicircle eingebaut. Der minicircle trug auch

eine Bindungsstelle fiir das Polyamid in einem Abstand

11



zur Anknipfungsstelle, dass keine Bindung an denselben Ring stattfinden konnte. Wurden diese
minicircles in einem geeigneten Puffer inkubiert, so bildeten sie Homodimere, welche stabiler

waren als die vergleichbaren Komplexe mit der Polyamid-Stiitze [v].

Ein drittes Projekt basierte auf G-Quadruplex Interaktionen.
G-Quaudruplexe bestehen aus mehteren planaren Schichten

—J_\ von je vier Guaninen und koénnen durch eine Reihe von

Kationen induziert werden. Um diese Interaktion als ein

X i .
%%N.:\HM"N’\N’Y salzinduzierbares Interaktionsmodul einsetzen zu konnen,
H' ™ haben wir DNA-minicircles mit G-reichen Apendices in der
H‘NJN'/ Mt H R Form von Haarnadeln oder Stimmgabeln versehen. Wir
— O\._H~ ¢ N"" fanden keine Komplexe bei den Haarnadel-minicircles, jedoch
’YN"N\‘HWJLN ,\? konnten wir in einer bestimmten Syntheseprozedur catenierte
H Y

minicircles erzeugen, die folglich sogar unter denaturierenden
Bedingunen stabil waren. Die Stimmgabel-minicircles hingegen bildeten bereitwillig Komplexe.
Uberraschenderweise hing die Art der Komplexe sehr von der Art des zugegebenen Kations ab.
Natrium induzierte Homodimere, wihrend Kalium zu einer Aggregation der Ringe fihrte. Das
von uns eingefithrte G-Quadruplex-Modul kénnte in Zukunft niitzlich sein, um einwertige
Kationen als ein Fingabesignal fiir den Zusammenbau oder eine Reorganisation einer

Architektur oder eines DNA-Apparates zu nutzen.

Nukleinsduren mit cages (photolabilen Schutzgruppen) an den

g .LL, Nukleobasen wurden im Arbeitskreis Heckel entwickelt und
sind vielversprechende Werkzeuge fiir die Molekularbiologie
und vielleicht sogar fiir medizinische Anwendungen. Doch
wurden solche Nukleinsduren bislang nicht in der DNA-
Nanotechnologie eingesetzt. Fir dieses Projekt haben wir
unterschiedliche gecagete Oligonukleotiden in minicircles ein-

gebaut. Vor der Bestrahlung mit UV Licht unterbanden die cages eine Dimerisierung der minzcire-
les effektiv, nach der Bestrahlung erreichte die Dimerisierung die gleiche Effizienz wie nicht
gecagete ,,Wildtyp® minicircles [Manuskript in Vorbereitung]. Man kann sich vorstellen, dass geca-
gete Nukleinsduren als temporire Wegsperren fiir DNA-Wanderer, als zusitzliches Kontrollele-
ment im Aufbau von DNA-Kacheln und Origami dienen oder Licht als Eingabesignal fir ein

logisches Gerit oder Computer auf DNA-Basis nutzbar machen.

DNA-minicircles haben sich als niitzliches Modellsystem zum Testen neuer Interaktionen heraus-

gestellt, da sie einfach herzustellen, aufzureinigen und mit AFM abzubilden sind [iii, x]. Wir

I\Y



wollten zirkulire DNA aber auch als Motiv fiir den Aufbau von komplexeren Strukturen ver-

wenden.

Mit einem mittleren Ring aus doppelstringiger

‘ DNA und einer hantelférmigen Einheit mit
¥ minicircles als Stoppern wurde im Arbeitskreis
von Prof. Famulok das erste DNA-Rotaxan

synthetisiert und im Rahmen dieser Arbeit
ll’p&” (0 \‘Q’QQ' abgebildet (a) [vii]. In einem anderen Projekt

sollten Polyamid-Stiitzen oder -Anker fir die
b) ©) 4 Priorganisation von  C-férmigen DNA-
Fragmenten eingesetzt werden. Durch die Zugabe von Fragmenten, die einen Ringschluss er-
méglichen, sollten DNA-Catenane dargestellt werden (b, Projekt in Bearbeitung). Durch
Ubereinanderstapeln von minicircles und Verkleben der Lagen durch Polyamid-Stiitzen, -Anker
oder tber crossovers solle eine DNA-R6hre geschaffen werden (c, unabgeschlossenes Projekt).
Uber rolling circle amplifikation sollte aus einem einzelstringigen minicircle ein langer A-tract reicher
Strang synthetisiert werden. Wenn nun komplementire Fragmente hinzufiigt werden, und deren

Windungen durch Polyamid-Stiitzen, -Anker oder crossovers untereinander stabilisiert werden,

sollte eine Spirale oder Superhelix entstehen (d, unbeendetes Projekt).

In mehreren Kollaborationen wurden DNA-Polyamid-

a)
J\J\’J\‘J\M Interaktionen mittels LILBID-Massenspektrometrie und FCS
, untersucht [ii, iv]. Diese Versuche konnten die starke und

1

T L L
0 20 40 60 80 100 x10° miz

sequenzspezifische Bindung bestitigten.

Des Weiteren wurden Experimente entworfen und Bedin-
gungen optimiert, um DNA-Protein und DNA-DNA-
Komplexe (a) und sogar ganze DNA-Plasmide mit LILBID-

Massenspektrometrie zu messen [vi].
Andere Kollaboration hatten zum Ziel, Prionenprotein Fibrillen [b, ix|, den mitochondrialen

Komplex I oder Cph-1-Phytochrom-Komplexe mit AFM abzubilden.






English summary

In order to arrange matter with nanometer precision, self organization is the most powerful
strategy. For this, DNA is an outstanding material as it is a cheap, programmable, biocompatible
and well understood polymer and therefore became the basis for a fast growing field: DNA-
nanotechnology.

The aim of this thesis was to develop new types of interactions for DNA nanotechnology and

to build up structures from DNA minicircles, a so far neglected construction element.

Migration stable Holliday junctions are the central construc-
tion element for DNA-nanoarchitectures and for example
allow the assembly of DNA tiles as well as DNA origami.
However, junctions have the drawback to be very flexible in
comparison to the rather rigid linear B-DNA. In this thesis two
concepts were developed to connect double stranded DNA of

nearly arbitrary sequences by the means of DNA binding po-

lyamides.

&% | In the first approach, two of these sequence specific minor
¢ groove binders were connected with a long, flexible linker. We

called the resulting heterobifunctional molecule the polyamide strut, which had the ability to

hold together unmodified B-DNA objects as big as two 100 kDa minicircles [i, own literature].

The polyamide strut can be envisioned to be a valuable tool for the construction of architec-

tures with or on B-DNA, maybe even in a biological context.

In a refined concept I covalently connected one po-
lyamide with a linker directly to an oligonucleotide. We
called this approach the polyamide anchor. This hybrid

iy
l/ﬁ’

molecule was then incorporated in a DNA minicircle.

The minicircle also carried a binding site for the po-

lyamide in a suitable distance from the anchor to pre-
vent binding to the same ring. Incubated in an appropriate buffer, these minicircles autono-
mously formed homodimeric complexes that were more stable than the complexes obtained

with the strut [v].
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A third project was based on G-quadruplex interactions. G-
quadruplexes are formed by stacks of four guanines in a plane
and can be induced by a number of different cations. To use
this interaction as a salt inducible interaction module, we
equipped DNA minicircles with G-rich appendices in the
form of a hairpin or a tuning fork. We found no complexes
for the hairpin minicircles, but in a modified synthesis proce-
dure we were able to produce catenated minicircles which thus
were stable even under denaturing conditions. The tuning fork

minicircles on the other hand readily formed complexes, but

the type of complexes strongly depended on the type of added cation. Sodium induced homo-

dimeric complexes whereas potassium led to an aggregation of the minicircles. The G-

quadruplex module introduced here might find an application in the use of monovalent cations

as an input signal for the assembly or reorganization of a device or architecture.

Noucleic acids with “cages” (photolabile protecting groups) on
the nucleobases were developed in the Heckel group and are
highly promising tools for molecular biology or even medi-
cine. However, they have not been introduced to the field of
DNA-nanotechnology, yet. For this project we incorporated
different sets of caged oligonucleotide into minicircles. Be-

fore irradiation with UV light, the cages effectively inhibited

the dimerization of the minicircles, after irradiation the dimerization efficiencies could be res-

tored to the level of non-caged “wildtype” minicircles [manuscript in preparation|. Caged nucle-

ic acids can be envisioned to act as temporary roadblocks for DNA walkers, as additional con-

trol elements in the assembly of DNA tiles and origami. Furthermore, light could be used as an

input signal for logic or computational DNA devices.

Oz

b)

()

DNA minicircles proved to be a useful model
system to test new interaction modes as they
can easily be produced, cleaned up and imaged
by AFM [iii, x]. We also were seeking to use
circular DNA as structural motifs for more
complex structures. With a central ring from
double stranded DNA and a dumbbell shaped

unit with minicircles as stoppers (a), the first

DNA rotaxanes were synthesized in the laboratory of Prof. Famulok and imaged by the author

[vii].
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In another project, polyamide anchors or struts should be used for the preorganization of two
C-shaped DNA fragments. When fragments that complement a full circle are added, DNA ca-
tenanes should be produced (b, ongoing project).

Piling the DNA minicircles onto another and gluing them together with polyamide struts, anc-
hors or with crossover strands, a DNA tube should be constructed (c, unfinished project).
Running rolling circle amplification on a single stranded minicircle, a long A-tract rich DNA
strand should be produced. When adding the complementary sequences and connecting the
neighboring turns with polyamide struts, anchors ot crossovers, a spiral or superhelix could be

produced (d, unfinished project).

In various collaboration projects DNA-polyamide interac-

a)
M‘M\—M tions were investigated with LILBID mass spectrometry and
R FCS confirming the strong and sequence specific binding [ii,

/|

T 1 T T T T T
0 20 40 60 80 100 x10° m/z

1v].

Moreover, experiments were designed and conditions opti-
mized to measure DNA-Protein and DNA-DNA complexes
(a) and even big DNA plasmids LILBID mass spectrometry

[vi]. Other collaborations focused on imaging prion protein fibrils [b, ix], the mitochondrial

complex I and Cph-1 phytochrom complexes with AFM.
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1 Einfiuhrung

1.1 Nanotechnologie

»INano-“ist in den Naturwissenschaften ein Prifix, das sich von griechisch nannos: (Zwerg) ablei-
tet und fur den milliardsten Teil (= 1/1 000 000 000 = 10) von etwas steht. In dem Begriff
Nanotechnologie bezieht sich ,,nano* auf einen Nanometer (10 m). Ein Nanometer ist die
Linge, um die ein menschliches Haar wichst, wihrend man das Wort ,,nano* sagt. Ein Nano-
meter ist etwa 70.000-mal kleiner als die Dicke eines menschlichen Haares und immer noch
einige 100-mal kiirzer als die Wellenldnge des sichtbaren Lichtes. Dies sind die GréB3enordnun-

gen von Objekten, mit denen sich die Nanotechnologie beschiftigt.

Abbildung 1: Zwei Beispiele von Nanotechnologie aus dem téglichen Leben: a) Oben: TEM Bild von
Nanopartikeln aus Titandioxid, Bestandteil von Sonnencreme. b) Nanostrukturierte Oberflédche eines
Kohlblattes (Balken= 20 um). Diese Struktur ist verantwortlich fiir den Lotuseffekt.

Die Nanotechnologie ist eine ficheriibergreifende Wissenschaft zwischen Physik, Chemie und
Biologie und ist in den letzten Jahren ins Bewusstsein einer breiten Offentlichkeit geriickt. Ob-

wohl oder gerade weil der Begriff nicht scharf umrissen ist, weckt er doch bei vielen Hoffnun-



gen oder Angste.! Im Lichte des tatsichlichen Standes des noch jungen Wissenschaftszweiges
erscheinen jedoch viele Hoffnungen und Angste unbegriindet.

Auch der Lotuseffekt wird gerne als ein Beispiel fiir Nanotechnologie herangezogen. Der Lo-
tuseffekt wurde bei der Lotuspflanze entdeckt und ist daflir verantwortlich, dass bestimmte
Oberflichen extrem schlecht benetzbar sind. Auf Lotusblittern und zahlreichen anderen Pflan-
zen finden sich 10-15 um grof3e Strukturen, sogenannte Papillen. Diese wiederum sind mit (hyd-
rophoben) epikutikalen Wachsen tiberzogen, die auf den Papillen eine noch feinere Substruktur
bilden (siche Abbildung 1 b).2 Die Kombination der Mikrostrukturierung und der hydrophoben
Wachse sind dafiir verantwortlich, dass die Adhdsionskrifte eines Wassertropfens mit der Blatt-
oberfliche unter die Oberflichenspannung des Wassers sinken; als Folge perlt Wasser ohne die
Oberfliche zu benetzen ab.?> Vom Lotuseffekt inspirierte Oberflichen werden seit einiger Zeit
erfolgreich eingesetzt, um Fensterscheiben (beispielsweise in Autos oder ICE Ziigen) schlechter
benetzbar zu machen oder Kleidung zu fertigen, welche nicht so schnell schmutzig wird wie
herkémmliche.

Um Objekte in der Nanometer GréBienskala herzustellen gibt es zwei mogliche Herangehens-

weisen:

- top down (engl. ,,von oben nach unten‘) und

- bottom up.(engl. von unten nach oben®).

Top down

Im #9p down-Ansatz wird versucht, etwa durch lithografische Methoden oder durch mechanische
Manipulation gréere Strukturen oder Objekte immer weiter zu verkleinern. Das fop down-
Prinzip ist in der Computertechnologie, und praktisch nur hier mit einem so weitreichenden
kommerziellen Erfolg, erfolgreich angewandt worden. Durch immer kurzwelligere Strahlung
und zahlreiche andere technische Fortschritte kénnen heute Strukturen von wenigen 10 nm
GroéBe photolithographisch hergestellt werden.*

Eine der wenigen Mdglichkeiten der direkten Manipulation von Objekten in der Nanometer
GrofBenskala bietet die Rastertunnelmikroskopie (STM fur scanning tunneling microscopy) oder die
Rasterkraftmikroskopie (engl. atomic force microscopy, AFM, siehe 1.6.1). Mit Hilfe von sehr feinen
AFM- oder STM-Spitzen lassen sich auch einzelne Molekile oder gar Atome bewegen
(Abbildung 2). Bei diesen Manipulationen ist man aber weitgehend auf zweidimensionale An-
wendungen beschrinkt und damit ist der gezielte Aufbau von dreidimensionalen Objekten
schwierig. Des Weiteren kénnen nicht viele Strukturen parallelisiert aufgebaut werden.

Als Alternative fiir den Aufbau winziger Strukturen ist deshalb der bottom up-Ansatz die michti-

gere Herangehensweise.



Abbildung 2 Links: Ameise, die einen Computerchip in ihren Mandibeln hélf. Rechts: Xenon-Atome,
die mit einem STM auf einer Nickel-Oberfldche angeordnet wurden.®

Bottom up

Im bottom up-Ansatz lagern sich kleine Objekte (z.B. Molekiile) durch Selbstorganisation zu gro-
Beren, komplexeren Strukturen zusammen. Von Selbstorganisation spricht man hier, da die Pro-
zesse spontan unter Gleichgewichtsbedingungen und vor allem ohne Steuerung von auflerhalb
des Systems ablaufen.¢

Die wichtigsten Krifte, die in selbstorganisierenden Systemen eine Rolle spielen sind (nach
Lit.6):

- reversible kovalente Bindungen

- elektrostatische Krifte

- Metall-Ligand-Bindungen

- Wasserstoffbriickenbindungen

- hydrophil/ hydrophobe Wechselwirkungen
- m-stacking zwischen Aromaten

- Van-der-Waals-Krifte

Anders als fur den #p down-Ansatz sind in der Natur Beispiele von Selbstorganisation allgegen-
wirtig,” Ein wichtiger Prozess von Selbstorganisation ist die Kristallisation. Kristalle stellen ein
energetisches Minimum dar, da hier die Anziehungskrifte der Atome oder Molekiile unterei-
nander maximiert sind. Als Ergebnis ist in einem Kiristall die Position jedes einzelnen Bausteins
sehr genau bestimmt. Hine solche Prizision ldsst sich mit dem 79p down-Ansatz nicht bewerkstel-
ligen, da manipulativen Eingriffen in Systeme dieser Gré3enskala meist quantenmechanische
Probleme im Weg stehen.

Das Prinzip der Energieminimierung steckt auch hinter der Faltung von Proteinen. Aus einer
gegeben Sequenz eines Peptides lassen sich theoretisch eine ungeheuer grofle Anzahl von

Konformationen realisieren. Doch stabil sind nur sehr wenige hiervon, da interne Wechselwir-
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kungen bestimmte Konformationen energetisch beginstigen.? Dies hat zur Folge, dass Polypep-
tide durch Faltung definierte Strukturen bilden und als Proteine oder Enzyme eine Vielzahl von
biologischen Funktionen tibernehmen kénnen.

Aber auch unter Proteinen kann man Selbstorganisation beobachten da Wechselwirkungen un-
tereinander und mit anderen Molekillen und Komplexen entstehen kénnen. Besonders ein-
drucksvoll und gut untersucht ist der selbststindige Zusammenbau von Viren, wie zum Beispiel
dem Tabak-Mosaik-Virus.” Dieses extrem einfach aufgebaute Virus besteht nur aus einer einzi-
gen Art von Proteinen und seiner Erbsubstanz (Ribonukleinsdure, RNA). Doch diese Einzelteile
sind so beschaffen, dass sie sich autonom zu funktionellen Viren zusammenbauen kénnen.

(Abbildung 3 a).

Abbildung 3 a) Schematische Darstellung des Tabak-Mosaik-Virus und transmissionselektronenmik-
roskopische Aufnahme (TEM). b) Schematische Darstellung der beiden ersten Untereinheiten eines
Ribosoms.

Ein anderes Beispiel fiir durch Selbstorganisation entstandene Strukturen sind Ribosomen, wel-
che aus zwei Untereinheiten bestehen und welche wiederum aus RNA und ribosomalen Protei-
nen zusammengesetzt sind.'® Durch Selbstorganisation aufgebaute Komplexe wie das Ribosom
sind unerldsslich fir alle Lebewesen. Man kann sogar so weit gehen zu sagen, dass Leben insge-
samt ein Hrgebnis von Selbstorganisation ist.!! Zellen sind ein funktioneller Zusammenschluss
von vielen molekularen Bestandteilen, hohere Lebewesen ein Zusammenschluss von vielen Zel-
len.

Die Natur hat in 2 Milliarden Jahren unzihlige Beispiele fiir selbstorganisierte Strukturen her-
vorgebracht und viele Prinzipien und Strukturen sind bereits aufgeklirt. Doch ist die Wissen-
schaft noch weit davon entfernt, komplexe Strukturen wie Ribosomen de novo entwerfen und
bauen zu kénnen. Doch sind schon erste Schritte auf dem Weg zu diesem Ziel getan. Als Bau-
und Funktionsmaterial fiir die Nanometerwelt etabliert sich mehr und mehr ein Polymer, das die

Natur selbst hervorgebracht hat: Desoxyribonukleinsiure (engl. desoxyribonncleic acid, kurz DNA).



1.2 DNA - Baumaterial fiir die Nanometerwelt

Nukleinsduren und Polypeptide (in Form von Proteinen) sind zweifellos die beiden wichtigsten
Polymere fiir das Leben, so wie wir es kennen. In beiden Féllen handelt es sich um unverzweigte
Polymere, die aus wenigen verschiedenen Einzelbausteinen aufgebaut sind. Wie oben beschrie-
ben sind interne Wechselwirkungen in Polypeptiden fiir deren Strukturvielfalt verantwortlich.
Des Weiteren bieten die verschiedenen Seitenketten der 21 proteinogenen Aminosduren vielfal-
tige Interaktionsmoglichkeiten mit anderen Molekiilen und Oberflichen. Diese Vielfalt ermog-
licht es Proteinen, verschiedenste biologische Funktionen auszuiiben. DNA hingegen erscheint
auf den ersten Blick fast langweilig einfach aufgebaut. Meistens liegt sie als doppelstringige B-
DNA (s.u.) vot, deren Hauptaufgabe in der Biologie es ist, Informationen zu speichern. Grund-
legende Eigenschaften und Prinzipien, die DNA dennoch zu einem der interessantesten Bauma-

terialien fir die Nanowelt haben werden lassen, sollen im Folgenden besprochen werden.

1.2.1 Doppelstrangige DNA

Die Entdeckung der Struktur der DNA ist ein wissenschaftsgeschichtlich hochst interessanter
Vorgang, Anfang der 1950-er Jahre war noch nicht geklirt, wie und wo der ,,Bauplan® fiir das
Leben abgespeichert wird und in welcher Form die Natur Informationen weitervererbt. Neben
Proteinen wurden auch Nukleinsduren als Triger der Erbinformationen diskutiert. Die chemi-
sche Zusammensetzung der DNA aus einem Desoxyribose-Phosphat-Riickgrat und den vier
Nukleobasen Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin war bekannt. Auch gab es auch schon erste,
nicht eindeutige Hinweise auf eine helikale Struktur, welche aus rontgenkristallografischen Da-
ten aus DNA-Fasern abgeleitet wurden. So entdeckte Rosalind Franklin zwei unterschiedliche
Formen von DNA, die sie A- und B- Form taufte. Auch war etwa nicht klar, aus wie vielen
Stringen die DNA besteht, ob das Ribose-Phosphat-Riickgrat innen oder auBlen zu liegen
kommt und welche Krifte die Helix zusammenhalten.

Der Durchbruch gelang schliefllich James Watson und Francis Crick durch drei Faktoren. Ers-
tens nahmen die beiden an, dass die Phosphate au3en liegen missten, da dies elektrostatisch am
plausibelsten erschien. Zweitens legten sie ihrem Modell entgegen der damals vorherrschenden
Lehrmeinung die Keto-Tautomere der Nukleobasen statt der Enol-Form zugrunde. Erst durch
diese Annahme konnten sie erkennen, dass Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Adenin und
Thymin bzw. Cytosin und Guanin fiir den Zusammenhalt der Helix verantwortlich sein kénnen.
Diese Annahme war im Einklang mit von Erwin Chargaffs gefunden Verhiltnissen der Nukleo-

basen zueinander.!? Der letzte entscheidende Schritt war die richtige Interpretation, dass die Co-



Symmetrie der Rontgenreflexe von einer Doppelhelix (und nicht wie zuvor von Linus Pauling
postuliert!? von einer Dreifachhelix) stammen muss.

Ohne eigene Experimente gemacht zu haben und nur gestiitzt auf einen kurzen Blick!* auf eine
réntgenographische Aufnahme von Rosalind Franklin postulierten Watson und Crick 1953 eine
bestechend einfache und letztlich als richtig erkannte Struktur.!> Demnach liegt DNA (in der
Regel) als helikal gewundener Doppelstrang in der von Franklin so benannten ,,B-Form* vor.
Die Stringe verlaufen antiparallel und die Nukleobasen liegen innen, wobei immer A gegentiber
von T und C gegeniiber von G zu liegen kommt (Abbildung 4 Mitte). Die beiden antiparallelen
Stringe kénnen jeweils fiir den anderen Strang als ,,Negativ® dienen, was fiir die Replikation der

DNA (und fiir die vorliegende Arbeit) von ungeheurer Bedeutung ist.!6
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Abbildung 4: Mitte: Eine DNA-Doppelhelix, hier die hédufigste B-Form, ist aus zwei antiparallelen
Stréngen aufgebaut. Links: Das Rlickgrat besteht aus einem Phosphorsédure (blau) Desoxyribose
(griin) Polymer. An Position 1 der Ribose sind die Nukleobasen (orange) verkniipft. Rechts: Die Nuk-
leobase Thymin (T), bildet zwei Wasserstoffbriicken mit Adenin (A) aus, Cytosin (C) mit Guanin (G)
drei Wasserstoffbriicken. Die Nukleobasen liegen in Stapeln (ibereinander vor. Durch eine asymmet-
rische Verkniipfung der Basenpaare mit dem Rlickgrat beider Strdnge entstehen zwei unterschiedlich
groBe Furchen, die gro3e Furche (engl. major groove) und die kleine Furche (minor groove).

Neben der hiufigsten B-Form gibt es noch weitere Formen der DNA. Hierunter die hiufigsten
und biologisch relevanten sind die A-Form und die Z-Form. Die wichtigsten Eigenschaften der
der drei Formen sind in Abbildung 5 und Tabelle laufgefihrt.

RNA-Doppelstringe bilden typischerweise die im Vergleich zur B-Form kompaktere aber brei-
tere A-Form aus. Aber auch DNA kann bei niedrigen Wassergehalten in die A-Form tbertre-
ten,'”” wie schon 1953 (kurz nach Watson und Cricks Strukturvorschlag) von Franklin und

Gosling gezeigt werden konnte. '8



Abbildung 5: DNA-Decamere in den drei wichtigsten Formen von DNA. Links: A-Form, Mitte: B-
Form, rechts: Z-Form. Obere Reihe: Sicht parallel zur Helixachse, untere Reihe: Sicht senkrecht zur
Helixachse.

Parameter A-Form B-Form Z-Form
Helix Handigkeit rechtshandig rechtshandig linkshandig
Basen pro Windung 11 10,5 12
Ganghohe/ Windung 23 A 332A 456 A
Durchmesser 23 A 20 A 18 A
Neigung der Base zur
. 19° -1,2° -9°
Helixachse
Ribose-Konformation C: C2'-endo
C3*-endo C2'-endo
(engl. pucker) G: C2' exo

Tabelle 1: Die wichtigsten Eigenschaften von A-, B- und Z-Form von DNA. 19

Im Jahr 1979 war die Fihigkeit kiinstliche DNA zu synthetisieren so weit fortgeschritten, dass
man erstmals Einkristalle aus DNA herstellen konnte. Uberraschenderweise zeigte die erste
Kristallstruktur mit atomarer Aufldsung (von der Sequenz d(CGCGCG)) aber nicht die B-Form
sondern eine linksgingige Form, die sogenannte Z-Form.?’ Die Z-Form wird nur von speziellen
Sequenzen, wie abwechselnden Purinen und Pyrimidinen?!, bei hohen Salzekonzentrationen??
oder unter Zugabe von Ubergangsmetallsalzen wie Cobalt? gebildet. Man dachte zunichst, dass
A-DNA und Z-DNA ohne biologische Relevanz sind. Doch sowohl fiir die A-17 als auch fiir die

Z-Form?* konnten Proteine gefunden werden, die mit hoher Affinitit und Spezifitit an die je-



weilige Form binden. Dies legt den Schluss nahe, dass diese Formen auch unter biologischen
Bedingungen und nicht nur 7z vitro eine Rolle spielen.

Neben den in Abbildung 4 gezeigten ,,kanonischen® Basenpaarungen nach Watson und Crick,
die fir den GroBteil der DNA-Strukturen verantwortlich sind, gibt es dutzende alternative Mog-
lichkeiten fir Wasserstoffbriickenbindungen der Nukleobasen miteinander oder mit dem Ribo-
sertickgrad.?> Die grof3e Fille der nicht kanonischen Basenpaarungen soll hier nicht weiter erér-
tert werden. Stellvertretend werden im Folgenden einige wenige strukturell und biologisch inte-
ressante Strukturen vorgestellt, die nicht aus linearer B-DNA bestehen und in denen teilweise
auch nicht-kanonische Basenpaarungen eine Rolle spielen. Hierzu gehdrt die DNA-Tripelhelix,

G-Quadruplexe und das i-Motiv.

1.2.2 Tripelhelix

Abbildung 6 a) DNA-Tripelhelix nach Lit.?°; b) TAT-Interaktion; c) CGC*-Interaktion.

Die Tripelhelix ist eine Struktur, in der in die grofle Furche eines Doppelstranges ein weiterer
Einzelstrang eingelagert ist (siche Abbildung 6). Entdeckt wurde diese Struktur an poly-A und
poly-U Stringen an RINA,?’ finden sich aber auch bei DNA. Dabei bilden sich in Anwesenheit
von Magnesiumsalzen TAT-Basentripletts nach Hoogsteen aus. Daneben kénnen auch CGC+-
Tripletts, in denen ein Cytosin protoniert ist, zu Tripelhelices fihren. Ob Tripelhelices eine bio-
logische Relevanz haben ist nicht ganz klar,? doch fiir mache Anwendungen sind sie interessant.
Hierzu gehort die Moglichkeit, DNA nach Tripelhelix-Bildung von einem DNA-Doppelstrang
mit einem Eisenkomplex-modifizierten Strang sequenzspezifisch zu schneiden? oder zur Bil-

dung von Catenanen und Pseudorotaxanen.’



1.23 G-Quadruplexe

G-Quartette sind Komplexe, in denen vier in einer Ebene liegende Guanine tiber Wasserstoff-
briickenbindungen miteinander verbunden sind und von einem zentralen, meist einwertigen
Metallion stabilisiert werden. G-Quadruplexe werden von G-reichen DNA-Stringen gebildet, in
denen mehrere Ebenen von G-Quartetten iibereinander liegen (siche Abbildung 7)3' und kén-
nen von Stringen in verschiedenen Stochiometrien gebildet werden. Faltet sich ein einzelner
Strang (wie in Abbildung 7), spricht man von einem intramolekularen G-Quadruplex. Es gibt

aber auch bi-, tetra- und multimolekulare Komplexe (siche Abschnitt 3.8).
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Abbildung 7 a) ein G-Quartett. Vier Guanine bilden eine planare Struktur um ein zentrales Metall-
atom. b) schematische Darstellung eines intramolekularen G-Quadruplex, aufgebaut aus drei Ebenen
von G-Quartetts . Jedes graue Rechteck représentiert ein Guanin. ¢) Modell aus einer NMR-Struktur
eines intramolekularen G-Quadruplexes. Guanine sind griin eingeférbt.

Ein und dieselbe Probe kann abhingig von der Probenpriparation und Analysemethode (NMR-
oder Kristallstruktur) unterschiedliche Formen annehmen. Dabei kénnen schon kleine Ande-
rungen des Milieus, der Temperatur, der Konzentration und anderen Faktoren Anderungen der
Struktur hervorrufen. Man spricht dann von Polymorphismus. G-Quadruplex Strukturen neigen
stark zu Polymorphismus: Ein intramolekulatrer G-Quadruplex kann theoretisch 26 Topologien
annehmen, von denen immerhin neun tatsidchlich gefunden wurden.?? Selbst wenn man exakt
dieselbe Sequenz betrachtet, beispielsweise die humane Telomer-Sequenz d(GGGTTA),, finden
sich immerhin noch vier verschiedene Topologien.?® Und auch in multimolekularen Komplexen
kann Polymorphismus beobachtet werden (siche Abbildung 96).

Fir die Stabilitit von G-Quartetten und -Quadruplexen sind Metallsalze unerlidsslich. Die Me-
tallionen werden von den freien Elektronenpaaren des Sauerstoffes an Position 6 des Guanins
komplexiert. Dabei kénnen die Metallionen sowohl in einer Ebene mit den Guaninen liegen, als
auch zwischen zwei Ebenen eines G-Quadruplexes.

Die Stabilitit der Quadruplexe (meist ausgedriickt durch die Schmelztemperatur) ist stark vom

jeweiligen Kation abhingig und folgt in der Regel dem Trend K+ > NH4* > Rb* > Na* > Li*,
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Cs* und Sr?* > Ba?* > Ca?" > Mg?*.3* Einwertige Kationen stabilisieren die Komplexe meist
besser als zweiwertige, sogar eine Destabilisierung von Quadruplexen durch Zn?* > Co?* >
Mn?* > Mg?* > Ca?* wird berichtet.?

Ein weiterer wichtiger Faktor fir die Stabilitit von G-Quadruplexen ist die Linge der
verbriickenden Schleifen. Ein Vergleich der thermischen Stabilitit von teilweise randomisierten
Bibliotheken G-reicher Sequenzen zeigt, dass G-Quadruplexe mit kurzen (1-2 nt) Loops stabiler
sind als solche mit langen (>2).3¢

Die biologische Relevanz von G-Quadruplexen war lange umstritten,> doch mehren sich die
Hinweise, dass G-Quadruplexe auch z vivo eine Rolle spielen.?” Ein direkter Nachweis von einer
G-Quadruplex-Struktur 7z vive gelang in der Promotor-Region von ¢-Mye38 Hier fungiert die G-
Quadruplex-Struktur als Repressorelement fiir die Transkription. Hunderttausende potentielle
G-Quadruplex-Sequenzen finden sich tiber das komplette menschliche Genom verteilt, verstirkt
aber in oder vor Promotor-Regionen von Genen.36:3

Nicht nur innerhalb des Genoms finden sich Sequenzen, die G-Quadruplexe ausbilden kénnten,
sondern gerade auch an den Enden der Chromosomen*’ von Eukarioten und einiger Prokario-
ten. Dort finden sich hoch konservierte doppelstringige G-C-reiche Sequenzen in Lingen von
300-600 Nukleotiden (nt) in Hefen und mehren Kilobasen beim Menschen. Das 3“-Ende ist
zudem um etwa 12 bis 200 Nukleotide (nt) verlingert.’’

Diese Endstiicke von Chromosomen wurden Telomere nach griechisch ,,%/os“ (=Ende) und
weros' (=Teil) benannt. Telomere dienen dem Schutz der chromosomalen DNA wihrend der
Vervielfiltigung der Chromosomen bei Zellteilungen. Bei diesem Vorgang geht immer ein Stiick
vom Ende des Chromosoms verloren. Die Telomer-Sequenz dient gleichsam als Opfer, damit
nicht auch codierende Bereiche des Genoms vetloren gehen. Um einen vollstindigen Abbau der
Telomere zu verhindern, sorgen Spezielle Enzyme, die Telomerasen, fiir die Verlingerung bzw.
Reparatur der Telomere. Die Steuerung der Telomerasen kann in Tumorzellen gestort sein, so
dass Telomerasen zur Unsterblichkeit von Tumorzellen beitragen. Das macht sie zu einem még-
lichen Ziel fiir Tumorbehandlung, Es gibt mittlerweile hunderte von Verbindungen, die als Te-
lomerase-Inhibitoren untersucht werden.

Telomer-Sequenzen kénnen potentiell G-Quadruplexe bilden,* allerdings ist hier noch umstrit-
ten, ob auch # vivo G-Quadruplexe vorliegen. Die Untersuchungen werden dadurch erschwert,
dass Telomere als Komplexe mit verschiedenen Proteinen auftreten. Immunofluoreszenz-
Untersuchungen mit spezifischen Antikérpern fir G-Quadruplexe weisen aber darauf hin, dass
die Sequenzen auch 7 vivo G-Quadruplexe bilden.*?

G-Quadruplexe finden sich auch in anderen Kontexten. Zahlreiche Aptamere (vgl. Abschnitt
1.2.5), wie das Thrombin-Aptamer*>#* und das HIV-1 Integrase-Inhibitor-Aptamer enthalten

einen G-Quadruplex.*5:46
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Die salzinduzierte Bildung von G-Quadruplexen lisst sich auch fir den Aufbau von Nanostruk-
turen oder den Betrieb von Nanomaschinen nutzen, wie weiter unten besprochen werden soll

(Abschnitt 1.4.1).

1.24 i-Motiv

Das sogenannte i-Motiv kann von den C-reichen Gegenstringen von potentiellen G-
Quadruplex-Stringen gebildet werden (siche Abbildung 8). 44 Anders als G-Quadruplexe
braucht das i-Motiv zur Stabilisierung keine monovalenten Kationen, sondern einen sauren bis
gerade noch neutralen pH-Wert. Grund dafiir ist, dass fiir C-C*-Interaktionen wie in Abbildung
8 a gezeigt eines der beiden Cytidine protoniert sein muss. Dadurch kénnen sich DNA-Stringe
zu einer reil3verschlussartig interkalierenden Struktur zusammenlagern, bei denen die Basenpaa-
re kreuzweise Ubereinander liegen.

Ahnlich wie bei G-Quadruplexen sind bei i-Motiven verschiedene Topologien und Stéchiomet-

rien moglich. Es gibt sowohl intra- als auch bi- und tetramolekulare i-Motive.
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Abbildung 8 a) C-C*-Paare kénnen sich zu einem sogenannten i-Motiv zusammenlagern; b) rei3ver-
schlussartige Struktur eines i-Motivs. ¢) Da gerade die C-reichen Gegenstrdnge von G-Quadruplex-
Sequenzen potentiell i-Motive bilden kénnen, wird (iber deren gleichzeitiges Vorhandensein speku-
liert.*”

Wie auch bei G-Quadruplexen nihrt die Existenz von Proteinen, welche selektiv mit i-Motiven
interagieren, Spekulationen, dass die jeweilige Struktur auch eine biologische Relevanz haben

kénnte.#
In der DNA-Nanotechnologie kann die pH-Wert-abhingige reversible Bildung von i-Motiven

ausgenutzt werden, um DNA-Maschinen zu bauen (siche hierzu Abschnitt 1.4).
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1.25 Nicht-doppelstrangige Nukleinsdauren

Wie erwihnt, kommt DNA meist als Doppelstrang in der B-Form vor. In vielen biologischen
und biochemischen Prozessen tauchen aber auch einzelstringige Nukleinsiduren auf, dazu geho-
ren beispielsweise die mRNA bei der Translation oder auch die tRNA.

Einzelstringice DNA und RNA wird schematisch oft als lineare Polymerkette dargestellt. Dies
ist aber eine sehr vereinfachte Darstellung, da ein gestreckter Einzelstrang, in dem keine inter-
nen Wechselwirkungsmdglichkeiten ausgenutzt werden, ein enthalpisches und entropisches Ma-
ximum darstellt. Interne Wechselwirkungen kénnen, wie bei Proteinen auch, zu Faltungen und
Sekundirstrukturen fihren. Zwar kann die Vielfalt der chemischen Interaktionsmdéglichkeiten
von Nukleinsduren nicht mit der von Peptiden konkurrieren, dennoch kénnen auch gefaltete

Nukleinsduren erstaunliche Aufgaben erfillen. Einige davon sollen hier vorgestellt werden.

Haarnadel Interne Schleife Ausbeulung

Abbildung 9: Einige alternative Strukturmotive von Nukleinséuren, die Teil einzel- oder doppelstran-
giger Strukturen sein kénnen.

tRINA

Ein wichtiges Beispiel fiir eine biologisch relevante einzelstringige Nukleinsdure ist tRNA
(Transfer RNA),%051 welche eine wichtige Rolle fiir die in der Proteinbiosynthese in Ribosomen
spielt.>? Die tRNA besteht aus 75-85 Nukleotiden, welche teilweise intern paaren kénnen. Da-

durch bildet sich eine dreidimensionale Struktur mit Schleifen und gepaarten Elementen aus

(vgl. Abbildung 10).
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Abbildung 10 links: Kleeblattstruktur einer tRNA fiir Phenylalanin. Zahireiche Basen sind chemisch
modifiziert. Rechts: Schematische dreidimensionale Struktur (aus Lit.%%)

Aptamere

Ein weiteres Beispiel fiir einzelstringige Nukleinsiuren sind Aptamere, welche sowohl aus DNA
als auch aus RNA aufgebaut sein kénnen und in der Lage sind, Molekiile spezifisch zu erkennen
und zu binden. Aptamere werden in einem SELEX genannten Prozess>® aus teilrandomisierten
Nukleinsdure-Bibliotheken von bis zu 1015 unterschiedlichen Sequenzen selektiert und verviel-
faltigt.>*

Aptamere wurde gegen eine Vielzahl von Molekiilen, Proteinen, Liganden und Oberflichen
entwickelt,>>>¢ zum Beispiel gegen einzelne Nukleotide wie AMP, gegen Antibiotika, Drogen wie
Cocain®” und einzelne Aminosduren oder Proteine wie Thrombin#3. Dabei werden eine ver-
schiedene potentielle Wechselwirkungen wie Wasserstoftbriicken-Bindungen, n-n-Interaktionen,
hydophile und hydrophobe Wechselwirkungen u. 4. genutzt. Die Sekundirstruktur der Aptamere
und das damit generierte Muster der prisentierten Wechselwirkungen machen sie sehr spezifi-
schen und festen Bindern und bringen sie daher als potentielle Therapeutika fiir verschiedene
Krankheitsbilder im Gesprich. Vor einigen Jahren ist mit Macugen™ erstmals ein Aptamer-
basierter Wirkstoff gegen altersabhingige Makular-Degeneration — einer Sehstérung - auf den

Markt gekommen.
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Abbildung 11: Schematisches Modell eines RNA-Aptamers (grau) gegen den Farbstoff Malachit griin
(griin).”®

Katalytische Nukleinsiduren und die RNA-Welt-Hypothese

Bestimmte einzelstringige Nukleinsduren kénnen nicht nur an Zielmolekiile binden, sondern
auch katalytische Aktivititen haben® und werden dann als Ribozyme bezeichnet. Ribozyme
wurden in den Introns von mRNA entdeckt und haben u.a. die Fihigkeit, sich selbst - also ohne
die Anwesenheit von Enzymen - herausschneiden (spleilen).®

Das wohl am besten untersuchte Ribozym ist das Hammerhead- Ribozym (Hammerkopf-
Ribozym). Dabei handelt es sich um einen katalytisch arbeitenden RNA Strang, welcher in
pathogenbefallenen Zellen gefunden wurde.®! Das Hammerhead-Ribozym lagert sich an einen

Substratstrang an und katalysiert die Hydrolyse einer Phosphoresterbindung (Abbildung 12).
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Abbildung 12: schematische Darstellung der Katalysefunktion und Struktur des Hammerhead
Ribozyms (R, blau) mit Substatstrang (S, rot).?? Rechts: Struktur des katalytischen Komplexes.

Die Entdeckung der katalytischen Aktivitit von RNA galt auch deshalb als Sensation, da sie
einen ersten Beleg fiir die sogenannte RNA-Welt-Hypothese lieferte. Diese Hypothese besagt,
dass RNA am Anfang alles Lebens auf der Erde gestanden haben kénnte.3 Eine Untermaue-

rung dieser These gelang kirzlich mit einer Erklirung fiir die Entstehung von RNA auf der
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pribiotischen Erde.®* Fiir diese RNA Welt Hypothese spricht auch, dass RNA nicht nur chemi-
sche Reaktionen katalysieren,®> sondern sich sogar selber vervielfiltigen kann.06:67 Somit kénnte
RNA nicht nur der Vorldufer von DNA (als Speicherform von genetischer Information), son-
dern auch von Proteinen gewesen sein. Die ribosomale RNA (siche oben) kénnte so ein Uber-
bleibsel aus der RNA Welt sein. Aber ob RNA wirklich das erste Molekiil war, das Leben er-
moglicht hat, oder ob vielleicht sogar ein Polymer auf der Basis eines anderen Zuckers (etwa
Threose) oder ein peptidisches Riickgrat zuerst kam,% wird sich wohl nie mit Sicherheit bewei-
sen kénnen. Im Laufe der Evolution haben DNA und peptidische Enzyme ihre Vorldufer jeden-

falls weitestgehend verdringt.

1.2.6 Flexibilitat von DNA und minicircles

B-DNA wird in der Regel als lineare Doppelhelix dargestellt, doch ist DNA lingst nicht so steif,
wie dieses Modell suggeriert. Die Steifigkeit von Makromolekilen wird meist durch deren Per-
sistenzldnge (in nm oder pm) ausgedriickt. Darunter versteht man die Linge, in der die Richtung
der Achse des Makromolekils noch mit der Achsenrichtung an einem Startpunkt korreliert ist.
Die longitudinale Persistenzlinge von DNA betrigt etwa 50 nm (entspricht etwa 150 Basenpaa-
ren),®” wie mit verschiedenen Methoden wie etwa Cryo-EM7 belegt werden konnte; die
torsionale Persistenzlinge liegt etwa bei 180 bp.”! Zwar gilt dieser Wert fiir die meisten Sequen-
zen mit mehr oder weniger statistischer Verteilung der Basenpaare, doch gibt es auch Abwei-
chungen von diesem Wert. So sind Sequenzen bekannt, die DNA versteifen, andere Sequenzen
bewirken ein ,,Aufweichen® der Doppelhelix,’?> wiederum andere Sequenzen zwingen der DNA
eine Kriimmung auf (z.B. A-fracts, s.u.).

Solche (lokalen) mechanischen Eigenschaften von DNA sind von hohem biologischem Interes-
se. Denn wire DNA nicht biegbar (also streng linear), dann miisste ein Virus, um sein Erbgut in
seinem Inneren unterbringen zu kénnen, etwa 1000-mal groB3er sein als es der Fall ist. Das Erb-
gut jeder einzelnen menschlichen Zelle ist sogar iiber einen Meter lang. Hieran sieht man, dass
die DNA in irgendeiner Form komprimiert oder aufgewickelt werden muss. Viele Viren 16sen
dieses Problem dadurch, dass bestimmte Proteine das virale Genom unter Energieverbrauch
buchstiblich in die Proteinhille hineinstopfen (siche Abbildung 13 A).7> Es wird angenommen,
dass die dadurch gespeicherte mechanische Energie méglicherweise fiir die Injektion der viralen
DNA in den Wirtsorganismus genutzt wird.”* Bei Eukarioten wird die DNA erst um bestimmte
Proteine (die Histone) gewickelt, und mit weiteren Geriistproteinen schlieBlich sehr eng gepackt
in Chromosomen angeordnet. Dadurch kann die DNA in Formen gezwungen werden, die klei-

ner als die Persistenzlinge der DNA sind.
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10 nm

Abbildung 13 A) eine Croyo-EM-Aufnahme der DNA in einem €15 Virencapsid.” B) Ein Nukleosom.

An diesen Beispielen wird ersichtlich, dass (lokale) mechanische Eigenschaften von grofler
Wichtigkeit sein kénnen. Um Fragestellungen zum Einfluss von speziellen Sequenzen auf die
lokale Kriimmung und Flexibilitit von DNA zu untersuchen, sind DNA-inicircles ein hervorra-
gendes Testsystem.

DNA-minicircles bestehen aus einem Doppelstrang, der in erster Naherung in der B-Form vor-
liegt, und zyklisiert ist. Minicircles, manchmal auch Miniplasmide (engl. miniplasmids) genannt, sind
kiinstlich erzeugte, bis zu wenige hundert Basenpaare gro3e Ringe und tragen im Gegensatz zu
natiirlichen in Prokarioten vorkommenden ungleich gréBeren DNA-Plasmiden in der Regel
keine genetischen Informationen. Fir die Synthese von DNA-wminicircles werden hiufig intrin-
sisch gekrimmte DNA-Sequenzen eingesetzt, wie zum Beispiel G-#racts (was sich etwa mit G-

Abschnitt Gbersetzen ldsst)7? und A-tracts (siehe Kapitel 3.1.1).
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1.3  Strategien fiir den Aufbau
artifizieller Strukturen aus DNA

Wie in Kapitel 1.1 beschrieben ist die potenteste Strategie zum Aufbau von Strukturen auf der
Nanometerskala der bottom up-Ansatz. Die Evolution hat in Milliarden von Jahren Proteine als
die vielseitigsten funktionellen Nanoarchitekturen entstehen lassen. Fir die Planung am Reif3-
brett und den Aufbau von artifiziellen Strukturen eignen sich Peptide aber bislang nur sehr ein-
geschrinkt. Das gréf3te Problem ist dabei weniger ein synthetisches, sondern dass die endgilti-
gen gefalteten Strukturen von gréferen kiinstlichen Aminosdure-Sequenzen bislang nur schwer
vorhersagbar sind.”® So finden sich in der Literatur erst wenige in weiterem Sinne als Nanoarchi-
tekturen zu bezeichnenden artifizielle Polypeptide, deren vorausgesagte Strukturen experimentell
bestitigt sind.”” Kiirzlich gelang es immerhin, ein katalytisches Zentrum fiir eine enantioselektive
Diels-Alder-Reaktion am Reil3brett zu entwerfen und so in bekannte Sekundirstruktur-Elemente
einzubauen, dass ein funktionierendes, kiinstliches Enzym entstand.”

DNA hingegen verhilt sich wie in Abschnitt 1.2.1 beschrieben viel vorhersagbarer. Gibt man
einen DNA-Strang bekannter Sequenz in einem geeigneten Puffer zu dem passenden Gegen-
strang, so wird sich mit groB3ter Sicherheit ein B-DNA-Doppelstrang ausbilden, dessen Struktur
genau vorherbestimmt ist. Kein anderes Polymer ist zugleich so gut verstanden und program-
mierbar. Desweitern ist DNA immer billiger herzustellen und mit einer Vielzahl von molekular-
biologischen Enzymen manipulierbar. Eine groBe Bandbreite an chemischen Nukleinsdure-
Analoga und chemischen Modifikationsmdglichkeiten wie Biokonjugation erweitern das Ein-
satzspektrum. Fin weiterer Vorteil von DNA ist, dass sie biokompatibel ist und wissrige Medien
bevorzugt, weswegen auch biologische und medizinische Anwendungen der DNA-

Nanotechnologie denkbar sind.

13.1 Migrationsstabile Kreuzungen

Wie aber kann man aus einem linearen Molekiil wie DNA eine komplexe zwei- oder gar dreidi-
mensionale Struktur ausbilden? Inspiriert von Replikationsgabeln bei der Vervielfiltigung von
DNA schlug Nadrian Seeman 1982 in einem theoretischen Paper vor, migrationsstabile Kreu-
zungen (engl. junctions) von DNA zu synthetisieren.”” Normalerweise sind die Sequenzen solcher
bei der homologen Rekombination von Genen auftretenden Holliday junctions (benannt nach
Robin Holliday)® symmetrisch. Daraus folgt, dass die Kreuzungsstelle wandern kann, weil fir
jede geléste Watson-Cricksche Interaktion eine gleichwertige Interaktion entsteht und dieser

Vorgang somit energieneutral ist (vgl. Abbildung 14).
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Abbildung 14: In natiirlich vorkommenden Holliday junctions kann der Kreuzungspunkt aufgrund der
Symmetrie der Strédnge (1 und 3 bzw. 2 und 4 sind identisch) wandern. Der Punkt in der Mitte der
Kreuzung in b und ¢ symbolisiert eine zweizéhlige Symmetrieachse.”

Lisst man aber nun Stringe miteinander hybridisieren, bei denen diese Symmetrie wie von See-
man vorgeschlagen gebrochen ist, ist die Anzahl der ausgebildeten Basenpaare nur dann maxi-
mal, wenn der Kreuzungspunt an der durch die Sequenz festgelegten Stelle liegt. Das Ergebnis
ist somit eine migrationsstabile Kreuzung 8! wie sie in der Natur nicht vorkommt und welche die

Basis fiir die meisten seither publizierten DNA-Nanoarchitekturen ist (Abbildung 15).

o0 440000
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Abbildung 15 links: eine migrationsstabile Kreuzung aus vier unterschiedlichen Strdngen. Rechts:
Nadrian (Ned) Seeman, der Begriinder der DNA-Nanotechnologie.

Seeman schlug auflerdem vor, die Enden der kiinstlichen Kreuzungen einzelstringig zu verlin-
gern. Die so entstehenden s#icky ends konnten sich dann in vorherbestimmter Weise zu groBeren
Netzwerken zusammenlagern. Seeman, von Haus aus Kiristallograf,* sah eine mégliche Anwen-
dung in der Einlagerung von Makromolekiilen wie Proteine in ein regelmilBiges dreidimensiona-
les Netzwerk aus DNA. Dadurch hoffte er, die Strukturbestimmung von schwer zu kristallisie-

renden Molekillen vereinfachen zu kénnen. Aber erst 1991 gelang es, den ersten Schritt auf dem
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Weg zur Verwirklichung dieser Vision zu tun - in Form eines Wiirfels aus DNA (Abbildung
16).82 Dieser Wiirfel ist allerdings kein starres Objekt, sondern an den Kreuzungsstellen sehr
beweglich. Deshalb ist es wahrscheinlich, dass er verkippt oder sogar platt gefaltet vorliegt. Erst
27 Jahre nach der Verdffentlichung seiner Vision eines 3D-Netzwerkes gelang es durch versteif-

te Bauelemente endlich, ein kristallisierbares, dreidimensionales Gertist aus DNA aufzubauen.$3

Abbildung 16 a) Eine vierarmige DNA-Kreuzung mit sticky ends lagert sich in einem mehrstufigen
Prozess zu einem gréBeren Gebilde zusammen. b) Ein Wiirfel aus DNA als erstes prominentes Bei-
spiel einer Nanoarchitektur. c) Vision eines DNA-Geriistes zur Kristallisation von Makromolekdilen.

Mit der gleichen Strategie wie der Wiirfel, also nur mit unversteiften Kreuzungen ist auch ein
angeschnittener Oktaeder gemacht worden.’* Die Ausbeuten dieser Strukturen lagen bei
wenigen Prozent und erforderten einen sukzessiven Aufbau. Als solideste Stuktur und
effektivste Synthese mit unversteiften Kreuzungen darf wohl der Tetraeder aus der Gruppe um
Andrew Turberfield gelten. In einem Eintopfverfahren mit annidhernd quantitativen Ausbeuten
wurden die Tetraeder in einem nur wenige Minuten dauernden Prozess hergestellt.®> Diese Tet-
raeder waren gezielt dehn- und stauchbar® und wurden sogar dazu benutzt, einzelne Cysochrom C

Molekiile einzuschlie3en.87

1.3.2 Double crossovers

Die Gruppe um Seeman bemerkte, dass eindimensionale Konstrukte aus 3-und 4-armigen mig-
rationsstabilen Kreuzungen zur Zyklisierung neigten und dass die daraus hergestellten Objekte
in der Regel nicht rigide genug fiir den Aufbau gréBerer Strukturen waren. Als einen Ausweg aus
diesem Dilemma schufen sie sogenannte double crossovers (kurz DX, englisch fir doppelt ge-
kreuzt).8¢ Hierbei handelt es sich um zwei direkt nebeneinanderliegende Helices, in denen an
zwei Punkten Stringe ausgetauscht werden.

Von diesen double crossovers gibt es verschiedene Arten (siche Abbildung 17), fiir die sich folgende
Kurzschreibweise eingebiirgert hat: Der erste Buchstabe steht fiir die Anzahl der Kreuzungen.
D steht fiir einen doppelten Austausch. Laufen die austauschenden Stringe nach dem Austausch

in die gleiche Richtung weiter, liegt eine parallele (P) Kreuzung vor, wenn nicht, ist es ein antipa-
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ralleler crossover (A). Der dritte Buchstabe bezeichnet die Anzahl der halben Helixwindungen
zwischen den Kreuzungspunkten. O steht fiir odd (ungerade), E fiir even (gerade Anzahl, meist
2).

DAE

Abbildung 17: Die verschiedenen double crossover-Topologien (Erkldrung der Kurzschreibweise im

Text, aus Lit.89).

Double crossovers stellen nicht die einzigen Moglichkeiten dar, parallele Stringe miteinander zu
verbinden. Weitere Motive sind beispielsweise dreifache Kreuzungen (#:ple crossovers), oder auch
paranemic crossovers.9® Bei paranemic crossovers tauschen die beide Stringe an jedem moglichen Kreu-
zungspunkt aus (Abbildung 118 a). Solch eine Struktur kann aus einem einzelnen Strang aufge-
baut werden und somit enzymatisch repliziert werden,” und war nach Einklonieren in E.co/7 die

erste in vivo erzeugte Nanoarchitektur.?

1.3.3 DNA-tiles fiir zweidimensionale Architekturen

Verlingert man wie schon bei einfachen Kreuzungen in double crossover-Motiven einzelne DNA-
Stringe um einige Nukleotide, entstehen szicky ends. Dadurch kann ein double crossover-Element
gleich einer Kachel (eng; #/) als Bauelement fiir ein- und zweidimensionale Netzwerke dienen.
Eric Winfree schlug vor, durch geschickte Auswahl von unterschiedlichen szicky ends zweidimen-
sionale Kristalle iber algorithmisch programmierbare Selbstorganisation zu erzeugen.’> Durch
kompliziertere Algorithmen eignen sich DNA-Kacheln sogar, um mathematische Aufgaben zu
l6sen (sieche Abschnitt 1.4.3).94

Die Versteifung von DNA durch double crossovers wurde auch ausgenutzt, um Kreuzungen in
grofleren Strukturen stabiler zu machen. So wurden beispielsweise fiir eine versteifte Version
eines Wiirfels?> sowie fiir Tetraeder und Dodecaeder-Buckybille das #hree point star-Motiv ver-

wendet.%

20



Abbildung 18: Algorithmischer Selbstaufbau von zweidimensionalen Kristallen. a) Die beiden double
crossover-tiles A und B* (in unterschiedlichen Reprédsentationen gezeigt) sind zueinander komple-
mentér (angedeutet durch geometrische Muster an den Enden). b) Durch Selbstorganisation bilden
sie einen 2D-Kristall aus, in dem sie sich regelméBig abwechseln. Das Streifenmuster auf der raster-
kraftmikroskopischen Aufnahme kommt von einer in B* eingebauten Haarnadel-Schleife, die aus der
Ebene des Kristalls herausragt (modifiziert Abb. nach Lit.%").

134 DNA-Origami

Das wohl vielseitigste und robusteste Konzept aus dem Feld der DNA-Nanoarchitekturen baut
auf einen sehr langen DNA-Einzelstrang als Templat fiir die Ausbildung einer komplexen
Struktur auf. Dieses Konzept stammt von John Reif”® und Hao Yan? und sollte zunichst zur
Anordnung von files dienen. William Shih griff diese Idee auf und faltete den Einzelstrang
hauptsichlich iber intramolekulare Paarungen zu einem Oktaeder.1% Paul Rothemund gelang es
dann, das Konzept auf beliebige zweidimensionale Strukturen zu erweitern (Abbildung 19).
Hierzu wird der Einzlstrang (von Rothemund Gertststang (engl. scaffold strand genannt) mit Hilfe
von bis zu 250 so genannten staple strands (engl. fir Heftklammer Stringe) in die gewiinschte
Form gefaltet. Wie auch bei den DX fZiles entstehen dabei antiparallele Kreuzungen, wobei der
Geruststrang auch in Schleifen gezwungen werden kann. Rothemund prigte fir diese Technik
den Namen ,,DNA-Origami, welcher sich in der Fachliteratur auch durchgesetzt hat. Von der
Gruppe um Shih ist das Konzept des DNA-Origami schlie@Slich in die dritte Dimension erwei-
tert worden. 101,102

Der Vorteil von Origami zu den #les ist dabei, dass die Faltung des Gerlststranges ein intramo-
lekularer Prozess ist, und somit entropisch und sterisch gegeniiber konkurrierenden intermole-
kularen Prozessen begiinstigt ist. Dadurch toleriert Origami auch einen deutlichen Uberschuss
an staple strands (Rothemund gab einen 10 bis 100-fachen Uberschuss hinzu), wihrend bei den
tiles die molaren Verhiltnisse der einzelnen Stringe genauestens eingehalten werden missen.
Dartiber hinaus scheint die Reinheit der Oligonukleotide von geringer Bedeutung zu sein; Rot-
hemund verwendete unaufgereinigete Oligonukleotide, wihrend das Standardverfahren fir #les

PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese) -aufgereinigte Oligonukleotide erfordert.
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Abbildung 19: DNA-Origami nach Rothemund.”®"

a) Ein einzelstrdngiger DNA-Gertiststrang (schwarz) wird mithilfe kiirzerer staple strands in Windun-
gen gezwungen. Links ist eine schematische Darstellung dreier Kreuzungen in Blickrichtung der
Helixachsen zu sehen. b) Darstellung des Faltungsmuster eines Sterne. c) Andere Beispiele fiir zwei-
dimensionales 2D-Origami, darunter AFM-Bilder der jeweiligen Strukturen nach Hybridisierung (d).

1.3.5 Bundles und Nanor6hren

Bei dem Design von DNA-Architekturen muss immer die Helizitit der DNA berticksichtigt
werden (vgl. auch Abbildung 19 a) Bei den zweidimensionalen DX #fes und Origami sind die
Verbindungsstellen zu den oberhalb bzw. unterhalb liegenden Helices jeweils Vielfache der hal-
ben Helixwindung voneinander entfernt, also meist 5 bzw. 6 Basen. Verlegt man die Kreuzungs-
stellen um wenige Basen, ist die entstehende Struktur nicht mehr planar. Verknipft man sechs
Helices in einem Winkel von 120° gegentiber der Ebene der benachbarten Helices miteinander,
so erhilt man ein dreidimensionales Biindel (engl. bundle) aus 6 Helices, ein 6-helix bundle. Solche
G-helixc bundles wurden zunichst mit double crossovers,)%* dann auch mit der Origami-Technik aus
einem langen Finzelstrang gefertigt.!%> Durch die Verkniipfung von 6 Stringen miteinander stieg
die Persistenzlinge gegeniiber einem einfachen Doppelstrang auf das 20-fache an. Réhren wur-
den zwar schon vorher von LaBean mithilfe von files erzeugt,'%¢ doch erlaubt das Konzept der

bundles durch die gezielte Verlegung der Kreuzungspunkte mit den Nachbarhelices eine flexible
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Steuerung der Anzahl der Helices, aus denen die nanotubes (engl. fiir NanorShren) bestehen. So

wurden auch 8-belix bundels,)"7 und sogar bundles in einstellbaren GréBen bis 20-helix bundles (Sie-

he Abbildung 20) realisiert.!08

n - — P - 0 e % .@
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Abbildung 20: Verkniipft man parallel verlaufende DNA-Helices miteinander, entstehen Nanoréhren
108

mit variablem Durchmesser.

1.3.6 Dreidimensionales DNA-Origami

Der wohl vielseitigste Ansatz fiir den Aufbau von finiten dreidimensionalen Strukturen wurde
kiirzlich in der Gruppe von William Shih entwickelt.101:102.105109-111 Shihs Ansatz ist eine Kombi-
nation der Konzepte von 6-belixc bundles und von DNA-Origami. Wie in Rothemunds Origami
dient ein langer Einzelstrang als Geriist, die Faltung verlduft durch geschickte Verlegung der
Kreuzungspunkte aber nicht zwei- sondern dreidimensional. Im Querschnitt ergeben die durch
staple strands gefalteten Strukturen ein honigwabenartiges Muster, das den Strukturen eine hohe
Steifigkeit verleiht. Beispiele von synthetisierten Strukturen sind in Abbildung 21 abgebildet.
Eine weitere dreidimensionale DNA-Origami-Struktur, wenngleich aus flachen Bauelementen,
ist eine Nano-Kiste, deren Deckel durch Zugabe eines Signalstranges ge6ffnet werden kann.!12
Aus Platzgriinden kann nicht die ganze Breite an DNA-Strukturen dargestellt werden, daher sei
an dieser Stelle noch auf Ubersichtsartikel hingewiesen, die DNA als Baumaterial zum Gegen-

stand haben.113-119
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Abbildung 21 a) Faltung eines Gerliststranges (schwarz) in eine dreidimensionale honigwabenartige
Struktur mit parallel verlaufenden Helixachsen. b) Beispiele fiir dreidimensionales DNA-Origami aus
der Gruppe von Shih."" Jede der diinnen Stangen steht fiir eine DNA-Doppelhelix. Rot eingefarbte
Biindel haben eine einprogrammierte Kriimmung.
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1.4

14.1

Funktionelle Systeme aus DNA

Maschinen und Motoren

Auf Basis von DNA sind nicht nur Architekturen entstanden, sondern auch eine grofle Vielzahl

von molekularen Maschinen und Motoren.!2-123 Trotz der groflen Zahl von Beispielen beruht

die Mehrzahl von ihnen auf nur drei Prinzipien (siche Abbildung 22).124

D

2

3)

Hybridisierung: Es werden die tGblichen Watson-Crick-Basenpaarungen ausgenutzt, um
aus zwei Einzelstringen einen Doppelstrang zu machen.

Toehold overhangs: (einzelstringige Uberhinge). Ein Strang eines Doppelstranges ist um
einige Nukleotide verlingert (b). Dadurch entsteht ein s#cky end welches aber nicht zur
Hybridisierung mit einem anderen s#cky end beniitzt wird. Stattdessen gibt man den Ge-
genstrang des lingeren Stranges hinzu (a-b) und der kiirzere Strang wird freigesetzt.
Entropiegetriebene Strangverdringung: Besteht ein Doppelstrang aus einem langen
Strang, der mit zwei kiirzeren hybridisiert ist, so kann ein langer Gegenstrang (aj-b-c1)
die beiden kiirzeren Stringe verdringen, da bei der Freisetzung zweier Stringe durch
nur einen Strang die Entropie des Systems steigt. Das kann sogar dann noch funktionie-

ren, wenn dabei ein paar Basenpaarungen weniger als im Ausgangszustand.

* a
—_—
a' .
2)
a
+ a b
—
a a b
m— I S— — —
a b’ EY b’ a' b’
3) +
a b <, a, a, c, c,
Nt — -
a, a, G G, & b Cy
— — — —_— —_— — — —
a a,’ c c,’ a,’ a c’ c,’

Abbildung 22: 1) Hybridisierung, 2) toehold overhang (b) Strangverdrdngung und 3)
entropiegetriebene Strangverdrdngung

Diese Prinzipien ausnutzend sind einige Maschinen oder walker (Ful3ginger) entstanden, welche

entfernt an die Fortbewegung eines Myosins an einem Aktin-Filament erinnern. Das erste Bei-
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spiel eines DNA-walkers erforderte noch die sukzessive Zugabe von Treibstoff-Stringen (fue/
strands),'?5 eine verbesserte Version kam ohne einen Experimentator aus.'?¢ Kirzlich gelang es
sogar, eine Art FlieBband zu erstellen, auf dem an einen DNA-wa/ker vorherbestimmte Nano-
partikel angehingt wurden.'?”

Eine auf nicking engymes (Enzyme, die nur einen Strang eines Doppelstranges schneiden) beru-
hende Maschine wurde von Turberfield vorgestellt.1?8 In diesem Beispiel wird der Pfad des wal-
kers gleichsam aufgefressen, so dass Bewegung nur nach vorne méglich ist. Ahnlich, nur statt mit
nicking engymes mit einem Ribozym, arbeitet eine spinnenartige Maschine, die ebenfalls verkirzte
Einzelstringe auf ihren Pfad hinterldsst und sich daher nicht zuriick bewegen kann.'?

Neben den auf B-DNA beruhenden Maschinen gibt es auch solche, die beispielsweise den B-Z-
Form-Ubergang von DNA oder die Faltung von G-Quadruplexen! oder i-Motiven nutzen. Im
letzteren Fall wird die (reversible) Konformationsinderung eines C-reichen Stranges durch die
Anderung des pH-Wertes induziert und dadurch beispielsweise Fluoreszenz ein- und ausge-
schaltet.’3! Die Konformationsinderung kann auch dazu ausgenutzt werden, eine hydrophobe
Gruppe zu prisentieren und dadurch eine hydrophile Oberfliche in eine hydrophobe umzu-
wandeln.’?? Um die Schaltbarkeit von i-Motiven auszunutzen, muss man aber nicht unbedingt
direkt OH- oder H*-lonen zugeben, sondern kann diese auch lichtgesteuert 7z situ erzeugen.

Dadurch erhilt man einen lichtgetriebenen Schalter.133

1.4.2 Nukleinsaure-basierte Sensoren

518 nm T-C'D
!
G G G—T—G-A\A ;. D\ :A\A
FoN R R
472 nm F D \G\ ’,T\ a7 /T'G
T W Gq
N Y N K
C, _CH~ A
- T
iy = il
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T 1 1
S .
!
At At

Abbildung 23: Ein Kokain-Aptamer-basiertes System wurde an seinen Enden mit einem FRET-Paar
modifiziert (F= Fluorophor, D=Quencher-Molekiil). Ohne die Anwesenheit von Kokain sind die Enden
des FRET-Paares frei beweglich und somit ist Fluoreszenz bei 518 nm sichtbar. Bei der Zugabe von
Kokain bindet das Kokain-Moleklil an das Aptamer, wodurch D und F zusammengefiihrt werden und
die Fluoreszenz ausgeschaltet wird.

Nukleinsduren sind in letzter Zeit immer mehr als molekulare Sensoren flir eine Vielzahl von
Molekiilen, fur pH—Wert—Anderungen, fiir Temperatur!3* und viele weitere Anwendungen entwi-
ckelt worden.!3> Funktionsprinzip fir viele dieser Sensoren ist eine durch einen chemischen oder

physikalischen Reiz hervorgerufene Hybridisierungen oder Konformationsinderung, welche
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dann wiederum in ein auslesbares Signal verwandelt wird. Als Auslesesignal kommen etwa Fluo-
rophor-Quencher-Paare im FRET-Prozess (Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer) zum Ein-
satz. Sind Fluorophor und Quencher rdumlich weit voneinander entfernt, ist Fluoreszenz sicht-
bat, sind die beiden Paare nah beieinander, wird die Fluoreszenz vom Quencher unterdriickt.

Als Beispiel ist in Abbildung 23 die Funktionsweise von einem Kokain-Sensor dargestellt.

143 DNA-Computing

Fir spezielle mathematische Probleme kann die Selbstorganisation von DNA als eine Art Com-
puter verwendet werden. Das erste mit DNA angegangene Problem war das des Handlungsreisen-
den odet hamiltonian path problem, ein Problem der Graphentheorie.!? Hierzu wurden Oligonuk-
leotide so designt, dass verschiedene Stringe miteinander hybridisieren kénnen und die Reihen-
folge der hybridisierten Stringe dem Weg des Handlungsreisenden entspricht. Das Auslesen der
Losung des Problems erfordert aber Gelelektrophorese und PCR und ist somit sehr umstind-
lich. Des Weiteren ist der Graph auf nur sechs Knotenpunkte beschrinkt worden. Auch ein
Schachproblem, nidmlich die Positionierung von Springern auf einem Spielfeld, ohne dass die

Springer sich schlagen, ist auf dhnliche Art mit Hilfe von RNA gel6st worden.!37

Abbildung 24: Bindres Z&hlen mit DNA-tiles. Links: sieben verschiedene DNA-tiles mit sticky ends
sind so beschaffen, dass nur bestimmte Seiten der tiles miteinander hybridisieren kénnen, was durch
die Farben der Fldchen symbolisiert ist. Die beiden tiles, die fiir 1 codieren haben eine aus der Ebene
herausragende Haarnadel-Struktur. Rechts: AFM-Bild von an einem DNA-Origami-Rechteck gewach-
senen tiles. %
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Mit einem auf einem Desoxyribozym basierenden System konnte ein DNA-Computer gegen
einen Experimentator im Drei-Gewinnt-Spiel (engl. #e-fac-toe) immer zumindest ein Unentschie-
den erreichen.’® Die einzelnen Spielziige bestanden in der Zugabe von Mg?* zu den einzelnen
Kompartimenten des Spielfelds, Entscheidungen des Automaten wurden in Form eines Fluo-
reszenzsignals ausgegeben.

Eric Winfree hat das Konzept der algorithmischen Selbstorganisation von DNA-z/es weiterent-
wickelt und ein System mit einem “Keim” (seed), bestehend aus einem DNA-Origami-Rechteck
mit szicky ends an einer Seite geschaffen. An diesem Keim konnten nun geeignete #fes hybridisie-
ren, so dass ein Binircode entstand (siche Abbildung 24).94

Experimentell realisierten DNA-computing-Beispielen ist gemein, dass die Probleme und Opera-
tionen vom Experimentator genau geplant sein missen. Allgemeine oder gar praxisrelevante
Problemlésungen sind von DNA-Computern nicht zu erwarten, wenn nicht Revolutionen in
den Schreib- und Auslesevorgingen sowie in der Fehlererkennung und Behebung bevorstehen.
Daher gilt es als unwahrscheinlich, dass DNA in ndchster Zukunft dem Silizium-basierten

Rechnen ernsthafte Konkurrenz bieten wird.
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1.4.4 DNA als elektrischer Leiter

Aufgrund der geringen Abmessungen von DNA wire es fir elektronische Anwendungen reiz-
voll, DNA als elektrischen Leiter verwenden zu kénnen. Doch ist bislang noch umstritten, ob
und wie gut DNA selbst elektrischen Strom leiten kann, besonders tiber lingere Strecken hin-
weg. Ein vielversprechender Ansatz ist daher, DNA als Gerlistmaterial einzusetzen, an ihr Me-
talle abzuscheiden und so einen diinnen Nanodraht zu erzeugen. Hierzu bedient man sich einer
alten Technik aus der Schwarzweil3fotografie. Ein in den DNA-Doppelstrang eingebautes Re-
duktionsmittel, beispielsweise ein Aldehyd, wird bei Zugabe einer Silberionenlésung zur Sdure
oxidiert und es entstehen an der DNA Silberkeime, die durch Zugabe von Tollens Reagenz ent-

wickelt werden und die DNA so mit einem Silbermantel umgeben.'?

marked DN -
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Abbildung 25: Die Abscheidung von Silber an einem Templat aus DNA. Die DNA ist links und rechts
mit Aldehyd Gruppen modifiziert, in der Mitte sind keine Aldehyde. Oben ist ein AFM-Bild, in dem der
nichtfunktionalisierte Bereich der DNA mit einem RecA-Protein-Komplex sichtbar gemacht wurde, un-
ten eine elektronenmikroskopische Aufnahme nach der Silberabscheidung (Silber erscheint hell).”*

Bei der Reduktion von Silberionen durch Aldehyd werden jedoch nur 2 Elektronen frei, so dass
nur ein Ag Cluster entstehen kann, der selbst aber noch nicht stabil ist. Erst Agy ist ein stabiles
Cluster. Enthilt die DNA daher als Reduktionsmittel zwei Aldehydgruppen in nichster Nach-

barschaft, bilden sich Silberkeime mit hoherer Effizienz.140
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1.5 Dervan-Polyamide

Oben wurden Beispiele beschrieben, wie mafigeschneiderte (meinst einzelstringige) DNA oder
RNA an andere Molekiile binden kann (Abschnitte 1.2.5 und 1.4.2). Kehrt man die Perspektive
um, kann man genauso gut davon sprechen, dass Molekiile an DNA binden. DNA liegt jedoch
natirlicherweise als B-DNA-Doppelstrang vor und daher ist es eine Herausforderung, solch
einen Doppelstrang sequenzspezifisch zu adressieren. Zwar gibt es auch eine Vielzahl von Pro-
teinen, die doppelstringige DNA sequenzspezifisch erkennen kénnen (beispielsweise Restrikti-
onsenzyme), doch sind diese nicht fiir alle beliebigen Sequenzen erhiltlich und nur durch hohen
Aufwand herzustellen. Auch die im Abschnitt 1.2.2 besprochenen Tripelhelices kénnen nicht
mit beliebigen Sequenzen gebildet werden, denn der dritte Strang erkennt nur Purin-Basen.

Ein wirklich modulares und nahezu universelles System, welches B-DNA spezifisch und sehr
fest binden kann sind hingegen die DNA-bindenden Polyamide aus nicht-proteinogenen, stick-
stoffhaltigen, heterozyklischen Aminosiuren. Diese wurden mafgeblich in der Gruppe von
Peter Dervan am California Institute of Technology (Pasadena, USA) entwickelt, und sollen der

Einfachheit halber im Folgenden kurz ,,Dervan-Polyamide® genannt werden.

1.5.1 Entwicklung

Den Anstof3 zur Entwicklung der Dervan-Polyamide lieferten die beiden Naturstoffe Netropsin

und Distamycin, welche an DNA binden.

)‘NH HN U HN
H N-gN \\\(NH (o)
2!
S \NH NH

H NH,

Abbildung 26: Netropsin (links) und Distamycin (rechts)

Die rontgenografische Untersuchung der Kristallstruktur eines (1:1)-Komplexes zeigte, dass
Distamycin in detr minor groove von T-A-reichen Sequenzen bindet,'*! es fanden sich aber auch

(2:1)-Komplexe (siche Abbildung 27).
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Abbildung 27: Kristallstruktur eines einfachen Netropsin-DNA-Komplexes (1:1, links) und eines 2:1
Distamycin-Komplexes (rechts). In der Mitte ist die Erkennung der Sequenz durch Wasserstoffbrii-
ckenbindungen dargestellt. Der Betrachter schaut auf die kleine Furche der aufgewundenen DNA-
Helix. An den Nukleobasen sind die freien Elektronenpaare der Basen als Kreise dargestellt (Abb.
aus Lit."?)

Letztere Entdeckung, legte den Schluss nahe, dass die Assoziation durch die Verkniipfung zwei-
er Polyamide durch y-Aminobuttersiure (GABA) gestirkt werden kénnte.!*> Durch Zuriickfal-
ten der GABA-Schleife falten sich die Polyamide unter Ausnutzung von n-n Wechselwirkungen
so, dass jeweils zwei der Heterozyklen parallel tibereinander zu liegen kommen und eine sichel-
férmige Struktur entsteht. Ein solcher Komplex hat eine etwa 300-fach héhere Affinitdt zu
DNA als zwei nicht miteinander verbundene Polyamide, weshalb fiir synthetische Polyamide fast

nur noch antiparallele Haarnadel-Polyamide wie jenes in Abbildung 28 zum Einsatz kommen.

Abbildung 28: Komplex einer Polyamid-Haarnadel mit DNA. Links: eine schematische Darstellung
des Komplexes. Die letzte Einheit am C-Terminus ist Imidazol. Das Paar Py/Im erkennt selektiv C/G.
Rechts: Computermodell eines Dervan-Polyamids (rot).
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Da Polyamide auf Pyrrol-Basis wie das Distamycin jedoch nur an T-A-reiche Sequenzen binden
wurde nach Wegen gesucht, alle Basenpaarungen spezifisch erkennen zu koénnen. Als erster
Schritt wurde ein einziges Atom im Heterozyklus ausgetauscht: Man ersetzte Pyrrol (Py) durch
Imidazol (Im). So gelang erstmalig die Erkennung des Basenpaares C-G, da der zweite Stickstoff
des Imidazol-Heterozyklus eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem ungepaarten Wasserstoff
der Aminogruppe des Guanins auszubilden vermag (siche Abbildung 28 links).144

Durch die Einfithrung des Imidazols ins System der Dervan-Polyamide war nun die Unterschei-
dung des Basenpaares C-G (etkannt von Py/Im) von G-C (etkannt durch Im/Py) moglich. Die
letzte Hiirde, um alle vier méglichen Basenpaarungen spezifisch ablesen zu kénnen, bestand nun
darin, A-T von T-A unterscheiden zu kénnen, wozu das symmetrische Paar Py/Py nicht in der
Lage ist. Diese Licke im System schlieBt das Hydroxypyrrol (Hp),'#> weil die Hydroxylgruppe
eine Wasserstoffbriicke mit O2 vom Thymidin ausbilden kann, aber gleichzeitig am Adenin mit
dem freien Elektronenpaar an N3 sterisch kollidiert. Dadurch ist die Erkennung des richtigen

Basenpaares (engl. 7atch) um einen Faktor 10 stirker als die des falschen (wzsmatch).

(O = Pymol Einheit +) = N,N-Dimethylamino-
propylamin
@ = Imidazol Einheit D = GABA

() = Hydroxypyrrol Einheit > = B-Alanin

Abbildung 29: Ein Dervan-Polyamid mit Hydroxypyrrol (fett gedruckt). Links ist die DNA-Sequenz
passend zum Polyamid (match-Fall), rechts passt sie nicht (mismatch-Fall). Bei der Darstellung von
Polyamiden hat sich die die Piktogrammschreibweise (unten) durchgesetzt.
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1.5.2 Die Paarungsregeln fiir Dervan-Polyamide

Die drei Bausteine (Py, Im und Hp) erlauben es nun prinzipiell, Dervan-Polyamide fiir praktisch
jede erdenkliche DNA-Sequenz zu synthetisieren. Die Dissoziationskonstanten sind im Ver-
gleich zu anderen kleinen synthetischen Molekilen (swall molecules) sehr niedrig. Sie liegen fiir
Haarnadel-Polyamide mit sechs Heterozyklen bei 107-10-8 M,™6 fiir Polyamide mit 8 oder 10
Heterozyklen im niedrigen nanomolaren oder gar picomolaren Bereich. Dervan-Polyamide haf-

ten also sehr fest an DNA, weshalb man bildlich von einem sequenzspezifischen Kleber fir

DNA sprechen kénnte.
match mismatch
(G C G Py/Im Im/Py [Py/Hp|Hp/Py
QY QY ee| - |+ | - | -
QOO O 2N FN I I -

Abbildung 30: Die vollstdndigen Auswahlregeln zur sequenzspezifischen Erkennung von DNA durch
Dervan-Polyamide. In dem linken Piktogramm ist die die kleine Furche der DNA und zwei daran ge-
bundene Polyamid-Bausteine im Querschnitt dargestellt. Kleine Erhebungen und Vertiefungen deuten
Wasserstoffbriicken Donoren bzw. Akzeptoren an. Im match-Fall passen die Polyamid Monomere
zum jeweiligen DNA-Basenpaar, im mismatch-Fall kommt es zu AbstoBungen. Das symmetrische
Paar Py/Py toleriert sowohl T-A als auch A-T, nicht jedoch ein G-C-Paar. In der rechten Tabelle ist das
Erkennungsschema der Polyamide gezeigt. Ein Plus steht fiir einen match-Fall, ein Minus fiir den
mismatch-Fall.

153 Anwendungen von Dervan-Polyamiden

Eine Anwendung fanden Dervan-Polyamide beispielsweise als sequenzspezifische Fluoreszenz-
marker.147.148 Konjugate aus Polyamiden und einem Fluorophor zeigten in Abwesenheit von
DNA cine sehr geringe Fluoreszenz, bei Zugabe von doppelstringiger DNA mit der entspre-
chenden Bindestelle stieg die Fluoreszenz sprunghaft an.

Wegen der hohen biologischen und potentiellen medizinischen Relevanz ist es ein sehr vielver-

sprechendes Ziel, mithilfe von Dervan-Polyamiden Genregulation zu betreiben. In der Tat ge-
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lang es durch zwei Dervan-Polyamide zwei Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren zu blockie-
ren, die fir die Replikation von HIV wichtig sind.’* Somit konnte in menschlichen Lymphozy-
ten die Virusreplikation um tber 99% unterdriickt werden, ohne dass dabei Zelltoxizitit festge-
stellt werden konnte. In einer anderen Studie gelang durch zwei synthetische Polyamide auch
eine Aktivierung der Genexpression, indem natiirliche Transkriptionsaktivatoren nachgeahmt
wurden.!50

Zeitgleich zu den eigenen Arbeiten wurde die Positionierung von Proteinen auf einem DNA-

Gitter mithilfe von Dervan-Polyamiden berichtet.!>1.152

1.5.4 Limitierungen von Dervan-Polyamiden

Um im genomischen Kontext immer noch spezifische Sequenzen adressieren zu kénnen, miiss-
ten rechnerisch 16-17 Basenpaare erkannt werden. Doch kann dieser Sequenzraum mit Dervan-
Polyamiden heute noch nicht adressiert werden. Zihlt man die T-A-Priferenzen der GABA-
Schleife und des B-Alanin-Schwanzes der Dervan-Polyamide der Erkennungssequenz hinzu,
kénnen maximal 7-8 Basenpaare erkannt werden. Zwar sollte es synthetisch méglich sein, ein
Polyamid mit tber 30 Heterozyklen aufzubauen, doch schon die Verlingerung von 8 auf 10
Heterozyklen brachte keine Zunahme der Affinitit mehr,'>? wihrend die Verlingerung von 6
auf 8 Heterozyklen die Affinitit noch um eine GroBlenordnung verbesserte. Dieser Umstand
deutet darauf hin, dass bei Polyamiden aus tiber 8 Heterozyklen der Energiegewinn aus zusitzli-
chen Wechselwirkungen mit der DNA durch eine Uberkriimmung der DNA nivelliert wird.!53
Des Weiteren wird eine hdhere Affinitit einer Wechselwirkung meist durch eine geringere Selek-
tivitit erkauft, so dass es zu fehlerhafter Erkennung kommen kann.1>*

Ein weiteres Problem ist, dass - vermutlich aufgrund der sequenzabhingigen Mikrostruktur -
nur geschitzte 50% aller 7-mer-Sequenzen adressierbar sind. Auch ist in Eukarioten die DNA
um ein Chromatingerust gerollt (vgl. Abbildung 13) und somit schwer zuginglich.

Vor einer weiteren Verwendung in der Medizin muss die zellulire Aufnahme und besonders der
Transport in den Zellkern besser verstanden werden, da Dervan-Polyamide scheinbar nur bis ins
Zellplasma vordringen.'*? Trotz aller Schwierigkeiten sind Dervan-Polyamide aber dennoch
eines der am vielseitigsten und am besten verstandenen Systeme zur molekularen Erkennung

doppelstringiger DNA.

1.55 Synthese

Die Synthese der Dervan-Polyamide erfolgt tiblicherweise in einer Festphasensynthese, nur bei
groBeren Ansitzen auch in Lésung.'>> Bei diesem von Merrifield in den 60er Jahren entwickelten

Verfahren zur Synthese von Polypeptiden'> wird die Synthese in sich wiederholenden Schritten
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an einem festen, unléslichen Material durchgefiihrt, welches unterschiedlich funktionalisiert sein
kann.
Es haben sich zwei Strategien mit temporiren Schutzgruppen fir Amine etabliert: die zer~

Butoxycarbonyl (Boc)- und die Fluorenyl-9-methoxycarbonyl—Strategie (Fmoc-Strategie).

o R
. o N)\”/OH oder >(O)LN/H(0H +  HO @
O "o

Fmoc- Schutzgruppe Boc- Schutzgruppe

1. aktivieren der

Saurefunktion, 6 R evtl. capping
Schutzgruppe < J\ (o) -
[O 2N\ .
2. kuppeln |1| ) entschiitzen

R R

H
Hoy o O Ay°
N N
H O

H o) Aktivieren, Kuppeln
und Entschitzen wiederholen

Abbildung 31: Schematischer Ablauf einer Festphasensynthese eines Polypeptids. Der Aufbau von
Polyamiden gelingt in gleicher Weise. Durch eine Abspaltung von der festen Phase wird das fertige
Produkt freigesetzt.

Ein Zyklus bei der Festphasensynthese besteht aus 3 Schritten:

- Aktivierung der Sdurefunktion
- Kuppeln des Monomers

- Entschiitzung des N-Terminus

Diese Schritte werden wiederholt, bis das Polyamid vollstindig am Harz aufgebaut ist.

Die Aktivierung der Sdurefunktion ist notwendig, da Amine und Siuren ohne Aktivierung oder
die Hilfe von Katalysatoren nur unter Salzbildung miteinander reagieren, nicht aber wie ge-
wiinscht die Peptidbindung kniipfen. Fiir die Aktivierung gibt es zwei Strategien: die Verwen-
dung eines bereits voraktivierten Monomers (z.B. eines Anhydrids, Sdurechlorids, Aktivesters
etc.) oder die Aktivierung iz situ.

Das Kuppeln ist ein entscheidender Schritt in der Synthese. Da Polyamide sequenziell aufgebaut
werden, ergibt sich die Ausbeute der Gesamtreaktion nach n Kupplungsschritten aus dem Pro-

dukt der Einzelausbeuten. Bei einer Einzelausbeute von 90% erhielte man nach n=10 Kupp-
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lungsschritten bereits nur noch rund 35 % des gewtinschten Produktes, nach n=20 Schritten gar
nur noch 12 %. Daher gelten bei Festphasenreaktionen Einzelausbeuten erst ab 96-98% als
befriedigend. Um trotz guter Ausbeuten nicht reagiertes Amin vor einer Reaktion mit der dann
niachsten Einheit zu hindern und damit ein um eine Einheit verkiirztes Produkt zu erhalten,
kann es durch Reaktion mit Essigsdureanhydrid acetyliert und somit unreaktiv gemacht werden.
Diesen Schritt nennt man ,,capping™.

Die Entschiitzungsbedingungen sind fiir die beiden Schutzgruppen unterschiedlich. Die Boc-
Schutzgruppe wird sauer abgespalten, beispielsweise durch Salzsiure oder Trifluoressigsdure.
Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgt unter milderen Bedingungen und setzt das
Amin bei Behandlung mit geeigneten Basen wie z.B. Morpholin, 2-Aminoethanol oder Piperidin
frei. Die Boc-Strategie eignet sich also nur fiir Synthesen, bei denen keine sdurelabilen Monome-
re eingebaut werden. Die Synthesen der in dieser Arbeit verwendeten Polyamide sind bereits in

der vorangegangenen Diplomarbeit beschrieben worden.!?
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1.6 Nachweismethoden fiir die Nanometerwelt

Es gibt eine groBle Anzahl von Méglichkeiten, (makro-) molekulare Komplexe nachzuweisen.!>8
Einige davon sind im Rahmen dieser Arbeit erprobt worden, z.B. Massenspektrometrie (siche
Kapitel 3.4), Fluoreszenzpolarisation (3.2.6), Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie und Fluo-
reszenzkreuzkorrelationsspektroskopie (3.2.7), Oberflichenplasmonresonanz (3.2.4), gelbasierte
Methoden wie EMSA (Elektrophoretic Mobility Shift Assay 3.2.5) und native Anionen-
Austauschchromatographie (3.1.8.5). Diese Methoden haben ihre Vor- und Nachteile, die an
entsprechender Stelle im Hauptteil diskutiert werden sollen. Manche der Methoden liefern keine
oder unzureichende Aussagen tiber die Ausbeute entsprechender Komplexe oder Nanoarchitek-
turen. Allen Methoden ist aber gemein, dass die Konnektivitit, Topologie und strukturelle In-
tegritit der Komplexe nicht oder nur unzureichend nachgewiesen werden kénnen. Genau dies
ist jedoch bei grolen Komplexen wie Nanoarchitekturen von entscheidender Bedeutung. Daher
ist die Aussagekraft von Bildern mit entsprechender Auflésung meist stirker als die Daten die
mit anderen Methoden generierbar sind.

Als bildgebende Verfahren kommt Lichtmikroskopie nicht in Frage, da die Auflésung der Bilder
von der Wellenlinge des verwendeten Lichtes auf einige 100 nm begrenzt ist. Mit Elektronen-
mikroskopie (EM) und Kryoelektronenmikroskopie gelingt die Auflésung von Makromolekiilen,
jedoch miissen Molekiile mit einer geringen Streukraft fiir Elektronen (wie DNA) meist mit
Kontrastreagenzien angefirbt werden. Des Weiteren sind die Bilder von sehr kleinen Objekten
meist von geringem Kontrast und miissen hiufig aufwendig nachbearbeitet werden.

Ein anderes bildgebendes Verfahren, das im Rahmen dieser Arbeit hdufig zum Finsatz kam, ist

die Rasterkraftmikroskopie.

1.6.1 Rasterkraftmikroskopie

Zusammen mit der Elektronenmikroskopie ist Rasterkraftmikroskopie (AFM, fir atomic force
microscopy) das gebriuchlichste Verfahren, mit dem Strukturen in der Nanometerskala abgebildet
werden. Das AFM ist eine Weiterentwicklung des Rastertunnelmikroskops (STM, fir Scanning
Tunnel Microscope), mit welchem jedoch nur elektrisch leitende Proben abgebildet werden koén-
nen.’> Wie der Name vermuten ldsst, wird beim AFM eine Probe Zeile fiir Zeile abgerastert
und somit ein Bild erzeugt. Das Funktionsprinzip dhnelt dabei dem eines Plattenspielers: Mit der
Spitze einer feinen Nadel wird die Oberfliche eines Objektes abgetastet und die Auslenkung der
Spitze aufgrund von Interaktionen mit der Oberfliche detektiert. Die Spitze beim AFM ist frei-
lich ungleich feiner, ist aber analog zu Plattenspielernadeln an einem flexiblen Arm, dem soge-

nannten Cantilever angebracht (siche Abbildung 32). Dieser kann rechteckig sein wie in der
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schematischen Zeichnung oder auch dreieckig wie im oberen EM-Bild. Wihrend die Cantilever
mit dem blolen Auge gerade noch zu erkennen sind (typische Lingen sind einige 10 pm), kann
man die Spitze nicht mehr sehen. Einer oder mehrere Cantilever sind auf einer Basis befestigt.
Die gesamte Einheit aus Basis, Cantilever und Spitze nennt man Sonde (englisch probe, nicht zu
verwechseln mit der Probe, also dem Objekt, welches abgebildet werden soll).

Die Sonde wird am Scannerkopf des Mikroskops befestigt, der mithilfe von Piezo-Elementen
subnanometergenau in allen Raumrichtungen positioniert werden kann. Auslenkungen des Can-
tilevers in z-Richtung kénnen mithilfe eines Lasers registriert werden, welcher auf die spiegelnde
Oberseite des Cantilevers justiert wird. Verbiegt sich der Cantilever, so dndert sich die Richtung
der Reflektion und somit der Punkt, auf dem der Laserstrahl auf einer 4-Segment-Photodiode
auftrifft. Die Spitze wird nun zeilenweise tiber die Probe gerastert (die Probe wird ,,gescannt®)

und mit den Verinderungen des Lasersignals an der Photodiode wird ein Bild der Probe erstellt.

Cantilever

4-Segment-
Photodiode

Cantilever

Abbildung 32 links: Schematische Darstellung eines AFMs (Erkldrungen siehe Text).
Rechts: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von AFM-Spitzen.

Es gibt zwei wichtige Messmodi: Den Kontakt-Modus und den intermittierenden oder
Hrapping“-Modus. Harte Proben, z.B. aus Halbleitermaterial kdnnen im Kontakt-Modus gemes-
sen werden, bei weichen Proben, wie zum Beispiel Biomolekilen empfiehlt sich der fapping-
Modus, da hierbei die Krifte auf die Probe minimiert werden. Fiir den zapping-Modus wird der
Cantilever durch den z-Piezo oder alternativ ein magnetisch beschichteter Cantilever durch ein
magnetisches Feld, welches unter der Probe erzeugt wird, in Schwingung versetzt. Aus den An-
derungen der Amplitude, Phase und Frequenz der Schwingung kann nun eine Héheninformati-

on, aber auch einige physikalische Eigenschaften wie die Weichheit der Probe ermittelt werden.
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Die Kontrolleinheit des AFM fiithrt den Scanner den Konturen des Objektes nach, so dass Er-
hebungen der Probe nicht stirker mechanisch beansprucht werden als tiefer liegende Regionen.
Es ist prinzipiell méglich, mit AFM atomar aufgeléste Bilder des Objektes zu erstellen. So wur-

den kirzlich einzelne Pentacen-Molekile auf einer Oberfliche gescannt (siche Abbildung 33).160

Abbildung 33: AFM-Aufnahmen von Pentacen-Molekdilen. 160

Bilder mit solch hervorragender Auflésung sind jedoch nur mit hohem Aufwand und mithilfe
von mit einzelnen Molekiilen funktionalisierten Spitzen zu erhalten. In der Praxis ist die Auflo-
sung des Bildes vom Radius der verwendeten Spitze abhingig. Kommerziell erhiltliche Spitzen
haben Radien von bestenfalls 4 nm, typischerweise jedoch 10-40 nm, was keine atomaren Aufl6-
sungen mehr zuldsst. Auch die geometrische Form der Spitze beeinflusst das entstehende Bild,
denn ein Punkt des Objektes wird immer mit der tatsdchlichen Form der Spitze abgebildet. Bei
einer Doppelspitze beispielsweise kann es zu sogenannten Doppelspitzen-Artefakten kommen,
in denen jeder Punkt der Oberfliche zweimal erfasst wird.

Ein Vorteil von AFM gegeniiber der Elektronenmikroskopie ist, dass Proben ohne Kontrast-
gebende Reagenzien wie Uranylacetat auskommen. Ein Nachteil ist, dass nur die Oberflichen
des Objekts zu schen ist, wihrend man bei der Durchsicht durch ein Objekt unter Umstinden
weitere Informationen tiber sein Inneres erhalten kann.

AFM hat sich in den vergangenen Jahren als ein unschitzbares Hilfsmittel auch in den Biowis-
senschaften entwickelt. Mithilfe von nichtdestruktiven Messungen im Zapping-Modus, der sogar
in wissrigen Puffern funktioniert, lassen sich beispielsweise Proteine und Proteinkomplexe,!61,162
DNA-19 und DNA-Protein-Komplexe'* und sogar ganze lebende Zellen'¢> abbilden.

Da AFM und STM letztlich mechanische Techniken sind, kann man gezielt Kraft auf eine Pro-
be austiben oder iiber den Grad der Biegung des Cantilevers Krifte messen. Die erste und im-
mer noch eine der spektakulirsten Anwendungen in dieser Richtung war das genaue Positionie-
ren von Xenon-Atomen in Form des IBM-Schriftzuges auf einer Nickel-Oberfliche (siche Ab-
bildung 2 rechts).> Indem unterschiedliche Molektle an einem Substrat respektive an einer
AFM-Spitze kovalent befestigt werden, kann man die Krifte messen, die die beiden Molekdle
zusammenhalten. Auf diese Weise wurde beispielsweise bestimmt, dass die Biotin-Streptavidin-

Wechselwitkung mit 1000 pN immerhin halb so stark ist wie die ionische NaCl-
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Wechselwirkung.'66 Die Krifte, die zwei komplementire DNA-Oligomere (entlang ihrer Achse)
zusammenhalten liegen etwa in der gleichen GréBenordnung.!¢?” Aber auch intramolekulare
Krifte kénnen mithilfe eines AFM gemessen werden, wenn man die zwei Enden eines Makro-
molekills an eine Basis bzw. an die AFM-Spitze kniipft. Zieht man nun das Molekil (beispiels-
weise ein Protein) auseinander, so kann man tiber die Anderung der Krifte beim Auseinander-
ziehen Aussagen tber seine Faltung treffen.”®

Mittlerweile kénnen nicht nur Krifte zwischen einzelnen Molekiilen (in der Literatur wird der
Begrift SMES fir single molecule force microscopy gebraucht), sondern auch Krifte zwischen ganzen
Zellen mit AFM gemessen werden (SCES fiir single cell force microscopy).'¢

Eine andere Anwendung fir AFM wurde in dem Labor von Chad Mirkin entwickelt, die soge-
nannte Dip Pen-Lithographie.!”” Hierbei handelt es sich um eine Technik, die dem Gebrauch
eines Fillfederhalters dhnelt und mit der man mit Molekulen auf einer Oberfliche schreiben
kann (siche Abbildung 34). Wie auch anderer Lithographie-Methoden ist diese Technik eines der

wenigen Beispiele fir die Erzeugung von Strukturen mit einem zgp-down-Ansatz.

AFM Tip

Writing direction

—_—

Molecular transport

Water meniscus

Abbildung 34: Dip Pen-Lithographie. Eine AFM-Spitze wird in eine Lésung mit Thiol-modifizierten

Molekiilen getaucht und mit der so préparierten Spitze kénnen auf einem Goldsubstrat beliebige Mus-

ter aufgebracht werden. Rechts: AFM-Aufnahme eines so geschriebenen Quadrates. 170
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2 Zielsetzung

Durch ein immer besseres Verstindnis molekularer Vorginge in der Biologie und Medizin, aber
auch in den Materialwissenschaften gibt es ecinen Bedarf, Strukturen in der Nanometer-
GroBenordnung gezielt zu erzeugen und zu manipulieren. Dies kann, wie in der Einfihrung
dargestellt, durch zwei grundsitzlich verschiedene Ansitze erfolgen, den Zgp down- oder den
bottom up-Ansatz. Aufgrund von technischen und physikalischen Problemen beim zop down-
Ansatz ist die Selbstorganisation von geeigneten Molekiilen die michtigste Methode zur Erzeu-
gung von Strukturen im Nanometerbereich. In Jahrmilliarden der Evolution hat die Natur Pro-
teine als vielféltigste Struktur- und Funktionsmolekiile perfektioniert. Fiir den Aufbau kinstli-
cher Strukturen und Funktionseinheiten eignen sich Proteine jedoch (noch) nicht, da eine Vor-
hersage der Struktur und Funktion von Polypeptiden und damit ein kiinstliches Design sehr
schwierig sind.

Ein anderes in der Biologie sehr wichtiges Makromolekil ist DNA, welche in der Natur jedoch
meist nur die Rolle eines Informationsspeichers hat. Die Struktur und andere physikalische und
chemische Eigenschaften von DNA sind im Gegensatz zu denen von Proteinen verhiltnismiGig
leicht vorhersagbar. Da zudem DNA immer billiger zu synthetisieren ist, hat sich DNA als viel-
faltiges Bau- und Funktionsmaterial in der Nanotechnologie etablieren kénnen (siche Kapitel
1.3). Durch den Einsatz von DNA ist es nun mdglich, Molekiile oder Nanopartikel subnanome-

tergenau anzuordnen und sogar gezielt zu bewegen. 1?7

Die Projekte dieser Arbeit lassen sich grob in zwei Felder unterteilen, zum einen sollten neuarti-
ge Strukturen auf der Basis von DNA-minicircles aufgebaut werden (Catenane, Rotaxane und
Réhren), zum anderen sollten alternative Interaktionsméglichkeiten zu Watson-Crick Basenpaa-
rungen entwickelt werden. Dabei sollten minicircles als Testsysteme dienen, um die gewiinschte
Interaktion (Polyamid-Stiitze, Polyamid-Anker, G-Quadruplex-Modul und lichtinduzierter Zu-
sammenbau) zu testen. All diese Projekte haben zum Ziel, Werkzeuge oder neue Strukturen zu

entwickeln, die den Einsatzbereich der DNA-Nanotechnologie weiter erweitern kbnnten.
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DNA-minicircles (Kapitel 3.1)

Ringe sind - nicht nur fur DNA - die einfachsten geometrischen Strukturen, doch sind sie bis-
lang kaum fir den Aufbau von DNA-Architekturen verwendet worden. In frithen Arbeiten zu
DNA-wminicircles wurden meist identische, kurze Segmente oligomerisiert und zyklisiert, mit dem
Nachteil, dass Ringe unterschiedlicher Gré3e entstehen (siehe Abschnitt 3.1.3). In dieser Arbeit
sollte dieser Nachteil durch den Einsatz von einzigartigen Segmenten und mit Hilfe von vorge-
krimmten A-#ract-Sequenzen ausgeglichen werden und Ringe mit diskreter Gré3e zusammenge-
setzt werden. Die hierfiir nétigen Designprinzipien und experimentellen Vorgehensweisen soll-

ten entwickelt und verfeinert werden (siche Kapitel 3.1).

Polyamid-Stiitze (Kapitel 3.2)

Ein Nachteil der DNA-Architekturen auf Basis von migrationsstabilen Kreuzungen ist, dass
solche Strukturen nur mithilfe von Oligonukleotiden aufgebaut werden kénnen, die exakt zu
diesem Zweck designt worden sind (Abschnitt 1.3.1). Eine Anordnung oder ein Aufbau von
Strukturen mit natiirlicherweise doppelstringig vorkommender DNA ist bislang kaum mdglich
gewesen. Desweitern haben Kreuzungen den Nachteil, dass sie im Vergleich zur steifen, doppel-
stringigen DNA sehr weich sind.

Hier sollten darum Méglichkeiten entwickelt und getestet werden, die auch den Aufbau von
Strukturen mit doppelstringiger DNA erlauben. Der erste von zwei Ansitzen sah vor, zwei
Dervan-Polyamide (Kapitel 3.2) durch einen langen, flexiblem Linker miteinander zu verbinden.
Das neu entstandene heterobifunktionale Molekiil habe ich bereits in meiner Diplomarbeit syn-
thetisiert und sollte Polyamid-Stiitze genannt werden.!'> Es sollte in der Lage sein, zwei ver-
schiedene DNA-Doppelstringe zu einem terniren Komplex zu verbinden. Damit kénnte die
Polyamid-Stiitze als sequenzspezifischer Kleber fur DNA-Nanoarchitekturen fungieren
(Abbildung 35). Als Testsystem sollten nun zwei DNA-minicircles, die jeweils eine Bindungsstelle

fir eine Seite der Polyamid-Stiitze mitbringen, synthetisiert und miteinander verbunden werden

DNA-A DNA-B

SEq"e"ZSDEziﬁs:her P
NA ~ G255

Abbildung 35: Konzept eines sequenzspezifischen Klebers fiir doppelstrdngige DNA auf der Basis
von Dervan-Polyamiden. Das heterobifunktionale Molekiil aus zwei durch einen Linker miteinander
verbundenen Polyamiden hélt zwei DNA-Strénge zusammen und vermittelt so einen terndren Kom-
plex.
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Der Nachweis des erfolgreichen Aufbaus der Komplexe sollte primir tiber AFM erfolgen. Auf-
grund von anfinglichen technischen Schwierigkeiten und aus Mangel an Erfahrung mit der Ras-
terkraftmikroskopie (Kapitel 3.3) sollten fiir dieses System auch alternative Nachweismethoden
etabliert werden, wie etwa FCS und FCCS (3.2.7), LILBID-Massenspektrometrie (3.4), Fluores-
zenzpolarisation (3.2.6) und Gelelektrophorese (3.2.5).

Polyamid-Anker (Kapitel 3.6)

Da sich im Laufe der Experimente mit den Polyamid-Stiitzen experimentelle und konzeptionelle
Probleme zeigten (Abschnitt 3.2.9), sollte das System verbessert werden, indem eines der Poly-
amide kovalent an einen DNA-Strang gekuppelt werden sollte. Dieser Hybrid sollte dann in
einen DNA-minicircle eingebaut werden, welcher die Bindungsstelle fiir das Polyamid trdgt. Das
Polyamid in dieser Struktur erinnert an einen Anker an einem Seil; daher sollte diese Art der
Ankniipfung ,,Polyamid-Anker” genannt werden. Ist die entsprechende Bindungsstelle weit
genug vom Ankniipfungspunkt des Ankers entfernt und der Linker kurz genug gewihlt, so soll-
te es zur Bildung von Homodimeren kommen. Diese Homodimere sollten stabiler als die terna-
ren Komplexe sein, da nun zwei Bindungen mit jeweils nur noch einer vordefinierten Sollbruch-

stelle den Komplex kooperativ zusammenhalten.

)._. + b) — c)

a)

Abbildung 36: Konzept des Polyamid-Anker-Zwillings. a) Ein Polyamid (griiner Pfeil) sollte kovalent
mit einem Oligonukleotid verkniipft werden, welches dann in einen minicircle mit Bindungsstelle fiir
das Polyamid eingebaut werden sollte (b). c) Dimerisierung des Polyamid-substituierten minicircles.

In weiterfiihrenden Experimenten sollte versucht werden, aus mit mehreren Polyamid-Ankern

versehenen minicircles Ketten oder zweidimensionale Gitter aufzubauen.

G-Quadruplex-Module (Kapitel 3.8)

G-Quadruplexe gehdren zu den vielfiltigsten Strukturmotiven aus DNA. Sie bestehen aus
Schichten von G-Quartetten, welche ein zentrales Metallion (meist Na* oder K+) komplexieren
und kommen in einer Vielzahl von Topologien vor. In Zusammenarbeit mit Dr. Diana Gongal-
ves und Dr. Martin Koeppel sollte die salzabhingige Bildung von G-Quadruplexen dazu genutzt
werden, zwei DNA-minicircles zu Dimeren zu verbinden. Dazu sollten die Ringe tber eine 3-
armige Kreuzung mit einzelstringigen, G-reichen Anhingen versehen werden. Das erste Design

sah eine haarnadelartige G-reiche Sequenz vor, das zweite Design erinnert an eine Stimmgabel.
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Diese G-Quadruplex-Module sollten in Zukunft zum salzabhingigen Zusammenbau von Archi-

tekturen oder zum Schalten einer molekularen Maschine Verwendung finden.

a) b)
;' ‘S' IIJ \.
A 666, s GGGG
®
999 95999

Abbildung 37 a) Der Haarnadel-minicircle und der der Stimmgabel-minicircle (b).

Gecagete Architekturen (Kapitel 3.9)

Mit photolabilen Schutzgruppen (cages) versehene Nukleinsduren sind das Markenzeichen des
Arbeitskreises Heckel. Allerdings sind cages bislang nicht in der DNA-Nanotechnologie einge-
setzt worden. Deren Einsatz wiirde jedoch Anwendungsméglichkeiten in praktisch allen Teildis-
ziplinen der DNA-Nanotechnologie, angefangen von DNA-Nanoarchitekturen tiber molekulare

Motoren bis hin zu logischen Schaltern, eréffnen.

E—
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Abbildung 38: Schema der lichtinduzierten Nanoarchitektur-Bildung. a) Ein mit gecagetem Appendix
versehener minicircle soll nach Bestrahlung mit UV-Licht dimerisieren (b). c) Ein selbstkomplementé-
res sticky end, als ein Beispiel der geplanten Interaktionen. Nach Entcagen sollte sich ein Homodimer
ausbilden (d).

Dabher sollten in Zusammenarbeit mit Dr. Martin Koeppel, Julie Thevarpadam und Dr. Diana
Gongalves gecagete Oligonukleotide in ein groferes Testsystem eingebaut werden. Wir ent-
schieden uns abermals fir die bewihrten minicircles, welche mit verschiedenen gecageten sticky
ends, aber auch mit gecageten G-reichen Appendixen versechen werden sollten. Alle Systeme
sollten vor der Bestrahlung keine Interaktionen untereinander eingehen und nach Bestrahlung

Dimere bilden.
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Architekturen auf Basis von minicircles oder A-tracts

Rotaxane sind eine Klasse von mechanisch zusammengehalten Molekiilen, bei denen sich ein
Makrozyklus frei auf der Achse eines hantelartigen Molekils bewegen kann, und nur durch die
Enden der Hantel (Stopper) auf der Achse gehalten wird. In einer Kollaboration sollten von Dr.
Damian Ackermann aus der Gruppe von Prof. Famulok synthetisierte Rotaxane (Abbildung 39
a) aus dsSDNA nachgewiesen werden (Kapitel 3.10). Als Nachweis fiir die strukturelle Integritit
und korrekte Topologie der Strukturen sollte AFM zum Einsatz kommen. Ein solches Rotaxan
aus DNA konnte in Zukunft als Teil einer molekularen Maschine dienen. Moglicherweise kann
der mittlere Ring auch zwischen zwei Zustdnden hin und her geschaltet werden und das Rotaxan

somit als Schalter oder Informationsspeicher genutzt werden.

: @ @ W
c) d)

b)

Abbildung 39: Strukturen auf Basis von minicircles: a) Rotaxan, b) Catenan, c) Réhre, d) Spirale
bzw. Superhelix

Mit minicircles als Bauelementen sollte des Weiteren versucht werden, ein Catenan herzustellen,
indem zwei nicht geschlossene Ringe durch Polyamid-Stiitzen oder Polyamid-Anker so ange-
ordnet werden, dass sie bei einem nachfolgenden Ringschluss cateniert vorliegen (Abbildung 39
b). Dafiir miissten die Bindungsstellen fiir die Polyamide anders als beim Verkleben zu Dimeren
im Inneren des Torus liegen. Der Ringschluss kénnte durch die Zugabe von einem oder zwei

Oligonukleotiden erfolgen (Kapitel 3.7).

Durch Ubereinanderstapeln von minicircles lieBen sich theoretisch Réhren aus DNA bauen
(Abbildung 39 c). Die Verbindung der Ebenen der Réhren kdnnte einerseits durch Polyamid-
Stiitzen oder -Anker gelingen, andererseits aber auch durch das bewihrte Uberkreuzen von
DNA-Stringen (siche Abschnitt 1.3.2). Beide Varianten sollten im Zuge dieser Arbeit ausgetes-
tet werden (Kapitel 3.5 bzw. 3.12). Dieses wire die erste R6hre aus DNA, in der die Helixachsen
quer zur Rohrenachse liegen. Méglicherweise haben solche Réhren eine héhere Kompressions-

stabilitit als publizierte lingsgestreifte Architekturen.

Die Krimmung der A-#racts ausniitzend sollte es weiterhin méglich sein, aus einem sehr langen
A-tract-haltigen DNA-Doppelstrang eine Art Superhelix aufzubauen (Abbildung 39 d). Dies
kénnte Giber einen langen, repetitiven Einzelstrang gelingen, den man enzymatisch durch ro/ing

circle amplification darstellen kénnte. Die Windungen der Superhelix kénnten tber Polyamid-
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Anker, Polyamid-Stiitzen oder tber ¢rossovers miteinander verbunden werden (Kapitel 3.11). Eine
solche Réhre koénnte sehr robust sein, da die Organisation des einzelstringigen Templates wie
bei DNA-Origami ein intramolekularer Prozess ist. Damit sollte die Bildung der Struktur Uber-

schisse von staple strands odet staple strands von minderer Qualitit tolerieren.
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3 Eigene Arbeiten

und Kooperationen

3.1 DNA-minicircles

In vielen der hier vorgestellten Projekte wurden DNA-minicircles verwendet. Ein Ring ist die
einfachste denkbare geometrische Form und kann auch zum Aufbau von Architekturen ver-
wendet werden. Dazu kénnten beispielsweise mehrere Ringe tGbereinander gestapelt werden,
wodurch eine Rohre entstiinde. Ein Vorteil der Ringe ist, dass sie relativ einfach zu synthetisie-
ren und aufzureinigen sind. Dartber hinaus sind Ringe auf AFM-Aufnahmen durch eine ein-
heitliche GréBe und Form, gerade bei einem schlechten Signal-Rausch-Verhiltnis oder einer
wenig scharfen Aufnahme, besser auszumachen als lineare Fragmente gleicher Linge und eignen
sich daher gut, um neuartigce DNA-Komplexe zu detektieren, deren Darstellung ein weiteres

Ziel dieser Arbeit wat.

3.1.1 A-tracts

Fir die Synthese von wminicircles werden Ublicherweise intrinsisch gekriimmte DNA-Sequenzen
verwendet. Die Sequenzen mit der stirksten bekannten intrinsischen Krimmung sind die .4-
tracts' | die aus 4-6 hintereinander folgenden Adenosinen bestehen, welche sich einmal pro
Helixwindung wiederholen.

Uber die molekularen Ursachen der Kriimmung und deren Richtung gab und gibt es wider-
spriichliche Ansichten. Das Keil-Modell (engl. wedge model), entwickelt von Trifonov et al,. war
das erste Modell zur Beschreibung nichtlinearer DNA.!72 Die Autoren entdeckten, dass in (ge-
kriimmter) Chromatin-DNA bestimmte Dinukleotide besonders hiufig in einem Abstand von
10.5 bp - der Gangweite der DNA-Doppelhelix - vorkommen. Daraus schlossen sie, dass jene
Dinukleotide gleichermalien als Keil in den ansonsten parallel verlaufenden Ebenen der Nuk-
leobasen fungieren, und sich deren periodische Wiederholung zu einer Kriimmung addiert. Das
Dinukleotid-Modell wird immer noch als Erklirungsversuch gelistet, obwohl schon in den 1980-
er Jahren starke Zweifel an diesem Modell aufkamen.!” Ein formal dhnliches Modell zur Vor-
hersage von gekriimmter DNA ist das Trinukleotid Modell.'’* Diesem Modell liegen zahlreiche

Kiristallstrukturen zugrunde, aus denen geometrische Parameter von Dreiergruppen von Nukle-
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otiden abgeleitet werden. Auf der Basis dieses Modells wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Mar-
tin Koeppel dreidimensionale Strukturen von zahlreichen gekriimmten Sequenzen errechnen,!”
doch versagt das Modell speziell bei der Vorhersage der fiir diese Arbeit wichtigen Krimmung
von A-tracts und wurde daher nicht weiter zur Planung von Sequenzen herangezogen.

Ein neueres Modell trigt den Namen #xg of war-Modell (Tauziehen) und postuliert eine sequenz-
spezifische Konkurrenz der groen und kleinen Furche der DNA um Kationen.!7¢ Mit diesem
Modell kénnen sowohl die Kriimmung von A- als auch von G-#racts erklirt werden. Wenn Ionen
nicht gleichmilBig verteilt in der minor und major groove votliegen, sondern sequenzbedingt ver-
mehrt in der minor groove (in A-tracts) oder in der major groove (in G-tracts), dann kommt es zu einer
elektrostatisch getriebenen Kontraktion der entsprechenden Furche. Dieses Modell erfihrt Un-
terstiitzung von Versuchen aus der Arbeitsgruppe von Eric Kool. Bei diesen Experimenten
wurden kiinstliche Nukleobasen eingesetzt, welche keine Salzbriicken ausbilden kénnen.!77.178
Die gelelektrophoretische Mobilitit dieser A-fract-Sequenzen war im Vergleich zu A-tracts mit
natiirlichen Nukleobasen erhoht, was auf eine geringere Krimmung schliefen lisst. Demzufol-
ge miissen in der Tat Lokalisationen von lonen an den Nukleobasen entscheidend zur Krim-
mung beitragen. Da Hybridisierungen fiir diese Arbeit meist in magnesiumhaltigen Puffern
durchgefthrt wurden, ist noch von Interesse, dass die Krimmung mit Magnesium deutlich stir-
ker ausfillt als mit einwertigen Kationen.'”

Aber nicht nur tiber die Ursachen, sondern auch tber die Richtung der Kriimmung der .A-fracts

gibt es unterschiedliche Berichte.

3.1.2 Die Richtung der intrinsischen Kriimmung von A-tracts

Fir alle Projekte dieser Arbeit mit A-fract-enthaltenden minicircles ist weniger die molekulare
Ursache der Kriimmung der .4-fracts als eher die Richtung der Kriimmung interessant, also wel-
che Stellen einer .4-#rac-Sequenz im Torus innen und welche auflen zu liegen kommen. Doch ist
die Literaturlage zu dieser Frage auch nicht eindeutig. Gelelektrophoretische Experimente und
Versuche mit DNA-bindenden Proteinen deuteten darauf hin, dass die A-#rac-Krimmung aus
einer Kompression der kleinen Furche an den A-T-Sequenzen herrithrt.!80 In einer Kristallstruk-
tur eines A-fractDodecamers ist die Richtung der Krimmung jedoch um etwa 90° gedreht ge-
funden worden.!8! Eine neuere hochaufgel6ste NMR-Struktur eines Dodecamers kommt wiede-
rum zum Ergebnis, dass die kleine Furche an den A-T-Sequenzen komprimiert ist (siche Abbil-
dung 40).182 Molekulare-Dynamik-Rechnungen, die die bestehenden Strukturen als Ausganszu-
stinde nehmen,'8> kommen zu dem Schluss, dass die Richtung der Krimmung aus der Kristall-
struktur!®! wohl eher Packungseffekten denn ihrem natiirlichen Auftreten in Losung geschuldet
ist. Auch das zug of war-Modell (s.0.) ldsst sich eher mit der NMR-Struktur und der Rechnung als
mit der Kristallstruktur in Einklang bringen. Damit spricht die Mehrheit gerade der neueren
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Arbeiten gegen die Richtigkeit der Kristallstruktur und daher wurden allen im Weiteren vorge-
stellten Designs das NMR-Modell von Lu'8? zugrunde gelegt. Die Ergebnisse dieser Arbeit ge-

ben keinen Hinweis darauf, dass diese Annahme falsch gewesen ist.

Abbildung 40: Die Kriimmung von A-tracts. a) Original-Abbildung aus der Publikation von Lu. 182 Das

dritte von sechs aufeinanderfolgenden Adenosinen ist rot eingefarbt. Die Kriimmung verlduft nach
2

3

links, der Blick des Betrachters ist genau senkrecht zur Ebene der Kriimmung. b) Model nach Lu18

mdglichst genau wie a) ausgerichtet. Die Adenosine sind rot, die Thymidine blau eingeférbt. Die Pola-
ritdt des A-reichen Strangs ist in 5-3*- Richtung markiert. Die Kriimmung der Helixachse ist in grau
libertrieben dargestellt.

3.1.3 Synthesestrategien fiir DNA-minicircles

Die kleinsten prinzipiell doppelstringigen minicircles ohne A-tracts waren nur 64 bp lang und
wurden mit einem zyklischen Verfahren, genannt I igase Assisted Minicircle Accumnlation (LAMA,
Ligase-assistierte minicircle-Akkumulation) erzeugt.!$* Allerdings zeigte sich bei so kleinen Rin-
gen, dass die DNA-Struktur durch die extreme Biegung mindestens in einigen Regionen nicht
mehr doppelstringig vorliegt.

Ublicherweise sind doppelstringige wminicircles gréBer und wurden bislang meist durch Ligation
kurzer (z.B. 21 bp langer), identischer, A-#ract haltiger Fragmente synthetisiert, welche mit sticky
ends verschen waren (siche Abbildung 41).18> Bei solchen statistischen Ansitzen ist die GréB3e
der entstehenden Ringe nicht steuerbar und vom Radius der intrinsischen Kriimmung, der Liga-
tionseffizienz und - wie in Abschnitt 3.1.9.3 diskutiert - vermutlich auch von kinetischen und
entropischen Effekten abhingig.

Fir eigene Arbeiten sollten jedoch Ringe von einheitlicher GréB3e zum Einsatz kommen. Des
Weiteren sollten diese neuartigen Ringe modifizierte Oligonukleotide oder einzelne Bindungs-
stellen fir Polyamide tragen. Daflir war es nétig, die .A-#racts zumindest in einigen Teilen der

minicircles durch andere Sequenzen zu ersetzen. Da diese Teile nicht mehr gekriimmt sind, aber
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die Gesamtheit der intrinsischen Krimmung beibehalten werden sollte, wurde fiir die zu synthe-
tisierenden mzinicircles eine iber dem optimalen Wert von Ulanovski (Abbildung 41) liegende

Linge gewihlt (168 bp, Diskussion siehe unten).

& .
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Abbildung 41: Zyklisierungsexperiment nach Ulanovski.”®® Ein A-tract-Fragment mit selbstkomple-
mentéren sticky ends wurde ligiert und die Ligationsprodukte in zweidimensionalen PAGE-Gelen
nach linearen und zirkuldren Ligationsprodukten aufgetrennt. Die Zirkularisations-Effizienz erreichte
um etwa 140 bp ein Maximum.

Um nur minicircles einer bestimmten GroBe und modifizierte Ringe zu erhalten, kénnen nicht
mehr gleiche Segmente mit selbstkomplementiren sticky ends verwendet werden. Stattdessen
wurden die gewiinschten Ringe so in Segmente unterteilt, dass die entstehenden s#icky ends ein-
zigartig sind und sich somit nur zu den gewlinschten minicircles oder linearen Polymeren zu-
sammenfinden koénnen (siche Abbildung 44). Die Synthese der fiir die muznicircles bendtigten
kiinstlichen Oligonukleotide hat sich seit den ersten Arbeiten zur Zyklisierung aus der Mitte der
80-er Jahre stark verbessert und verbilligt. Heute gibt es zahlreiche Firmen, die Oligonukleotide
kommerziell in hoher Qualitit anbieten. Dabei sind sogar Lingen von iber 60 Nukleotiden
moglich, einige Firmen bieten selbst 200-mere an. Dabei nehmen freilich der Aufwand fiir die
Synthese und Aufreinigung und damit der Preis zu, die Ausbeuten der Synthesen und oft auch
deren Qualitit jedoch erheblich ab (siche auch Abschnitt 3.1.9.4). Daher sind fir diese Arbeit
meistens Oligonukleotide bis zu Lingen von ca. 60 Nukleotiden designt worden, vereinzelt auch
84-mere und 128-mere. Riickblickend haben die Oligonukleotide tiber ca. 60 bp jedoch so viele
Probleme bereitet (vgl. etwa Abschnitt 3.12.3), dass in zukiinftigen Projekten so lange Fragmen-
te besser nicht mehr entworfen werden sollten. Unabhingig davon scheint die ,,Standardgréie”
der Ringe von 168 bp fiir viele Projekte nach jetzigem Kenntnisstand unnétig grof3, so dass fiir
zukiinftige Projekte moglicherweise zwei Segmente mit 63 bp (fiir 126 bp Ringe) ausreichen

konnten.
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Fur die minicircles dieser Arbeit sind aber nicht nur einzigartige Segmente vonnéten, es mussten
auch die Syntheseprotokolle neu entwickelt und im Laufe dieser Arbeit mehrfach variiert und
verbessert werden. Die Einzelheiten der Designs werden im jeweiligen Kapitel diskutiert, die

Synthesen jedoch erforderten immer die gleichen Schritte:

1) evtl. Kinasierung der zu ligierenden Oligonukleotide

2) Hybridisieren

3) evtl. Ligation

4) Abtrennen der zirkuliren von linearen Ligationsprodukten

5) Aufreinigung und Auftkonzentrieren det minicircles

Fir die unterschiedlichen Syntheseschritte sind mehrere Optionen entwickelt worden, die im

Folgenden diskutiert werden sollen.

3.14 Kinasierung

Standardmilig wird DNA synthetisiert, welche an den 3’- und den 5-Enden OH-Gruppen
tragen. Die am hiufigsten eingesetzte Ligase, die T4-Ligase hat zwar eine geringe Phosphorylie-
rungsaktivitit, braucht aber fiir die volle Effizienz 5-phosphorylierte Oligonukleotide als Sub-
strat. Die Kinasierung wurde bei den ersten Designs noch enzymatisch durchgefithrt. Dies hatte
den Vorteil, dass zur Kinasierung auch radioaktiv markiertes 32P y-ATP eingesetzt werden konn-
te und damit radioaktiv markierte Stringe erzeugt werden konnten. Radioaktive Gele haben im
Vergleich zu anderen Methoden eine extrem niedrige Nachweisgrenze und ein hervorragendes
Signal-Rausch-Verhiltnis. Sie haben aber den Nachteil, dass ein spezielles Radioaktivlabor zur
Verfigung stehen muss und radioaktives Arbeiten trotz aller VorsichtsmaB3nahmen immer mit
einem gewissen gesundheitlichen Risiko behaftet bleibt. Im Verlauf der Arbeit hat sich heraus-
gestellt, dass die extrem hohen Nachweisempfindlichkeiten radioaktiv markierter Gele nicht
erforderlich waren. Stattdessen wurden Gele mit SybrGreen® oder SybrGold® angefirbt (s.u.).
Eine Alternative zur enzymatischen Kinasierung stellen die chemisch phosphorylierten Oligo-
nukleotide dar, wie sie die meisten DNA-Synthese-Firmen im Angebot haben. Der Vorteil die-
ser DNA ist, dass die Ausbeute nach Ligation nicht zusitzlich von der Effizienz der Kinase
abhingt, hat aber den Nachteil, dass phosphorylierte Oligonukleotide etwa 25-40 Euro teurer
sind als unmodifizierte.

Kann bei dem speziellen Design auf eine Ligation verzichtet werden (siche 3.1.7), so sind natir-

lich auch keine phosphorylierten Oligonukleotide vonndten.
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3.1.5 Hybridisierung

In ersten Synthesen wurden die einzelnen Segmente noch getrennt voneinander hybridisiert. Es
war aber auch méglich, alle Stringe gemeinsam zu hybridisieren, zu kinasieren und anschlieend
ohne Pufferwechsel zu ligieren. Beziiglich des Temperaturgradienten wurde die hochste Ausbeu-
te an Ringen erhalten, wenn die Ringe langsam abgekiihlt wurden (in 8 Stunden von 95°C auf
10°C), doch auch ein sehr schnelles Abkithlen (1 Minute) lieferte noch eine deutlich bessere
Syntheseausbeute im Vergleich zur Ligation ohne vorheriges Autheizen (hier betrug die Ausbeu-
te nur 60-75 % der Ausbeute mit Heizen und langsamem Abkiihlen).

Wenn nicht anderes angegeben, wurden die Oligonukleotide in allen aufler dem ersten Design
(Abschnitt 3.2.3) in einem heizbaren Thermoschiittler in 0,5 fachen Hybridisierungspuffer (Ma-
terialien und Methoden) fiir 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Dann wurde die Heizung ausgestellt

wobei nach Abkiihlung auf Raumtemperatur in ca. 60 min gegebenenfalls die Ligation stattfand.

3.1.6 Ligation

Um das erste Syntheseprotokoll (siche Abschnitt 3.2.3) - das noch einen Isolationsschritt zwi-
schen Kinasierung und Ligation vorsah - zu vereinfachen, wurde zunichst die enzymatische
Kinasierung und Ligation hintereinander in demselben Puffer (Ligase-Puffer) durchgefiihrt.
Eine zusitzliche Zugabe von ATP (Adenosintriphosphat), welches sowohl von der Kinase als
auch von der Ligase verbraucht wird, ist nicht erforderlich, da im Ligationspuffer ein ausrei-
chender Uberschuss an ATP vorhanden ist. Mehr Einfluss schien aber die Frische des
Ligationspuffers zu haben. Daher wurden wiederholtes Auftauen und wieder Einfrieren durch
Aliquotieren des konzentrierten Puffers so weit wie méglich vermieden.

Anfangs wurde filschlicherweise die Ligationseffizienz als wichtigster limitierender Faktor fur
die Ringausbeute vermutet. Daher wurden Versuche unternommen, die Ausbeuten etwa durch
hoéhere Konzentrationen von Ligase zu verbessern, was jedoch praktisch keinen Unterschied
machte. Uberraschenderweise lieferte ein Ringsynthese-Versuch mit nicht phosphorylierten
Stringen immer noch etwa 1/6 der Ausbeute der Synthese mit phosphorylierten Stringen. An-
gesichts der Tatsache, dass fiir einen kompletten Ringschluss immerhin 6 Ligationen erforderlich
waren, muss die Ausbeute eines Ligationsschrittes immerhin noch bei etwa 74% der Ausbeute
bei Ligation mit phosphorylierten Oligonukleotiden verlaufen ((1/6)!/6). Des Weiteren war die
Ausbeute an minicircles nicht messbar geringer, wenn statt iber Nacht bei 4°C oder 16°C nur fiir
30 min bei Raumtemperatur ligiert wurde. Eine Inaktivierung der Ligase nach Abschluss der
Ligation bei 65°C, wie sie in vielen Protokollen zu finden ist, brachte beziiglich der Sauberkeit
oder Ausbeute der Ringe keine Verbesserung, daher wurde dieser Schritt meistens nicht durch-

gefiihrt.
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Bei neueren minicircle-Designs wurden selbst dann noch sehr hohe Ausbeuten an Ringen erzielt,
wenn komplett auf Ligation verzichtet wurde und die Oligonukleotide, evtl. an einem ein-
zelstringigen Templatring (s.u.), hybridisiert und dann direkt nativ aufgereinigt wurden. Das liegt
im Trend praktisch aller Verdffentlichungen von DNA-Nanoarchitekturen aus neuerer Zeit, bei
denen Ligationen ebenfalls nicht mehr durchgefithrt werden. Angesichts dieser Ergebnisse
kénnte aus Kosten-und Zeitgrinden in Zukunft evtl. wieder auf chemisch phosphorylierte
Oligonukleotide und auf die Ligation selbst verzichtet werden.

Sollte eine Ligation dennoch erfolgen, so wurde sie nach dem Hybridisierungsschritt ohne vor-
herigen Pufferwechsel durch die Zugabe einer geeigneten Menge konzentrierten

Ligationspuffers und Ligase durchgefiihrt.

3.1.7 DNA-minicircle-Synthese iiber einzelstrangige Ringe

Eine in letzter Zeit hiufig benutzte Methode war die Synthese und Isolation eines ss (single
stranded = einzelstringig) minicircles, der nachfolgend als Templat fiir die Hybridisierung mit den
tehlenden Stringen des ds (double stranded = doppelstringigen) minicircles diente. Die Synthese des
ss minicircles gelingt durch Splint-Ligation, also mithilfe eines kurzen Templates, der die Enden
des zu ligierenden DNA-Stranges zusammenfiihrt. Analog zu den Uberlegungen zu Polymerisa-
tion und Zyklisierung in Abschnitt 3.1.9.3 wurden die Splinte so designt, dass sich die Schmelz-
temperaturen des Splints mit den beiden Enden der einzelstringigen DNA deutlich unterschie-
den (siche Abbildung 42 a).

Splint 1. Ligation o
a) Exo

2b) denat. 168 nt

PAGE sSDNA

o minicircle

" sant
b) circ Ligase //
\ =

- Splinte

Abbildung 42: Schematische Synthese eines einzelstrdngigen DNA-minicircles. a) Weg tiber Splint-
Ligation." b) Direkte Zyklisierung mit Circ Ligase (Erlduterungen im Text). c) Bild eines denaturie-
rendes PAGE-Gels (vgl. auch Abbildung 45). 1) ss minicircle (mc) Synthese aus zwei 84 nt langen
Einzelstrdngen und zwei Splinten. 2) Kontrolle: Synthese eines ds minicircles. Die Mobilitdt des ss
minicircles liegt zwischen dem linearen Fragment und dem ds minicircle. Die Bahnen sind durch Salz-
reste in der Probe nicht gerade gelaufen; das Bild entstand beim UV-shadowing.

Splinte kénnen im Uberschuss eingesetzt werden.!86 und koénnen nach der Ligation durch ein

denaturierendes PAGE-Gel (s.u.) wieder entfernt werden. Prinzipiell sollte auch ein enzymati-
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scher Verdau durch Exo I-Nuklease méglich sein, doch fithrte diese Route nicht zum Erfolg.
Auch nicht erfolgreich verlief ein Versuch, die einzelstringige DNA direkt, also ohne Splint mit
einer speziellen Cire Ligase zu ligieren, da keinerlei zirkuldres Produkt isoliert werden konnte.

Da bei der Aufreinigung von FEinzel- oder auch Doppelstringen mit Anionenaustausch-
Chromatographie gute Erfahrungen gemacht wurden (siche Abschnitt 3.1.8.5) ist der Gedanke
verlockend, auch die einzelstringen Ringe chromatographisch zu trennen. Zwar kénnen auch
denaturierende Bedingungen eingestellt werden und somit die Splinte abgetrennt werden, doch
gelingt anders als durch PAGE die Trennung von linearen und zyklischen Produkten gleicher
Linge nicht, da die Anzahl der Ladungen der beiden Produkte fast identisch ist.

Der Umweg iber die Synthese einzelstringiger Ringe ist somit zwar ein Mehraufwand, doch
bietet diese Syntheseroute auch mehrere Vorteile. Ein Vorteil ist, dass bei Zugabe der fehlenden
Stringe und evtl. Ligation keine gréBeren linearen Produkte oder Polymere entstehen kénnen.
Das einzige groBlere Produkt sind die gewlnschten doppelstringigen Ringe. Daher waren die
Ausbeuten an doppelstringigen Ringen (gerade bei frithen Designs mit nicht optimaler Sequenz)
in der Regel hoher als beim gleichzeitigen Hybridisieren aller beteiligter Einzelstringe. Das Hyb-
ridisierungsprodukt bzw. Ligationsprodukt der Synthese mit einzelstringigen Ringen kann nun
direkt iiber ein natives Gel oder Anionenaustausch-Chromatographie von in leichtem Uber-
schuss eingesetzten Oligonukleotiden abgetrennt werden. Diese Methode ist besonders dann
wertvoll, wenn bestimmte Bestandteile eines ds minicircles nur in sehr geringen Mengen vorliegen
(wie etwa die Polyamid-modifizierten Oligonukleotide, siche Abschnitt 3.6.3), denn die Ausbeu-
ten dieser Synthesen scheint nach Auswertung von Gelen und HPLC-Chromatogrammen in
Bezug auf die einzelstringigen Ringe annidhernd quantitativ zu verlaufen und nur von Verlusten

bei der Aufarbeitung limitiert zu sein.

3.1.8 Aufreinigung der minicircles

Im Laufe dieser Arbeit wurde eine grofle Vielfalt von Methoden zur Aufreinigung von DNA
und DNA-minicircles getestet und angewandt. In diesem Kapitel sollen die wichtigsten dieser
Methoden mit ihren Vor- und Nachteilen in Bezug auf die minzcircle-Synthesen vorgestellt wer-

den.

3.1.8.1 Zweidimensionale native Gelelektrophorese

An mehreren Stellen wurden bereits die PAGE (Polyacrylamid Gelelektrophorese) angespro-
chen. Daneben wurden auch Agarose Gele fiir gréBere Architekturen oder Komplexe aus meh-
reren minicircles eingesetzt. Polyacrylamid-Gele (inkonsequenter Weise auch PAGE-Gele ge-

nannt) gibt es als native Gele oder als denatutierende Gele.
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In den ersten Arbeiten zu minicircles nutzen Ulanovski et al.1%5 zweidimensionale PAGE mit
Chloroquin in der zweiten Dimension (siche Kapitel 3.2.3). Dieses Verfahren erlaubte es den
Autoren, die Zirkularisierungseffizienz abhingig von der Linge des Ligationsproduktes zu be-
stimmen.

Die erste Dimension ist ein natives Gel, bei dem die Ligationsprodukte der Linge nach aufge-
trennt werden (siche Abbildung 43 A). Nun kénnen ecinzelne Banden oder eine ganze Bahn
ausgeschnitten werden und die Gelstiicke fiir die zweite Dimension in ein weiteres Gel einge-
gossen werden. Dieses Gel enthilt zusitzlich den Interkalator Chloroquin, welcher sich in die
DNA-Basenstapel einlagert und die Kriimmung der DNA weitet. Zirkularisierte DNA kann
nicht geweitet werden und behilt dadurch eine erniedrigte elektrophoretische Mobilitit. Nicht
kovalent geschlossene Ligationsprodukte der gleichen Linge (siche Abbildung 43 B und C) wer-

den jedoch geweitet und laufen schneller.
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Abbildung 43 (aus Lit."™): Auftrennung mit zweidimensionaler PAGE. A) Erste Dimension (native
PAGE). Spur 1: nur ein Segment; Spur 2: Ligationsprodukt zweier Segmente; Spur 3: Ligationspro-
dukt aller 3 Segmente. B) Spur 3 wurde ausgeschnitten und in einer zweiten PAGE mit Chloroquin
getrennt. Dadurch teilt sich die Bande 4 in die zirkuldre O-Form und die topologisch lineare C-Form
auf. C) Zweite Dimension einer Ligation, welche mit BAL-31-Exonuklease behandelt wurde (links),
rechts der Vergleich ohne Exonuklease-Behandlung.

Diese sehr zeitaufwindige Prozedur wurde zunichst tbernommen, da es ein etabliertes Verfah-
ren war und da damit auch minicircles mit Einzelstrang-Dominen aufgereinigt werden konnten.!87
Der Umweg wurde auch in Kauf genommen, da vermutet wurde, dass die Ligation der von Dr.

Rasched verwendeten Interkalator-modifizierten DNA vielleicht nicht méglich sei. Riickblickend
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wire eine direkte Hybridisierung und Ligation aller beteiligter Oligonukleotide wahrscheinlich
doch moéglich gewesen, da die Ligation auch durch den Polyamid-Anker nicht gestért wurde
(siehe Kapitel 3.6). In den ersten eigenen Synthesen wurden auch die minicircles fir die Komple-
xierung mit der Polyamid-Stiitze (Design siche Abschnitt 3.2.3) mit zweidimensionalen Gelen
aufgereinigt, jedoch erwies sich ein enzymatischer Verdau oder denaturierende PAGE (siehe
Abbildung 45) als der schnellere Weg.

3.1.8.2 Exonuklease-Verdau (BAL-31)

Fir den enzymatischen Verdau wurde die Exonuklease BAI-37 eingesetzt, welche auch eine
gewisse Endonuklease-Aktivitit an Einzelstringen und nicks (fehlende Verkniipfung der 3-OH
Gruppe und des 5-Phospates) zeigt, sonst aber als reine Exonuklease fungiert. Infolgedessen
verdaut BAI-37 alle Ligationsprodukte, die nicht doppelstringig zirkularisiert sind (siche Abbil-
dung 44).

Der Exonuklease-Verdau ist bei linearen Produkten sehr schnell und griindlich, bekannterma-
Ben ist die Endonuklease-Aktivitit an nicks deutlich schwicher ausgeprigt. Zu schen ist dies
etwa in Abbildung 45 b auf der mittleren Bahn, auf der Exonuklease-aufgereinigte und mit
einem PCR (polymerase chain reaction, Polymerase-Ketten-Reaktion)-Isolationskit isolierte Ringe
aufgetragen wurden. Unter der hellen Bande, die dem ds minicircle entspricht, gibt es eine Bande
tir den ss minicircle und das lineare (168 bp lange) Fragment. Auch in Abbildung 43 c ist eine
schwache Bande des gedffneten Ligationsproduktes zu sehen. Der Anteil an nicht komplett
kovalent geschlossenen minicircles kann bei groleren Ansitzen als der radioaktiv markierten Syn-
these deutlich hoher sein, jedoch wirken sich nicks in AFM-Aufnahmen nicht stérend aus. Daher
ist eine Abtrennung von minicircles mit nicks fir die meisten Anwendungen nicht erfordetlich.
Sollte dies dennoch erwiinscht sein, kann (wie in Abbildung 45) eine denaturierende PAGE

durchgefihrt werden.
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Abbildung 44: Schematische Darstellung einer minicircle-Synthese durch Ligation von einzelnen
Segmenten und nachfolgendem Exonuklease-Verdau nicht zirkularer Ligationsprodukte.
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Zwischen Ligation und dem Exonuklease-Verdau muss der Puffer gewechselt werden, da die
Exonuklease in Ligase-Puffer kaum aktiv ist. Dazu wurde entweder eine Ethanolfillung oder
eine Aufreinigung mittels eines PCR-Isolationskits durchgefiihrt. Letztere Aufreinigung ist zwar
nicht so kostengiinstig wie eine Ethanolfillung, lieferte aber manchmal bessere Ausbeuten und
dauert nur wenige Minuten. Eine Verlingerung des Exonuklease-Verdaus tiber 60 Minuten hin-
aus war nicht nétig, schadete der Ausbeute jedoch auch nicht merklich. Eine Beeintrichtigung

der Aktivitit durch Polyamid-Anker-substituierte Oligonukleotide (s.u.) war nicht festzustellen.

3.1.8.3 Denaturierende PAGE

Denaturierende PAGE wird dann eingesetzt, wenn alle nicht kovalenten Wechselwirkungen, also
auch Sekundirstrukturen gebrochen werden sollen. Dafiir wird dem Gel Harnstoff zugesetzt,
der die Wasserstoffbricken der Watson-Crick-Basenpaarungen stért und zusitzlich. werden im
Vergleich zu nativer PAGE hoéhere elektrische Leistungen angesetzt, die das Gel aufheizen. Bei
dem eingesetzten vertikalen Gelsystem (Biorad Protean II) kam es leider aufgrund von Tempe-
raturgradient-induzierten Spannungen in den Deckglisern zum Bruch mehrerer Gliser. Um
Temperaturgradienten zu minimieren wurde die Gelkammer daher in einem Warmeschrank bei
etwa 45-50°C mit einer Leistung von max. 15 W laufen gelassen und die elektrischen Kabel nach
draufien geleitet.

In minicircle-Synthesen bietet sich denaturierende PAGE als Alternative zu zweidimensionalen
nativen Gelen oder einem Exonuklease-Verdau an und war die einzig erfolgreiche Methode um
einzelstringige minicircles (siehe Abschnitt 3.1.7) zu isolieren.

Um die Banden sowohl von denaturierenden als auch nativen Gelen sichtbar zu machen, wur-
den die Gele nach beendeter Elektrophotese mit SybrGreen® oder SybrGold® gefirbt.
Anfangs wurden die Gele mit einer kommerziell erhiltlichen Fertiglosung gegossen (Applichem)
doch waren diese Gele kaum UV-durchlissig und dadurch war die Nachweisempfindlichkeit und
das Signal-Rausch-Verhiltnis der Bilder extrem schlecht. Trotz intensiver Bemiihungen, dem
Fehler auf den Grund zu gehen konnte der Hersteller die Probleme nicht beheben und es wur-
den stattdessen PAGE-Gele selbst aus den Einzelkomponenten frisch angesetzt.

Bei der Ablichtung mit einem neu angeschafften Geldokumentationsgerit waren anfinglich mit
dem bloBen Auge die fluoreszierenden Banden besser zu sehen als auf den Bildern, die die Ka-
mera lieferte (Abbildung 45 a). Durch den Austausch des mitgelieferten ,,Universal®-
Vorsatzfilters fiir das Kameraobjektiv durch einen auf die Emissionswellenlinge der Sybr-
Farbstoffe beschrinkten Filter konnte dieses Problem gel6st werden und das Hintergrundleuch-
ten der Gele wurde um ein Vielfaches reduziert (Abbildung 45 b). Fluoreszierende Flecken, wie
jene auf Abbildung 45 ¢ stammen von Fingerabdriicken von den bei der Manipulation der Gele
verwendeten Nitril-Handschuhen. Dieses Flecken konnten dadurch vermieden werden, dass

tiber die Nitril-Handschuhe Latex-Handschuhe gezogen wurden.
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Abbildung 45 a) PAGE-Gele (SybrGold-geférbt), aufgenommen mit ,,Universalfilter”. b) Dasselbe Gel
aufgenommen unter denselben Bedingungen aber mit ,Sybr” Objektivfilter. c) Fluoreszierende Fin-
gerabdriicke von Nitrilhandschuhen auf dem Gel. d) UV-shadowing (siehe Text) im Vergleich zu einer
Fluoreszenz-Aufnahme(e).

Auf den Gelen a), b) und d) sind jeweils denaturierende PAGE-Gele von einzelstrdngigen und
doppelstrdngigen Ringsynthesen zu sehen. b) zunehmende Mengen von einem 70-mer (rechts). Vom
Kontroll-minicircle (mc) (Mitte) wurden 0,3 pmol aufgetragen.

Fir priparative Gele, in denen gréfere Mengen DNA aufgetragen wurden, hat sich das soge-
nannte Ul ~shadowing (shadow = Schatten) bewihrt. Hierzu wird das Gel auf eine fluoreszierende
Unterlage (z.B. eine Diinnschichtchromatographie-Platte) gelegt und mit einer UV-Handlampe
bestrahlt. Die DNA der Gelbanden absorbiert die UV-Strahlung, daher sind unter den Banden
Schatten (Abbildung 45 d) zu sehen, die dann markiert und ausgeschnitten werden kénnen.
Abbildung 45 e zeigt einen Ausschnitt desselben Gels, welches nach Ul -shadowing fluoreszenz-
getirbt wurde. Die Helligkeit der Fluoreszenz ist dabei in der Mitte der Bande niedriger als an
den Riandern und ober- und unterhalb der Bande. Dieser Effekt kommt daher, dass durch die
extrem hohe Dichte von DNA und Fluorophor die Fluoreszenz in diesem Bereich intern ge-
quencht wird. Daher kann aus der Intensitdt der Fluoreszenz nur bei niedrigen DNA-Mengen -
also bei analytischen Gelen - auf die Menge der in der Bande enthaltenen DNA geschlossen

werden.

3.1.8.4 Elutionsmethoden aus Gelen

Native oder denaturierende PAGE-sowie Agarose-Gelelektrophorese kbnnen nicht nur zu ana-
lytischen Zwecken durchgefiihrt werden; es gibt viele Moglichkeiten, die entsprechenden Ban-
den zu eluieren. Die klassische Variante sieht das Anfiarben der Gele mit Fluoreszenzfarbstoffen
und das Ausschneiden der gewiinschten Banden vor, gefolgt von einem mechanischen Zerklei-

nern der Gelstiicke zum Zweck der Oberflichenvergréerung und Diffusion unter Schitteln in
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einen Elutionspuffer. Die festen Bestandteile werden durch Filtration durch Glaswolle entfernt
und die DNA mittels Ethanolfillung autkonzentriert. Dieses Verfahren hat sich nicht bewidhrt,
da auf AFM-Bildern der so gewonnenen minicircles viele DNA-Bruchstiicke (Abbildung 60 links)
und auch gréBere Bruchstiicke des Gels zu sehen waren. Auch eine Mikrozentrifugation konnte
die vermutlichen Gelbruchstiicke nicht effektiv entfernen.

Alternativ hat sich bewihrt, die ausgeschnittenen Gelbanden entweder per Elektroelution zu
eluieren, oder die nur wenig zerkleinerten Gelstiicke {iber Nacht und ohne Agitation bei Raum-
temperatur zu eluieren. AnschlieBend wurde die DNA entweder tiber Ethanolfillung, tber
Membran-Mikrozentrifugation (Amicon®-Siulen von Millipore) oder tiber PCR-Extraktionskits
isoliert (siche Abschnitt 3.1.8.6).

Eine Elution aus Agarosegelen sollte laut Gebrauchsanweisung auch durch Auflésen der Agaro-
se und Aufreinigung mittels PCR Isolationskits gelingen. In der Praxis jedoch war die Ausbeute
bei dieser Methode schlecht und AFM-Aufnahmen zeigten viele Ringe nicht mehr intakt. Eben-
so wenig praktikabel erwies sich eine Isolation von DNA-minicircles mit ,freeze’n squeeze®
Mikrozentrifugationssidulen (BioRad). Bei dieser Methode waren viele gro3e Fremdkorper, ver-
mutlich Gelreste, auf den AFM-Aufnahmen zu sehen.

Eine besonders schonende Methode fiir die Elution von Banden aus Gelstiicken ist die Elektro-
elution. Hierfiir wird an das in Puffer gelegte Gelstiick in eine spezielle Apparatur eine elektri-
sche Spannung angelegt. Dadurch wird die DNA wie bei der Elektrophorese in Richtung der
Anode beschleunigt. In Wanderungsrichtung passiert die DNA erst eine semipermeable Memb-
ran, dann wird sie an einer anderen Membran zuriickgehalten. Aus dieser Elutionskammer kann
die DNA oder die DNA-Architektur entnommen werden und aufkonzentriert werden (Ab-
schnitt 3.1.8.6.). Diese Methode wurde als sauberere und schonendere Alternative zu der Diffu-
sion unter Schiitteln durchgefiihrt, ist aber teurer und aufwindiger als die rein Diffusionsgetrie-

bene Elution.

3.1.8.5 Anionenaustausch-Chromatographie als Alternative zu Gelelektrophorese

Fir bestimmte Anwendungen konnte eine schwache Anionenaustausch-Chromatographie als
Alternative zu Gelelektrophorese etabliert werden. Bei dieser Methode wird der aufzutrennende
anionische Analyt, in diesem Fall DNA, auf eine Amino-modifizierte HPLC-Siule (z.B.
DNAPac PA 200 der Firma Dionex) gegeben und mit einem steigenden Salzgradienten (z.B.
NaCl oder NaClOy) eluiert. Die steigende Ionenkonzentration des Elutionspuffers tritt in Kon-
kurrenz mit der DNA, 16st ihre ionischen Wechselwirkungen mit dem Trigermaterial und infol-

gedessen wird die DNA der Linge nach eluiert.
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Abbildung 46: Anionenaustausch-HPLC-Chromatogramme. a) Handels(libliche DNA-Leiter fiir Gel-
elektrophorese. b) Ein doppelstréngiger minicircle (ca. 500 fmol). c) Chromatogramm eines G-reichen
Stimmgabel-minicircles. Dieser bildet Natriumionen-induzierte Dimere (Kapitel 3.8).

Theoretisch ist durch den Zusatz von denaturierenden Reagenzien wie Harnstoff oder Forma-
mid zum Laufpuffer oder durch hohe Temperaturen auch denaturierende Chromatographie
moglich. Fur die Aufreinigung von ss minicireles (Abschnitt 3.1.7) eignet sich jedoch weder native
noch denaturierende Anionenaustausch-Chromatographie, da lineare und zirkuldre Stringe we-
gen der fast gleichen Anzahl von Ladungen die gleiche Retentionszeit aufweisen. Hervorragend
gelingt es jedoch, ds minicircles aufzureinigen und sie von Proteinen und kurzen Fragmenten zu
trennen.

Bei unverzweigten minicircles jedoch ist ein Exonuklease-Verdau und eine Aufreinigung mit PCR-
Extraktions-Kits die schnellere Alternative (Abschnitt 3.1.8.6). Bei verzweigten minicircles kann
die Synthese an einem ss minicircle-Templat erfolgen (siche Abschnitt 3.1.7), was zu weniger Ne-
benprodukten und besseren Ausbeuten fiihrt. In neuesten Experimenten gelang sogar eine hohe
Ausbeute an korrekt zusammengesetzten minicircles selbst wenn komplett auf Ligation oder den
Einsatz von ss minicircles verzichtet wurde. Dass dies anders als bei frithen Designs nun mdéglich
ist, liegt vermutlich an Verbesserungen im Sequenzdesign und einer ginstigen Wahl der
»ochnittstellen® im Ring also der s#cky ends. (Abschnitt 3.1.9).

Als problematisch gestaltete sich jedoch die Aufreinigung von sehr langen Einzelstringen, wenn
teilweise selbstkomplementire Sequenzen enthalten waren oder die Aufreinigung von Segmen-
ten mit langen s#icky ends. Hier kam es vermutlich zu Sekundirstruktur-Bildungen die zu zusitzli-

chen Peaks, Verbreiterung von Peaks oder verzogerten Retentionszeiten fithrte.
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3.1.8.6 Aufkonzentration von verdiinnten Lésungen

Nach den meisten Methoden zur Aufreinigung wie zum Beispiel der Elution aus Gelen oder der
Anionenaustausch-Chromatographie oder nach enzymatischen Reaktionen sind die gewiinsch-
ten Produkte meist in groflen Puffermengen oder in fiir nachfolgende Schritte ungeeigneten
Puffern gel6st. Auch zum Aufkonzentrieren und Umpuffern gibt es verschiedene Wege.

Die klassische Ethanolfillung hat den Vorteil, dass etwa vorhandene Fluoreszenzfarbstoffe aus
den Gelen wie etwa der Interkalator Ethidiumbromid oder organische Verbindungen aus einer
Kupplungsreaktion meist mit dem Ethanol entfernt werden kénnen. Durch die Wahl des vor der
Ethanolfillung zugegebenen Salzes (z.B. Ammoniumacetat, Natriumacetat oder auch Natrium-
chlorid) kann man die Gegenionen fiir die DNA nach der Umfillung festlegen.

Soll — beispielsweise fir die Auftragung auf ein Gel — das Volumen einer DNA enthaltenen
Losung verringert werden, so kann eine Butanol-Extraktion durchgefiihrt werden. Damit lassen
sich Volumina auf einen Bruchteil der Anfangsmenge verringern. Allerdings werden dabei auch
Puffersalze und hydrophile Bestandteile aufkonzentriert.

Die schnellste Methode zum reinen Umpuffern bieten GroBenausschlusschromatographie-
Sdulen (bspw. G25-Sdulen der Fa. GE Healthcare). Mit diesen Sdulen kénnen (nicht zu kurze)
DNA-Fragmente, beispielsweise vor einer HPLC-Trennung, von Uberschiissen an Kupplungs-
reagenzien oder unerwiinschten organischen Loésemitteln befreit werden.

Eine erst in der Schlussphase der Doktorarbeit genutzte Methode ist die Zentrifugation durch
Mikrozentrifugationssiulchen mit GréBenausschluss-Membranen. Diese Siulchen sind mit
Membranen fiir Molekiilgréen ab 3 kDa bis 100 kDa unter dem Namen Amicon (friher
Centricon) bei der Firma Millipore erhiltlich. Diese Methode wurde oft zum Aufkonzentrieren
nach einer Elution oder HPLC-Aufreinigung genutzt, ist aber auch dazu geeignet, Mischungen
von Molekiilen mit sich stark unterscheidenden Molekilgréf3en zu trennen.

Die schnellste Methode, bei der ebenfalls organische Reste, Proteine und sehr kurze DNA-
Fragmente entfernt werden kénnen, bieten die PCR-Extraktionskits. Diese haben allerdings den
Nachteil, dass DNA nur bis zu einer Linge von ca. 10 kbp eluiert werden kann und eignen sich
daher z.B. nicht fiur Roling Circle Amplification-Produkte (Kapitel 3.11).

Wihrend alle dieser Methoden fiir komplett doppelstringige Ringe geeignet schienen, empfiehlt
sich fur verzweigte minicircles (z.B. G-Quadruplex-Module, Kapitel 127) oder die relativ labilen
Rotaxane (Kapitel 3.10) nur die Membran-Mikrozentrifugation, da die DNA-Gebilde dabei stets
unter nativen Bedingungen in Ldsung bleibt und dadurch die strukturelle Integritit, anders als

etwa bei der Ethanolfillung, erhalten bleibt.
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3.1.9 Sequenzdesign von DNA-minicircles

Die Synthese aller artifiziellen Strukturen aus DNA steht und fallt mit einer geeigneten Wahl der
Sequenzen der beteiligten Oligonukleotide. Mit dem Design von DNA-Sequenzen fiir Nanoat-
chitekturen haben sich bereits mehrere Fachartikel beschiftigt,'s$ es gibt sogar bereits Compu-
ter-Programme, mit deren Hilfe die Sequenzen optimiert werden kénnen wie z.B. SEQUIN!#
NUPACK!™ (www.nupack.org) oder NANEV"L Speziell fir DNA-Origami mit dem M13-
Strang kann eine Software benutzt werden, mit welcher sich mithilfe von beliebigen Bilddateien
Sequenzen fiir staple strands entwerfen lassen.1%2
Doch erschienen die speziellen Anforderungen fiir diese Projekte (A-fracts, Bindungsstellen fiir
Polyamide) damit nicht ohne weiteres umsetzbar zu sein. Daher wurden alle Sequenzen dieser
Arbeit manuell entworfen und mithilfe von internetbasierten Werkzeugen zur Vorhersage der
thermodynamischen Werte (besonders der Schmelztemperatur) und der Vorhersage von mdgli-
chen Sekundirstrukturen von Sequenzen verbessert. Bewihrt hat sich dabei besonders das An-
gebot der Firma Integrated DNA Technologies, der ,,JDTOligoAnalyzer 3.1°,19 welcher ver-
schiedene Modelle (u.a. Mfold)!* bei den Vorhersagen der Struktur und thermodynamischen
Werten berticksichtigt.
Ohne Anspruch auf Vollstindigkeit zu erheben, scheinen die Kriterien

1) Einzigartigkeit der Sequenzen

2) Vermeidung von Sekundirstrukturen

3) Geeignete Wahl von szicky ends fir einen effizienten Ringschluss

4) Sauberkeit der Oligonukleotide
fir ein funktionierendes minicircle-Design relevant zu sein. Diese Kiriterien sollen im Folgenden

einzeln diskutiert werden.

3.1.9.1 Einzigartigkeit von Sequenzen

Die Einzigartigkeit von Sequenzen dient dazu, dass sie nur an der vorhergesechenen Stelle mit
dem dafiir vorgesehen Gegenstrang hybridisieren kann. Hybridisiert ein Strang an ein falsches
Oligonukleotid oder an eine andere Stelle, so senkt das folglich die Ausbeute fiir die gewtinschte
Struktur. Das Kriterium der Einzigartigkeit kann beim Design von minicircles nur bedingt ange-
wendet werden, da die .A-#racts dem Muster
(As-NNNNN-A--NNNNN),

(mit N fir eine beliebige Base) folgen und durch die Selbstdhnlichkeit automatisch eine héhere
Wahrscheinlichkeit haben, mit einen falschen Strang zu hybridisieren als randomisierte Sequen-
zen. Faktisch bleibt der Gestaltungsspielraum daher auf die 5 bp langen Fillsequenzen zwischen
den A-tracts beschrinkt. Anders als in frithen Designs (z.B. in den Designs aus Kapiteln 3.2.3,
3.5 oder 3.7.1) sollten Zwischensequenzen nur noch einmal pro wminicircle eingesetzt werden. Die

urspringliche Annahme, dass Zwischensequenzen auch mehrmals eingesetzt werden kénnen,

62



solange sie einmal nach einer As das andere Mal nach einer A¢-Sequenz zu liegen kommen, wur-
de aus einem zu starren Modell von DNA abgeleitet. Tatsichlich ist (gerade einzelstringige)
DNA nicht so starr wie zwel Papierstreifen, der verschoben werden kann, bis eine maximale
Anzahl von Basenpaarungen gebildet wird. Stattdessen kénnen auch bulges und andere Sekun-
dirstrukturen (siche Abbildung 9) entstehen, die ebenfalls eine hohe Stabilitit aufweisen kénnen
(Abschnitt 3.1.9.2).
Der mégliche Sequenzraum fiir Zwischensequenzen wurde fiir alle Projekte, in denen eine Bin-
dungsstelle fiir Polyamide eingebaut wurde (siche Abschnitte 3.2, 3.5, 3.7 und 3.6), zusitzlich
eingeschrinkt. Hier war darauf zu achten, dass durch die Fiillsequenzen nicht versehentlich eine
weitere ungewollte Bindungsstelle fiir die beteiligten Polyamide entstand. Besonders schwierig
gestaltete sich das Design bei der heterobifunktionalen Polyamid-Stiitze, da die Bindestelle (oder
auch nur eine einzelne Fehlpaarung) fiir das Polyamid-B

5-WWGGWWW
gerade an den Ubergingen zu den A-reichen Sequenzen leicht entstehet. Vom Gesichtspunkt
des Sequenzdesigns und auch weil Polyamid-B (PA-B) schwicher zu binden scheint als Poly-
amid-A (PA-A) (vgl. Abschnitte 3.2.4 und 3.4.2) ist PA-B gegeniiber PA-A unterlegen. Daher
wurde fiir den Polyamid-Anker (siche Kapitel 3.6) das PA-A gewihlt.
Die Einzigartigkeit von Sequenzen wurde mit dem Programm IDTOligoAnalyzer sowohl fiir

Homo- als auch fiir alle méglichen Heterodimer-Bildungen untersucht.

3.1.9.2 Sekundirstrukturen

Filschlicherweise wurde beim Sequenzdesign anfangs angenommen, dass Sekundirstrukturen
wie Haarnadeln keine entscheidende Rolle spielen, da sie energetisch gegeniiber einem Duplex
mit komplett komplementirer Sequenz (wie er bei der minicircle Synthese ja zugegen ist) benach-
teiligt sind. Dies ist zwar der Fall, doch ist auch die Schmelztemperatur (Twm) von Strukturen und
nicht allein deren freie Gibbs-Energie (AG) fiir deren Stabilitit verantwortlich. Und entgegen
der anfinglichen Intuition kann aus einem hohen AG-Wert auch nicht automatisch auf eine

hohe Schmelztemperatur des Komplexes geschlossen werden. Dies machen die Beispiele aus
Abbildung 47 deutlich.

CGCGCAAAAAGCGCG CGCGCA pA cGCcGC
TI700 TIg00 REBA A TI118
[REER [REER HHHHH (AR E]
GCGCGTTTTTCGCGT GCGCGA A GCGCG
AG= -38,3 kcal/mol -7,5 kcal/mol -13,5 kcal/mol
T.= 65,7 °C 86,9 °C 23°C

Abbildung 47: Vergleich zwischen einem intermolekularen Duplex (links) und einer von zwei hiermit
konkurrierenden inframolekularen Haarnadel-Strukturen. Rechts ein Duplex mit denselben
Basenpaarungen wie die Haarnadel. AG und Tm wurden mit dem IDTOligoAnalyzer berechnet.’
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Von allen drei Strukturen hat die Haarnadel (Abbildung 47 Mitte) die geringste freie Energie
aber mit Abstand den héchsten Schmelzpunkt. Besonders fillt dabei auf, dass die Haarnadel
und der rechte Duplex zwar dieselben 5 Watson-Crick-Basenpaarungen ausbilden aber die
Schmelzpunkte mehr als 60°C auseinander liegen. Der hohe Schmelzpunkt der Haarnadel resul-
tiert daraus, dass bei der Hybridisierung eines Duplexes zwei anfangs unabhingige Stringe zu-
sammenfinden missen, wihrend eine Haarnadel gedffnet oder geschlossen nur aus einem
Strang besteht. Bei einer Haarnadelbildung handelt es sich also um einen intramolekularen Pro-
zess, bei dem nur eine Entropiestrafe fiir den Ubergang von einem flexiblen Einzelstrang zu
einer rigideren Haarnadel zu zahlen ist, wihrend die Hybridisierung eines Duplexes mit einem
zusitzlichen Entropieverlust verbunden ist da, aus zwei Einheiten ein einziger Komplex ent-
steht.

Nun wire der héhere Schmelzpunkt von Haarnadeln!¥> allein noch kein Problem fiir die Bildung
von minicircles, wenn am Ende das absolute energetische Minimum erreicht wiirde. Das wire also
in Abbildung 47 der Duplex links, der energetisch gegeniiber den konkurrierenden Haarnadeln
(Mitte) klar bevorzugt wire. Minicircles, wie praktisch alle Nanoarchitekturen auch, werden jedoch
durch Abkiihlen von hohen Temperaturen erzeugt. Aus den denaturierten Einzelstringen bilden
sich dabei Haarnadeln wie oben diskutiert schon bei héheren Temperaturen und kénnen meta-
stabil bleiben und so die Bildung der gewiinschten Komplexes im absoluten Energieminimum
verhindern. Dadurch stehen alle Stringe, deren Haarnadeln stabil bleiben, fiir den korrekten
Zusammenbau der minicircles nicht mehr zur Verfiigung und vermindern deren Ausbeute.

Interne Haarnadeln kénnten nach der jetzigen Erkenntnis einer der wichtigsten Griinde fir die
geringen Ausbeuten frither Ringsynthesen sein. In einem Fall konnte ein minicircle trotz mehrfa-
cher Versuche sogar gar nicht synthetisiert werden. Es handelt sich dabei um Ring A aus dem
Catenan-Design mit Polyamid-Stiitze (Abschnitt 3.7.1). Eine Erklirung fir das Versagen dieses
Designs liefert vermutlich die Analyse der moglichen Sekundirstrukturen mit Mfold!%+
(Abbildung 48 a). Es sind mehrere Haarnadel-Strukturen zu sehen, zwei davon haben eine
Doppelstrangregion aus C-G-Paaren und sind damit praktisch identisch mit der sehr stabilen
Haarnadel aus Abbildung 47. Vermutlich ist aber nur eine dieser beiden Haarnadeln fiir das
Scheitern der minicircle-Synthese verantwortlich, nimlich die Haarnadel mit 6 A in der Schleife —
und natiirlich entsprechend der Gegenstrang. Diese Sequenz befindet sich ndmlich in der Mitte
eines besonders kurzen Segmentes (Segment Gamma A, Abbildung 48 b). Haarnadeln sind je-
doch besonders dann stabil, wenn die Schleifenregion oder die Uberhinge vor oder nach dem
Stamm der Haarnadel zu kurz sind, um mit einem Komplementirstrang zu hybridisieren und
nachfolgend die doppelstringige Region der Haarnadel aufzutrennen. Beginnt die Hybridisie-
rung mit den Uberhingen, gleicht der Mechanismus dem beim fochold strand displacement
(Abbildung 22). Beginnt die Hybridisierung hingegen in einer lingeren Schleifenregion, so kann
die Haarnadel ebenfalls, dhnlich wie beim der Hybridisierung eines molecular beacons mit seiner

Zielsequenz,'%¢ aufgetrennt werden.
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Abbildung 48 a) Mfold-Stuktur'®* des A-reichen Stranges eines Ringdesigns (siehe Abschnitt 3.7.1),
bei dem die minicircle-Synthese nicht mdglich war. Besonders die mit Ausrufezeichen markierten
Haarnadeln haben sehr hohe Schmelzpunkte. b) Eine dieser Haarnadeln stammt aus dem Segment
Gamma des Designs und war vermutlich verantwortlich fiir das Scheitern der Synthese.

Im Gegensatz zu anderen wminicircles, in denen sich teilweise dieselbe Haarnadelsequenz findet
(z.B. dem Anker-minicircle aus Abschnitt 3.6.2) sind hier in der Nachbarschaft der G-C-reichen
Sequenzen nur noch recht kurze und zudem A-T-reiche Sequenzen zu finden gewesen. Diese
reichten vermutlich nicht aus, um einen zoehold strand displacement auszulésen, das Segment Gam-

ma zu bilden, und damit die Synthese des Ringes zu erméglichen.

3.1.9.3 Polymerisation und Ringschluss

Am Anfang der Arbeit und wihrend den Arbeiten von Dr. Rasched kam die Frage auf, welche
GrofBe die entstandenen Ringe hatten. Bei allen Designs mit 3 Segmenten «, § und y kann es
auch zu einer Dimerisierung der entsprechenden Einheiten (etwa zu -a-$-y-a-B-y-) und nach-
folgendem Ringschluss kommen (siche Abbildung 49).

Der entstandene Ring wire dann doppelt so grofl und doppelt so lang (336 statt 168 bp). In
Gelen liegen die Banden von ds minicircles zwischen 300 und 400 bp (bezogen auf die Referenz-
leiter), was fiir die Vermutung doppelt so groBer Ringe spriche. Allerdings haben schon A-tract-
haltige Sequenzen eine deutlich geringere elektrophoretische Mobilitit als randomisierte Se-
quenzen gleicher Linge und daher ist es plausibel, dass Ringe eine noch ausgeprigt niedrigere
Mobilitit als lineare Fragmente haben. Anhand der GroBe der minicircles auf ersten AFM-
Aufnahmen und anhand der Diffusionskoeffizienten in FCS-Experimenten (siche Abschnitt
3.2.7) konnten doppelt so gro3e Ringe jedoch ausgeschlossen werden.

Aber auch theoretische Uberlegungen lassen die Synthese von doppelt so groBen Ringen un-

wahrscheinlich erscheinen. Zum einen sollte die Zyklisierungswahrscheinlichkeit nach
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Ulanovski!®> (siehe Abbildung 41) bei so grofien Ringen gegen null gehen. Da gerade in den
ersten Designs Uber weite Teile der Ringe dieselben Sequenzen wie von Ulanovski verwendet
wurden, sollte auch bei den eigenen Ringen ein einfacher Ring gegentiber dem doppelt so gro-

Ben Ring stark beglnstigt sein.

s W g
& .,@ '
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Abbildung 49: Zwei mégliche RinggréBen bei der Synthese von minicircles aus 3 verschiedenen
Segmenten.

Der andere Grund, der gegen die doppelt so grof3e Ringe spricht, ist, dass Ringschliisse gegen-
tber Polymerisierungen in bestimmten Fillen entropisch begiinstigt sind, da es sich beim Ring-
schluss um eine intramolekulare Reaktion handelt. Daher erscheint es plausibel, dass analog zu
den héheren Schmelztemperaturen der Haarnadeln gegeniiber einem Duplex (sieche oben) auch
die Ringschliisse bei hoheren Temperaturen stattfinden als die konkurrierende Dimerisierung.
Wenn diese Ubetlegung zutrifft, so ist die Verteilung der Ringschlussausbeuten bei verschiede-
nen Lingen der Segmente in Abbildung 41 nicht nur vom Grad der intrinsischen Kriimmung
abhingig, sondern ist iiberlagert von diesem entropischen Effekt. So lieBen sich auch die Diffe-
renzen in den beobachteten und den nach der intrinsischen Kriimmung zu erwartenden Ring-
groflen erkliren. Nach der NMR-Struktur von MacDonald'¥? und den Studien von
Tchernaenko!” betrdgt die intrinsische Kriimmung eines A-fracts Gbereinstimmend 19°. Doch
errechnet man aus dieser Krimmung die optimale RinggroBe (360°/19°), so musste sie bei etwa
19 Helixwindungen liegen und nicht wie beobachtet bei etwa 12-14 Windungen (siche Abbil-
dung 41).

Dennoch traten soweit sich das anhand der Daten noch rekonstruieren lisst, bei allen Synthesen
auch zu einem geringen Anteil doppelt so groe Ringe auf. So wurden auf AFM-Aufnahmen
auch einzelne doppelt so groB3e minicircles ausgemacht (z.B. Abbildung 88 ¢) und in Gelen von
minicircle-Synthesen nach Exonuklease-Verdau waren auch meistens schwache Banden bei der
doppelten RinggréBlen zu sehen. Erwartungsgemadls war diese obere Bande bei einem Design,
welche nur 12 _A-fracts enthielt (Kapitel 3.5) deutlicher ausgeprigt als bei Designs mit 16 A-#racts,
da hier die Summe der Krimmung niedriger war.

Ein Faktor, der bei den verschiedenen minicircle-Designs mehrfach gedndert wurde, war neben
den Sequenzen die Linge der sticky ends. In dem ersten Design waren die sticky ends nur 5 nt lang.

Bei dieser Linge und gerade bei einem hohen A-T Gehalt liegt die resultierende Schmelztempe-
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ratur unter der Raumtemperatur. Zwar sind auch in vielen anderen Beispielen in der Literatur
die szicky ends beim Aufbau von Nanoarchitekturen nicht linger, doch stabilisieren dort (etwa in
2D-Kristallen aus DNA-Kacheln oder in 3D-Kristallen) kooperative Effekte diese schwachen
Interaktionen. Bei der minicircle-Synthese gibt es aber keine Kooperativitit der beteiligten Seg-
mente und daher wurde die Linge der szicky ends erst auf 10 nt (sieche Kapitel 3.5), bei einem
anderen Design sogar auf 20 nt Linge erh6ht. Gerade die Erh6hung auf 20 nt erscheint nach
meinem heutigen Kenntnisstand jedoch nicht mehr sinnvoll. Zwar ist die Verlingerung der szicky
ends gerade bei nicht vollstindiger Ligation oder beim Weglassen der Ligation von Vorteil, da die
Struktur dann allein durch die Hybridisierung zusammengehalten wird, doch ist eine Erh6hung
der Linge und damit der Schmelztemperaturen aller s#cky ends gleichermallen méglicherweise
sogar nachteilig fiir eine gute Ausbeute an minicircles. Durch die Verlingerung auf 20 nt unter-
scheiden sich die Schmelzpunkte der Segmente und der s#cky ends untereinander immer weniger.
Moglicherweise ist aber ein weitestgehend definierter Zustand bei einer bestimmten Temperatur
wihrend des Abkiihlens von Vorteil. In Abbildung 50 wird ein Modell postuliert, nachdem un-

terschiedlich lange s#icky ends zu einer hoheren Ausbeute fithren sollten.

sticky ends gleicher Lange asymmetrische sticky ends
- 95°C
-— . . —
— =  Oligonukleotide - -
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O Y o= Monomere T_m,' a A mez vy o=
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Abbildung 50: Hypothetischer Mechanismus der Multimer-Bildung bei der Synthese von minicircles
aus Oligonukleotiden mit sticky ends gleicher Ldnge und Vermeidung der Multimer-Bildung durch
Synthese mit asymmetrischen sticky ends. Von oben nach unten sind die vermuteten hybridisierten
Komplexe im Verlauf der Abkiihlung zu sehen (Diskussion im Text).
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In der Abbildung sind stellvertretend fiir eine Vielzahl von statistisch moglichen Hybridisie-
rungsprodukten einige typische abgebildet. Oben sind bei einer Temperatur von 95°C alle Oli-
gonukleotide denaturiert und im Laufe des Abkiihlungsprozesses (nach unten) bilden sich mehr
und mehr Paarungen aus. Die intrinsische Kriimmung der A-#rac-Sequenzen ist der Einfachheit
halber nicht abgebildet. Links ist eine Synthese gezeigt, in der alle s#icky ends dieselbe Linge und
damit dhnliche Schmelztemperaturen haben, rechts ein Design mit asymmetrischen sticky ends.
Die blauen und griinen Sequenzen sind gegeniiber der gelben Sequenz verlingert. Im ersten
Schritt bilden sich aus den Oligonukleotiden die entsprechenden Segment-Monomere o,  und
y. Sinkt die Temperatur weiter ab, fangen die sticky ends an zu hybridisieren, wobei zunichst
Segment-Dimere entstehen. In beiden Designs kénnen diese Dimere nun mit einem weiteren
Monomer hybridisieren. Das symmetrische Design links hat dabei keine Vorzugsrichtung, im
asymmetrischen Design rechts hingegen ist die Hybridisierung des kiirzeren sticky ends noch
nicht wahrscheinlich. Des Weiteren kann es links anders als im asymmetrischen Design mit einer
hoéheren Wahrscheinlichkeit zusitzlich zu einer Hybridisierung von zwei Duplexen kommen,
wobei ein Komplex aus 4 Segmenten entsteht, der keinen Ringschluss mehr eingehen kann.
Rechts hingegen reagieren zu nichst alle verfiigbaren Segmente zu (-y-o-$-) ab. Erst wenn die
Temperatur unter die Hybridisierungstemperatur des gelben sticky ends sinkt, kann ein Ring-
schluss (oder konkurrierend eine Polymerisation) auftreten. Links hingegen treten viele lineare
Nebenprodukte auf und auch die Wahrscheinlichkeit von doppelt so grof3en Ringen diirfte ho-
her liegen. Stimmt dieses Modell, so sollten s#icky ends zukinftig asymmetrisch designt werden.
Aufgrund analoger Uberlegungen wurde im Ubrigen auch Splinte fiir Splint-Ligationen (siche
3.1.7) asymmetrisch entworfen.

Aber nicht nur das Sequenzdesign kann das Verhiltnis von Ringen zu linearen Ligationsproduk-
ten beeinflussen, sondern auch die absolute Konzentration der Oligonukleotide. Eine Polymeri-
sation ist eine intermolekulare Reaktion, ein Ringschluss eine intramolekulare Reaktion. Ein
intermolekularer Reaktionsverlauf wird durch eine hohe Konzentration der Edukte begiinstigt,
da die Wahrscheinlichkeit steigt, dass sich zwei geeignete Reaktionspartner treffen. Analog wird
eine intramolekulare Zyklisierung hingegen durch niedrige Konzentrationen begiinstigt. Diesen
Parameter untersuchend, wurden Ringsynthesen bei unterschiedlichen absoluten Konzentratio-
nen durchgefiihrt. Zwar ergaben sich wie erwartet Hinweise darauf, dass bei Reaktionen mit
niedrigen Oligonukleotid-Konzentrationen eine hohere Ausbeute erzielt werden kénnte, doch
haben die Ausbeuteverluste bei der Aufarbeitung eines beispielsweise 10-fach hoheren Reakti-
onsvolumens diese Vorteile wieder zunichte gemacht. Des Weiteren ist bei einem erhéhten
Reaktionsvolumen der Enzym- und Pufferverbrauch entsprechend erhéht und macht die Reak-
tion unwirtschaftlicher. Daher wurden Ringsynthesen typischerweise bei den héheren Konzent-

rationen (mit etwa 100-200 pmol Oligonukleotiden in 100 ul Reaktionsvolumen) durchgefihrt.
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3.1.9.4 Sauberkeit der Oligonukleotide

Bei der DNA-Festphasensynthese fallen aufgrund von nie zu 100 % verlaufenden Kupplungen
zwangslaufig auch Abbruchfragmente an. Diese kénnen in der Regel durch spezielle Umkehrt-
phasen (RP)-Chromatographie-Saulchen, RP-HPLC oder denaturierende PAGE entfernt wer-
den. Im Laufe der vorliegenden Arbeit sind Oligonukleotide von verschiedenen Firmen bezogen
worden, wobei sich bei sehr langen oder modifizierten Stringen teilweise erhebliche Qualitits-

unterschiede zeigten.
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Abbildung 51: Anionenaustausch-HPLC-Chromatogramme eines Oligonukleotids (84-mer, HPLC-
aufgereinigt, phosphoryliert) der Firmen Metabion (a) und Sigma-Aldrich (b).

Abbruchfragmente machen sich besonders dann negativ bemerkbar, wenn die Oligonukleotide
ligiert werden und die Ligationsprodukte im nichsten Schritt enzymatisch oder per PAGE auf-
gereinigt werden. Der Anteil der Verunreinigungen vermindert die maximal mégliche Ausbeute
dabei mit der Anzahl der Ligationsschritte in der Potenz. Betrigt der Anteil von Verunreinigun-
gen in einer Lieferung beispielsweise 50 % (was teilweise leider vorkam), so wiren bei einer
Synthese eines ss minicircles mit 2 Ligationsschritten (0,5)? also maximal 25 % Ausbeute zu erwar-
ten und bei einer ds minicircle Synthese mit 6 Ligationen (0,5)¢ sogar nur 1,6 %. Wie im Abschnitt
zur Ligation (3.1.6) diskutiert, konnte auf Ligationen verzichtet werden und/ oder dutrch auf
12-14 Helixwindungen verkleinerte minicircles kiirzere Oligonukleotide zum Einsatz kommen.

Ein weiteres Problem stellten nicht vollstindig abgespaltene 5’-O-4,4’-Dimethoxytrityl-
Schutzgruppen dar. Bei einer Eine Lieferung mehrerer phosphorylierter Oligonukleotide der
Firma Ella Biotech befanden sich noch bis zu 40 % der Trityl-Schutzgruppen auf den Oligo-
nukleotiden. Auch bei Kontrollen von Oligonukleotiden der Firma Metabion waren in Einzelfil-
len bis zu 10 % der Schutzgruppen nicht abgespalten. Dies liegt daran, dass nach Angaben der
Fa. Metabion nur eine HPLC-Aufreinigung vor der Trityl-Abspaltung vorgenommen wird, da-
nach aber nur eine Ethanolfillung stattfindet. Trityl-Reste bei nicht-phosphorylierten Oligonuk-
leotiden wurden jedoch nicht beobachtet. Da tritylierte Oligonukleotide ebenfalls die
Ligationsausbeuten absenken, sollten Lieferungen stichprobenartig kontrolliert werden oder

ganz auf Ligation verzichtet werden.
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3.2 Eine Polyamid-Stiitze als sequenzspezifischer
DNA-Kleber

Das zentrale Motiv von struktureller DNA-Nanotechnologie sind migrationsstabile DNA-
Kreuzungen (siche Abschnitt 1.3.1). Sie bilden die Grundlage fiir den Zusammenbau von DNA-
Kacheln und DNA-Origami. Allerdings haben diese Kreuzungen den Nachteil, dass sie im Ver-
gleich zur verhiltnismiBig steifen, unverzweigten B-DNA sehr flexibel sind. In Vortrigen ver-
wendet Seeman darum das Bild von in ein marshmallow (eine weiche, schaumige SuBigkeit) ge-
steckten ungekochten Nudeln. Zwar kénnen die Strukturen etwa durch mehrere Kreuzungen
stabilisiert werden, doch ist das nur mit vielen, genau zu diesem Zweck, kiinstlich designten
Oligonukleotiden moglich. Hier sollte ein anderer Ansatz verfolgt werden. Mittels DNA-
bindender Dervan-Polyamide als eine Art Kleber sollten zwei unverzweigte DNA-Stringe mit-
einander verbunden werden. Fiir das Verkleben zweier unterschiedlicher DNA-Stringe mussten
zwei Dervan-Polyamide synthetisiert und tiber einen Linker miteinander verknlipft werden. Ein
solches Molekiil mit zwei Polyamiden (PA) erinnert an eine Stitze und soll daher im Folgenden
kurz ,,Polyamid-Stiitze* genannt werden. Ein solches Molekdl ist in dhnlicher Form schon ein-
mal fiir die Erkennung von zwei in einem Nukleosom tbereinanderliegenden Helixwindungen
eingesetzt worden.!”” Der resultierende Komplex besteht aber letztlich nur aus einem DNA-

Doppelstrang und dem Polyamid-Stiitzen-dhnlichen Molekil, daher war nicht klar, ob auch die
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Verkntipfung zweier unabhingiger DNA-Doppelstringe zu einem terniren Komplex gelingen
kann. Zunichst sollten nur zwei kurze DNA-Haarnadeln mit den entsprechenden Bindungsstel-
len miteinander verkniipft werden, spiter sollte das Konzept auch mit DNA-wminicircles mit ent-

sprechenden Bindungsstellen getestet werden.

3.2.1 Design und Synthese

DNA-A DNA-B

Abbildung 52: Schematische Darstellung einer Polyamid-Stiitze. Zwei verschiedene Polyamide sind
tiber einen langen flexiblen Linker miteinander verbunden. Jedes Polyamid bindet an die kleine Fur-
che eines spezifischen DNA-Doppelstranges (PA-A an die DNA-A in griin bzw. PA-B an DNA-B in
rot).

Fir die Synthese der Polyamid-Stiitze wurden zunichst zwei unterschiedliche Polyamide entwor-
fen, welche eine doppelte Fehlpaarung als eine Garantie fiir hohe Selektivitit fir die jeweils an-
dere Sequenz aufwies (siche Abbildung 52 und Abbildung 53). Polyamid A (PA-A) bindet an die
Sequenz 5-WWGGCCW und PA-B an die Sequenz 5-WWGGWWW. Ab 2006 wurden in
schematischen Grafiken intern die Farbe Grin fur PA-A und die DNA-A verwendet, Rot fir
PA-B und DNA-B. Diese Nomenklatur und der Farbcode sollen hier beibehalten werden.

Zum Verknipfen der beiden Polyamide sollte ein Aminopropyl-modifizierter Pyrrol-Baustein
eingesetzt werden, der von der Gruppe von Dervan etabliert ist. Diese Modifikation zeigt beim
an die DNA gebunden Polyamid radial von der Helixachse weg.

Bei der Wahl des Linkers spielte die Uberlegung eine Rolle, dass negativ geladene DNA-
Doppelstringe sich elektrostatisch abstoBen. Damit diese elektrostatische AbstoBung einen
moglichst kleinen Einfluss auf die Bildung eines geplanten terniren Komplexes hat, wurde ein
langer, wasserlslicher Linker auf Polyethylenglycol (PEG) -Basis gewihlt (Abbildung 53).
Rickblickend betrachtet erscheint der Linker viel linger als nétig, da zweiwertige Kationen die
Ladungen effektiv abzuschirmen vermdgen (siche Abschnitt 3.6.1).

In den folgenden Abschnitten werden Experimente beschrieben, in denen meist die heterobi-
funktionale Stitze mit PEG-Linker aus meiner Diplomarbeit!>? (siche Abbildung 53) zum Ein-

satz kam. Es wurden jedoch auch weitere hetero- und auch homobifunktionale Stiitzen, auch
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mit unterschiedlichen Linkerlingen synthetisiert. Wurde eine dieser alternativen Polyamid-

Stiitzen fiir Experimente eingesetzt, so wird dies ausdriicklich erwihnt.
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Abbildung 53: Ubersicht iiber die Synthesen der Polyamid-Monomere und des PEG-Linker-
Bausteins. Die Synthese der Polyamide erfolgte nach etablierten Festphasensynthese-Protokollen'
und wurden bereits in meiner Diplomarbeit beschrieben."”’Links:  Strukturformel  der
heterobifunktionalen Polyamid-Stiitze mit verldngertem PEG-Linker in rot.

3.2.2 Varianten der Polyamid-Stiitze

Prinzipiell ist es moglich, alle denkbaren Kombinationen aus Polyamiden (A-A, A-B und B-B)
mit zahlreichen unterschiedlichen Linkern herzustellen. In Abbildung 54 sind einige verwendete
Linker abgebildet.

Im ersten und in dieser Arbeit meistverwendeten Design wurde die heterobifunktionale Stiitze
mit dem extra langen Linker a) dargestellt. In Wiederholungen der Synthese wurde dabei zu-
nichst wie in meiner Diplomarbeit!>” beschrieben vorgegangen. Doch gelang diesmal die

Peptidkupplung an den PEG-Linker nicht mehr in beschriebener Weise durch 2-(1-H-
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benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3,-tetraetyluronium hexafluorophosphat) (HBTU), sondern nur noch
durch eine Kombination aus HBTU und HOBt (Hydroxybenzottiazol) in mehrfachem Uber-
schuss. Der Grund, wieso dieselbe Kupplungsreaktion mit denselben Edukten diesmal ein ande-

res Verhalten zeigte, ist nicht ganz klar.
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Abbildung 54: Die beiden Polyamide PA-A und PA-B und verschiedene Arten von mdéglichen Lin-
kern. a) Langer Linker aus meiner Diplomarbeit, 157 b) Bernsteinséure-Linker aus Bernsteinsdurean-

hydrid (unten), c) Thioharnstoff-Linker aus der Kupplung mit einem Isothiocyanat eines Polyamides,
Linker aus BS® (unten), e) Linker aus der Tetraethylenglycol-Diséure.

b) Es ist aber auch méglich, nur mit Bernsteinsdure als Linker zwei Polyamide zu verkniipfen.
Hierfir wurde eines der Polyamide mit Bernsteinsdureanhydrid (unten) modifiziert und an-
schlieBend das zweite Polyamid mit HBTU/ HOBt angekuppelt. Dadurch entsteht eine deutlich
kirzere Stiitze.

¢) Die kiirzest mogliche Stiitze mit den beiden Polyamiden kann man darstellen, indem die
Aminofunktion eines Polyamides wie in Abbildung 84 dargestellt zum Isothiocyanat umgewan-
delt wird und dann zu PA-A oder PA-B gegeben wird. Diese Reaktion ist sowohl in wissrigen
Puffern als auch in organischen Ldsemitteln wie DMF méglich, wobei ein Thioharnstoff-
Derivat entsteht.

d) Mit kommerziell erhiltlichen Crosslinkern wie dem BS3 (Bis-(Sulfo-succinimidyl)-Suberat)-
Linker (unten) kénnen besonders einfach homobifunktionale Stlitzen dargestellt werden. Dazu
kann eine stochiometrische Menge des Crosslinkers in verdiinnter Losung langsam zu einer
Polyamid-Lésung gegeben werden. Da dabei das Polyamid anfangs im Uberschuss vorliegt,
werden beide funktionellen Enden des Crosslinkers mit dem Polyamid substituiert. Soll jedoch
zunichst nur ein Polyamid an den Crosslinker gekuppelt werden und die entstehende Verbin-
dung aufgereinigt werden, so muss die Zugabe von Polyamid zu einem Uberschuss an Crosslin-

ker erfolgen, um die Bildung einer homobifunktionalen Stiitze zu verhindern. Im Fall des hier
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abgebildeten BS3 gelingt keine Aufreinigung von monofunktionalisiertem Crosslinker, da der
Sulfosuccinimidyl-Rest zu leicht hydrolysiert. Linker mit nicht-sulfonierten Succinimidyl-Resten
wie DSS (Abschnitt 3.6.3) konnten hingegen nach beendeter Kupplung sauer gequencht und
aufgereinigt werden.

e) Schliefflich kénnen prinzipiell auch mit Disduren Polyamid-Stiitzen hergestellt werden. Die
unten abgebildete Tetracthylenglycol-Disdure sollte zur Darstellung einer Stiitze verwendet wer-
den, da dieser Linker besonders hydrophil ist. Vermutlich aufgrund von Nebenprodukten im
Edukt waren die Kupplungsausbeuten ans erste Polyamid allerdings so niedrig, dass eine Umset-

zung mit einem weiteren Polyamid nicht durchgeftihrt wurde.

3.2.3 Minicircle-Design und -Synthese fiir die Dimerisierung mit der

Polyamid-Stiitze

Das erste hier verwendete Design von DNA-minicircles basierte auf einem Design aus der Dok-
torarbeit von Dr. Goran Rasched! und bestand aus drei Segmenten mit 5 nt langen s#icky ends.
Dieses Design beruht auf der Arbeit von Ulanovsky et al.'5 und hat den Vorteil, dass die Se-
quenzen keine internen Haarnadeln bilden konnten. Das Design war hochrepetitiv und folgte,
aufler in der Region fir die Bindung der Polyamide (s.u.) und einer angrenzenden Sequenz, dem
Muster

TCTCT [As] TATAT [As]

Da die erste Version der Polyamid-Stiitze (siehe Abschnitt 3.2.1) ein heterobifunktionales Mole-
kil war, wurden zwei verschiedene minicircles A und B hergestellt, die sich nur in dem Segment y
geringfiigig unterschieden. In yA war die Bindungsstelle fir Polyamid A, in yB die Bindungsstel-
le fiir Polyamid B integriert. Des Weiteren wurde noch ein minicircle C ohne eine Bindungsstelle

fir die beiden Polyamide synthetisiert.

5’ -TCTCTAAAAAATATATAAAAATCTCTAAAAAATATATAAAAATCTCTAAAAAATAT-3’ a-f
3/ -TTTTTTATATATTTTTAGAGATTTTTTATATATTTTTAGAGATTTTTTATATATTT-5' o-r

5’ -ATAAAAATCTCTAAAAAATATATAAAAATCTCTAAAAAATATATAAAAATCTCTAA-3’ B-£
3’ -TTAGAGATTTTTTATATATTTTTAGAGATTTTTTATATATTTTTAGAGATT -5’ B-r
5’- ATATAACATGGCCATAAAAATATATAAAAACGCGCAAAAAATATATAAAAA-3' YA-£f

3’ -TATATTGTACCGGTATTTTTATATATTTTTGCGCGTTTTTTATATATTTTTAGAGA-5' yA-r

5’ -AAAATATATAATHIGEEBNGAAAAATATATAAAAACGCGCAAAAAATATATAAAAA -3’ yB-£
3- TATATTAREEEEBACTTTTTATATATTTTTGCGCGTTTTTTATATATTTTTAGAGA-5’  yB-r

74



Die Bindungsstelle war dort in die Sequenz eingefiigt, wo die Polyamid-Stiitze aulen an den
minicircle bindet, und der Linker des Polyamids méglichst genau nach auflen zeigt (vergleiche
hierzu Abbildung 40).

Im ersten Schritt wurden die jeweiligen zwei Oligonukleotide der Untereinheiten («, § und ent-
sprechendes y) hybridisiert, dann enzymatisch phosphoryliert, gefolgt von einer Ethanolfillung,
und schlieBlich einer Ligation Gber Nacht. Die Ligationsprodukte wurden nun in einem zweidi-
mensionalen Gel aufgetrennt, isoliert und schlieB3lich aus dem Gel eluiert.!

Dieses Verfahren war recht aufwindig und dauerte, alles in allem, mehrere Tage und wurde vor
allem zur Herstellung von DNA-minzcircles mit Einzelstrangregion entwickelt.'s?

Fir die Zwecke dieser Arbeit waren keine Einzelstrangregionen vonnéten, so dass das Protokoll

abgeidndert werden konnte (Protokolle der einzelnen Schritte in Kapitel 4.1).

1) Kinasierung aller Stringe gemeinsam im Ligationspuffer
2) Ligation tber Nacht bei 4°C ohne Pufferwechsel

3) Pufferwechsel (Ethanolfillung)

4) BAI-37-Exonuklease-Verdau der linearen Fragmente

5) denaturierende PAGE

6) Eluieren der Banden unter Schiitteln bei 55°C

Zwar war diese Prozedur schon eine deutliche Erleichterung gegeniiber der ersten Prozedur,
doch ist die Qualitit der Ringe auf den AFM-Bildern (wahrscheinlich durch die
Elutionsmethode aus dem Gel) nicht zufriedenstellend. Das fiir unverzweigte Ringe mit Ab-

stand schnellste Protokoll mit dem saubersten Endergebnis sah so aus:

1) Hybridisieren von bereits phosphorylierten Stringen
2) Ligation (nur ca. 20 Minuten bei 25°C)

3) Pufferwechsel (Ethanolfillung oder PCR-Isolationskit)
4) BAL-37-Exonuklease-Verdau der linearen Fragmente

5) Isolierung der minicircles mit einem PCR-Isolationskit

Diese Prozedur ist problemlos an einem halben Tag durchzufithren und ist auch auf Polyamid-
substituierte minicircles Ubertragbar (siche Kapitel 3.6). Weitere Aspekte zu Designs und

Aufreinigungsmethoden wurden in Kapitel 3.1 diskutiert.

3.24 SPR- und Love-Wellen-Bindungsstudien

In der abgeschlossenen Diplomarbeit!>” wurden bereits Oberflichen-Plasmon-Resonanz (eng-

lisch surface plasmon resonance, SPR)-Bindungsstudien durchgefiihrt, die auf eine Bildung eines von
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der Polyamid-Stiitze induzierten terniren Komplexes hindeuteten. Einige Aspekte der SPR-
Experimente sind fiir die nachfolgenden Studien von Bedeutung, daher soll hier eine aufbereite-

te Grafik des zentralen Experimentes abgedruckt werden (Abbildung 55).
Relative Einheiten
50 —+
40 — DNA-A

30 —+

-100 Zeit (s)

Abbildung 55: SPR-Bindungsstudien. a) Die Haarnadeln DNA-A (griin) und DNA-B (rot) gebunden
an hintereinander geschaltete Flusszellen eines SPR-Chips. b) Bei der Zugabe der Polyamid-Stiitze
bindet die entsprechende Seite der Stiitze an die DNA (Zeitraum der Zugabe grau hinterlegt). Die nun
folgende Zugabe von DNA-A (c) fiihrt an dem DNA-A-Stiitzen-Komplex (griine Linie) zu keinem Aus-
schlag, da nur noch das PA-B der Stiitze frei ist (d). An Flusszelle B hingegen wurde ein signifikanter
Anstieg des SPR-Signals beobachtet. Auch nach Beendigung der Zugabe blieb das Signal (iber dem
interpolierten Verlauf des Signals vor der Zugabe der DNA-A (gestrichelte Linie). Diese Erhbhung
spricht fiir die Bildung des terndren Komplexes aus DNA-A, der Polyamid-Stiitze und DNA-B (e).

Zwei hintereinander geschaltete Flusszellen wurden mit jeweils einer DNA-Haarnadel modifi-
ziert. Bei Zugabe der Polyamid-Stiitze war an beiden Zellen ein deutlicher Anstieg des SPR-
Signals festzustellen, das nach Beendigung der Zugabe langsam abnahm. Die Abnahme des
SPR-Signals unterschied sich deutlich. Wiahrend an der Zelle mit DNA-A das Signal kaum
merklich fiel, war an Zelle B der Abfall stirker ausgeprigt. Diese Differenz ist mit verantwort-
lich fiir die unterschiedlichen Bindungskonstanten der beiden Polyamide der Stiitze an die jewei-
lige DNA. An DNA-A wurde eine Dissoziationskonstante (Kp) von 5-109 M ermittelt, an
DNA-B band die Stiitze nur mit einer Kp von 30-10- M.

Auch wenn die SPR-Experimente einen starken Hinweis fir die sequenzspezifische Bildung
eines terniren Komplexes lieferten, konnte aus den vorliegenden Daten keine Kp ermittelt wer-
den, da die Zunahme des SPR-Signals aus der Bildung des terniren Komplexes iiberlagert wird

von der Dissoziation der Stiitze und des Stiitzen-DNA-Komplexes. Erschwert wird die Auswer-
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tung auch dadurch, dass methodenbedingt Komplexbildungen, die weit von der Oberfliche des
SPR-Chips stattfinden, nicht mehr gut detektierbar sind und einen schwicheren Ausschlag des
Signals hervorrufen.

Diesen Nachteil hat eine vom experimentellen Aufbau und Vorgehen verwandte Methode nicht,
die auf speziellen horizontal polarisierten Scherwellen, den Love-Wellen (benannt nach dem
Mathematiker August E. H. Love) basierende Sensortechnik.2® Dennoch gelang auch mit dieser
Methode aufgrund von experimentellen Schwierigkeiten keine Bestimmung der Kp-Werte. Da
aus patentrechtlichen Griinden keine Referenz-Flusszellen verwendet werden durften, war auch
kein Vergleich zwischen mateh- und mismatch-Bindung und damit der direkte Beweis der Sequenz-
spezifitit nicht méglich. Darum wurden die SPR- und Love-Wellen-Experimente nicht weiter

verfolgt, sondern nach alternativen Nachweismethoden gesucht.

3.25 Gelshift-Experimente (EMSA)

Elektrophoretic mobility shift assay (EMSA) ist eine etablierte gelbasierte Technik zur Bestimmung
von Gleichgewichtskonstanten, bei der meist ein Interaktionspartner radioaktiv oder durch ei-
nen Fluoreszenzmarker markiert ist und der andere Partner in steigenden Konzentrationen hin-
zugegeben wird. In einem Gel haben Komplexe eine geringere Mobilitit als der markierte Part-
ner allein (Abbildung 56 b). Aus den Verhiltnisse der Intensititen des Komplexes in Bezug auf
die Konzentrationen des markierten Edukts ldsst sich die Bindungskonstante bestimmen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten zunichst die beiden DNA-Haarnadeln DNA-A und DNA-B
mit der Polyamid-Stiitze verbunden werden. In ersten EMSA-Experimenten mit unmodifizierter
DNA und Polyamid-Stitze in dquimolaren Konzentrationen konnte keine Bande niedriger Mo-
bilitit gefunden werden. Dies wurde so interpretiert, dass durch die Verdiinnung der Probe beim
Auftragen auf das Gel und beim Laufen der Bande die Konzentration des Komplexes soweit
abgesenkt wurde, dass die Komplexe wieder auseinander gefallen sind. Das Experiment wurde
also verandert, indem eine der beiden DNA-Haarnadeln radioaktiv markiert wurde. Im Autora-
diogramm des Gels ist somit nur die radioaktiv markierte DNA zu schen und die andere DNA
kann zusammen mit der Polyamid-Stiitze im Uberschuss zugegeben werden um das Gleichge-
wicht in Richtung des Komplexes zu treiben.

In Abbildung 56 ist die Auswertung eines EMSA-Experimentes zu sehen. In jenem Experiment
wurde die Kp mit 760 nM bestimmt. Der Verlauf der Messwerte bei hohen Konzentrationen
zeigt einen Ahnlichen Verlauf wie die Simulation in Abbildung 62. Wie dort diskutiert konnte
der ternire Charakter der Komplexe eine Erklirung dafiir sein, dass die Messwerte im oberen

Konzentrationsbereich noch kein Plateau erreicht haben, sondern weiter anstiegen.
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Abbildung 56 a) Auswertung eines EMSA-Experimentes mit radioaktiv markierter DNA-A, zu der
steigendende Konzentrationen von mit DNA-B inkubierte Stiitze titriert wurde (rote Dreiecke). Die
Dissoziationskonstante betrug etwa 760 nM. Die Kontrolle mit DNA-C (ohne Bindungsstelle fiir die die
Stiitze, blaue Kreise) zeigte keine Komplexbildung. b) Autoradiogramm des EMSA-Versuches

Die EMSA Studien wurden unter verschiedenen Bedingungen wiederholt. Dabei zeigte sich,
dass metallsalzfreie Puffer ungeeignet waren, da dann keine scharfe Unterscheidung zwischen
Komplex und freien Partnern mdglich war. Die ermittelten Dissoziationskonstanten lagen je
nach Experiment zwischen 300 und 1000 nM und waren damit mehr als eine Gréflenordnungen
schlechter als die zum damaligen Zeitpunkt bereits mit FCS ermittelten Dissoziationskonstanten
von etwa 20 nM (sieche 3.2.7).201 Und auch die gezihlte Anzahl der Komplexe in AFM-
Aufnahmen (Abschnitt 3.2.8) ldsst cher eine Dissoziationskonstante im niedrigen nanomolaren
Bereich wahrscheinlicher erscheinen. Die scheinbar schlechtere Dissoziationskonstante bei
EMSA lieBe sich damit erkliren, dass bei der Elektrophorese die positiv geladenen Polyamid-
Stiitzen vom elektrischen Feld in die entgegengesetzte Richtung beschleunigt werden als die
DNA und somit die eigentliche Bindungsstirke verfalscht wird.

Daher wurden auch die EMSA-Untersuchungen nicht weiter verfolgt.
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3.2.6 Fluoreszenzpolarisation

Fluoreszenzpolarisation ist eine Methode zur Bestimmung von Bindungsereignissen,'>® bei dem
einer der beiden Bindungspartner mit einen Fluorophor versehen wird. Wird dieser Fluorophor
mit linear polarisiertem Licht angeregt, so strahlt er die Fluoreszenz wieder als linear polarisier-
tes Licht ab. Da der elektronisch angeregte Zustand eine gewisse Lebensdauer hat, kann das
Molekiil sich in dieser Zeit bewegen oder drehen, so dass die Polarisationsebene des abgestrahl-
ten Lichtes sich von der Ebene der Anregung unterscheiden kann. Je kleiner und damit bewegli-
cher das Molekiil mit dem Fluorophor ist, desto geringer ist der Anteil des Lichtes, was in der-
selben Polarisationsebene wie die Anregung abgegeben wird. Bindet nun ein Molekil an das
fluoreszenzmarkierte Molekdl, so nimmt dessen Beweglichkeit ab, was sich in der Zunahme des
mP-Wertes (mili Polarisation) niederschligt.

Fiir die Detektion des terniren Komplexes aus den beiden DNA-Haarnadeln und der Polyamid-
Stutze wurde eine der beiden DNA-Haarnadeln mit einem Fluoreszenzmarker versehen. Die
erste verwendete DNA war eine Rhodamin Grin markierte DNA-B, wie sie auch in den FCS-
Experimenten (siche Abschnitt 3.2.7) verwendet worden ist. Diese Markierung erwies sich je-
doch als unbrauchbar, da der Fluorophor tiber einen (CHy)1i-Linker am 5-Ende der DNA ver-
kntpft war. Ein solch langer und damit beweglicher Linker entkuppelt den Fluorophor mecha-
nisch von der DNA und somit ist die Beweglichkeit des Fluorophors nicht mehr davon abhin-
gig ob ein Molekill an die DNA gebunden ist oder nicht. Diesen Zusammenhang bei Fluores-
zenzpolarisations-Studien beschreibt der Begriff Propellereffekt.

Um die Beweglichkeit des Fluorophors an der DNA einzuschrinken wurde ein neues DINA-A-
Oligonukleotid designt, an dem ein Fluoreszein iiber einen kiirzeren C2-Linker intern an einem
Thymidin angebracht war. Doch auch mit dem neuen Oligonukleotid lieBen sich die Komplexe
nicht zuverldssig nachweisen (siche Abbildung 57).

Die aufgenommenen Daten lieBen keine klare Auswertung zu. Die Schwankungen der mP-
Werte waren aus nicht erkennbaren Griinden zwischen mehreren Messungen so grof3, dass die
Werte mit einem breiten Fehler behaftet sind. Des Weiteren ist nicht klar, wieso bei der Zugabe
von Polyamid, Stltze oder einen Komplex aus Polyamid-Stiitze und DNA-B der mP-Wert erst
leicht abfillt, und erst ab Konzentrationen von tber 1uM ansteigt. Der mP-Anstieg ist bei 10
uM immerhin so stark ausgeprigt, dass eine Komplexbildung wahrscheinlich erscheint. Auch ins
Bild passt, dass der Anstieg bei dem Komplex aus Stiitze und DNA-B am stirksten ausfillt, da
hier auch der Massenzuwachs des Komplexes am héchsten ist. Eine Bestimmung von Dissozia-
tionskonstanten ist anhand dieser Daten jedoch nicht méglich gewesen. Insgesamt sind die mP-
Anderungen bei den hohen Schwankungen zu gering und auBerdem miisste fiir eine Kp-
Berechnung der Anstieg des mP-Wertes eine Sittigung erreichen. Da ein Anstieg aber erst bei
den hochsten Konzentrationen beobachtet wurde, wire eine mit dieser Methode ermittelte Kp

vermutlich im uM Bereich zu finden.
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Abbildung 57: Fluoreszenzpolarisationsexperimente. DNA-A* ist fluoreszenzmarkiert. Zu DNA-A
wurden in steigenden Konzentrationen PA-A (blau), die Polyamid-Stiitze (magenta), ein
vorinkubierter Komplex aus Stiitze und DNA-B (1:1 gelb) oder Stiitze und DNA-B (1:3 griin) gege-
ben. Ein leichter Anstieg des mP-Wertes und damit ein Hinweis auf die Bildung von Komplexen wur-
de erst bei 10 mM Konzentrationen gefunden. Der fehlende Wert bei 10 uM konnte aus experimentel-
len Griinden nur bei 3,2 uM gemessen werden.

Ein Grund fiir die scheinbar schlechte Bindung liegt auch sichetlich in der Probenvorbereitung,
denn die Proben wurden vor der Messung fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Diese Vorge-
hensweise ist nach heutigem Wissensstand sicherlich nicht sinnvoll gewesen, da Komplexe durch
hoéhere Temperaturen zerstort werden (vgl. Abbildung 89).

Moglicherweise ist auch der Fluorophor an der DNA trotz des kurzen C2-Linkers sowohl bei
der terminalen Verkniipfung als auch bei der Verkntipfung an einer Nukleobase selbst zu beweg-
lich gewesen, was zur Beobachtung der Fluoreszenzpolarisation eines weitgehend frei bewegli-
chen Fluorophors geftihrt hitte. Denkbar ist aber auch, dass der PEG-Linker der Polyamid-
Stiitze selbst zu flexibel war, um die fluoreszenzmarkierte DNA in ihrer Beweglichkeit merklich
einzuschrinken. Jedenfalls erwies sich auch Fluoreszenzpolarisation als ungeeignet, um die ter-

niren Komplexe nachzuweisen und wurde daher ebenfalls nicht weiter verfolgt.

3.2.7 FCS und FCCS

Der erste zweifelsfreie Nachweis fiir die Polyamid-Stiitzen-vermittelte Interaktion gelang in
einer Kollaboration mit Dr. Chayan Nandi und Dr. Partha Parui aus der Arbeitsgruppe von
Prof. Brutschy mittels FCS und FCCS. Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS fur fluorescence
correlation spectroscopy) und Fluoreszenzkreuzkorrelationsspektroskopie (FCCS fiir fluorescence cross
correlation spectroscopy) sind zwel weitere Methoden um Interaktionen von zwei Molekiilen mitei-
nander zu messen.202203 Vereinfacht dargestellt beobachtet man bei FCS zeitlich aufgel6ste die

Fluoreszenz und damit die Aufenthaltsdauer eines fluoreszenzmarkierten Molekils in einem
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kleinen Fliissigkeitsvolumen, der vom Fokus eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops vorgege-
ben wird. Je gréBer oder sperriger ein Molekil, desto niedriger ist seine Diffusionsgeschwindig-
keit und desto linger damit die mittlere Aufenthaltsdauer im Fokus. Wird ein unmarkierter,
deutlich gréBerer Bindungspartner (ab 8-facher Masse oder gréBer) zu diesem Molekdl gegeben,
so hat der Komplex durch seine groBere Trigheit eine lingere mittlere Aufenthaltsdauer im
Fokus. Aus dem Verhiltnis von freien Bindungspartnern zum Komplex kann bei bekannten
Konzentrationen die Bindungskonstante ermittelt werden.204

FCCS ist eine verwandte Technik, bei der jedoch beide Bindungspartner mit jeweils unterschied-
lichen Fluorophoren versehen sind. Nun wird beobachtet, ob die Fluoreszenzsignale der beiden
Fluorophore korreliert sind, das heif3t gleichzeitig im Fokus auftauchen oder verschwinden oder
ob sie unabhingig voneinander sind. Sind die Signale korreliert, so heil3t das, dass die beiden
Interaktionspartner als Komplex durch den Focus schwimmen. Der Vorteil von FCCS gegen-
tber FCS ist, dass auch Komplexe von Partnern mit dhnlicher Masse untersucht werden kénnen

und deren Bindungsgrad bestimmt werden kann.204

-5’ -CAGTCATGGCCATGACTGCGG Y h,\!}‘\y)g‘,
WU{}\ 3’ -GTCAGTACCGGTACTGACGCC ~ LL X

[
2000009~ Haarnadel A L =% r's
. = Bindugsstelle
ek M5/ -CAGTCATGGTATGTGCCGCGG ~ < minicircle A, B bzw. C
BOOOBE~ 3’ ~GTCAGTACCATACACGGCGCC ~ * 2 —
) Haarnadel B =
80~ P~
)OO“C)% &— 5’ ~-CAGTCAGCTCCATGACTGCGG ‘-A
¥ 3’ ~GTCAGTCGAGGTACTGACGCC = © 2 = Fuoroptor
Polyamid Stiitze Haarnadel C

(Cy5 oder Rhodamin Griin)

Abbildung 58: Die fiir die FCS und FCCS verwendeten Komponenten: Fluoreszenzmarkierte Poly-
amide, unmarkierte Polyamid-Stiitze, markierte Haarnadeln und minicircles.

In ersten Experimenten wurden die Dissoziationskonstanten fluoreszenzmarkierter Polyamide
mit den entsprechenden DNA-Haarnadeln per FCSS gemessen, um sie mit den etablierten
Footprinting-Werten?0> vergleichen zu kénnen. Da sich die Massen der Polyamide und der DNA-
Haarnadeln etwa um den Faktor 10 unterschieden, kam auch eine Autokorrelations-Messung
per FCS infrage. FCCS und FCS lieferten iibereinstimmende Dissoziationskonstanten im niedri-
gen nanomolaren Bereich?™ (siche Tabelle 2), und liegen damit im selben Bereich wie die publi-
zierten Werten.?> Auch die eigenen SPR-Messungen (siche 3.2.4) lieferten Kp-Werte im selben
Bereich, jedoch war hier sowohl bei den unmodifizierten Polyamiden als auch bei der Stiitze die
Bindung von PA-A an DNA-A signifikant stirker als die PA-B-DNA-B-Bindung. Warum dieses
Verhiltnis bei den FCS- und FCSS-Messungen umgekehrt war, konnte nicht geklirt werden.

Den Messungen der Dimere wurde die Messung der terniren Komplexe mit der unmarkierten
Stiitze angeschlossen. Zunichst wurden die DNA-Haarnadeln, dann auch komplexe mit fluo-

reszenzmarkierten minicircles durchgefihrt.
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Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, dass nur dann eine Interaktion messbar war, wenn das jeweilige
Polyamid mit der match-DNA inkubiert wurde und nicht mit einer mismatch-DNA. Ahnlich ver-
hilt es sich bei den terniren Komplexen von den DNA-Haarnadeln bzw. den DNA-mznicircles
mit der Polyamid-Stiitze. Auch war mit einer mismatch-DNA keine Interaktion nachweisbar, was
die Sequenzspezifitit der Stiitze belegt. Ohne Stiitze ist, wie zu erwarten, auch keine Interaktion
nachweisbar gewesen. In den Experimenten mit der PA-Stiitze wurden die jeweiligen Dissoziati-
onskonstanten so bestimmt, als ob die DNA-Komponenten direkt miteinander wechselwirkten,
obgleich der Komplex ja tber zwei unabhingige Wechselwirkungen durch die Stiitze zusam-
mengehalten wird. Eine genauere Beschreibung der einzelnen Wechselwirkungen (DNA-A und
Stiitze bzw. DNA-B und Stiitze) wire allenfalls durch eine weitere Markierung auch der Stiitze
moglich, was aber nicht im Focus dieser Arbeit war. Es ist aber durchaus denkbar, dass eine der
beiden Interaktionen als schwichstes Glied in der Kette wirkt und die Mehrzahl der Komplexe
an jener Wechselwirkung auseinander bricht.

Die Kp des ternidren Haarnadel-Komplexes lag bei 20£5 nM, die des minicirele-Komplexes bei
30%5 nM.

Cy5 RhG unmarkiert Kb [nM] match?
DNA-Polyamid Interaktion
H-A PA-A - 541 +
H-A PA-B - n.m. -
H-B PA-A - n.m. -
H-B PA-B - 2+1 +
H-C PA-A - n.m. -
H-C PA-B - n.m. -
Ternarer Komplex mit Haarnadel-DNA
H-A H-B PA-Stitze 205 +
H-C H-B PA-Stitze n.m. -
H-A H-B - n.m. 0
Ternarer Komplex mit minicircles
MC-A MC-B PA-Stitze 30+5 +
MC-C MC-B PA-Stitze n.m. -
MC-A MC-B - n.m. 0

Tabelle 2: Mit FCCS gemessene Dissoziationskonstanten verschiedener Komplexe.
RhG= Rhodamin Griin Marker, H= Haarnadel DNA, PA= Polyamid, MC= minicircle, n.m.= nicht
messbar

In Abbildung 59 sind die Verldufe der Kreuzkorrelationsfunktionen zu sehen. Auch diese Resul-

tate bestitigen die sequenzspezifische Bildung der Komplexe.
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Damit liegt die Giber FCSS gemessene Kp des terniren Komplexes 1-2 Groflenordnungen unter
den mit EMSA bestimmten Werten (Kapitel 3.2.5). Da allerdings auch die Anzahl der Komplexe
in AFM-Aufnahmen (3.2.8) eher ein Dissoziationskonstante im niedrigen nanomolaren Bereich
vermuten lisst, spricht dies wie oben diskutiert gegen die Richtigkeit der EMSA Ergebnisse.

In weiterfiihrenden Experimenten konnten wir zeigen, dass mit FCS auch die Stéchiometrien
von Polyamid-Bindungen an DNA-Substrate mit mehreren Bindungsstellen korrekt darstellbar
sind.2%* In derselben Studie zeigten wir, dass der optimale pH-Wert fiir die Polyamid-DNA-
Bindung bei 7-7,4 liegt und dass die Art der Metallsalze im Puffer keinen entscheidenden Ein-

fluss auf die Bindungsstirke hat.
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Abbildung 59: Die zeitlichen Verldufe der Kreuzkorrelationsfunktionen der angegebenen Interakti-
onspartner.

Fir den Aufbau von grofleren Architekturen mit Polyamid-Stiitzen kénnen mehrere Stiitzen
zwischen zwei Interaktionspartnern eingesetzt werden. Dies sollte aus Griinden der Kooperati-
vitit und aus einem entropischen Vorteil''® zu einer festeren Bindung fithren. Daher wurde ein
Testsystem mit zwei Doppelstringen designt, in dem jeder Doppelstrang zwei Bindungsstellen
A bzw. B trigt. Folglich kénnen diese Doppelstringe nun durch zwei Stiitzen zusammengehal-

ten werden, was sich in einer Verbesserung der Kp von 22 nM auf 6 nM niederschlug,204

3.2.8 AFM-Aufnahmen der ternaren Komplexe

Auch wenn der Nachweis der Komplexbildung mit der Polyamid-Stiitze durch FCCS zweifels-
frei gelungen ist, sollten auch rasterkraftmikroskopische Bilder der Komplexe aufgenommen
werden. Nach anfinglichen Schwierigkeiten stabile Abbildungsbedingungen zu etablieren (siche

Kapitel 3.3), wurde eine iltere Probe noch einmal vermessen (Abbildung 60 links).
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Zusiatzlich wurden auch andere homo- und heterobifunktionale Stiitzen, mit kurzen, wie auch
mit langen Linkern untersucht. Alle Bilder zeigen einige Komplexe neben unverbundenen Rin-
gen. In Aufnahmen mit minicircles aus frihen Synthesen (Abbildung 60 links) finden sich auch
lineare Fragmente. Die stammen vermutlich daher, dass die mznicircles unter Schiitteln aus einem
Gel eluiert wurden und aufgrund dieser mechanischen Beanspruchung auseinander gebrochen
sind. Der Bindungsgrat der Ringe betrigt etwa 50 %. Fiir das rechte Bild wurde ein etwa
3-facher Uberschuss an Stiitze gegeniiber den minicircles eingesetzt, jedoch linger inkubiert (Dis-
kussion in Abschnitt 3.2.9.3).

Abbildung 60: AFM-Aufnahmen von Komplexen von DNA-minicircles mit der Polyamid-Stitze. Links
Bilder mit der heterobifunktionalen Stiitze mit langem PEG-Linker, rechts ein Komplex mit
homobifunktionaler Stiitze (2x PA-B) mit kurzem Linker.

Ein Grund fir die relativ geringe Ausbeute kénnte darin liegen, dass die zur Probenpriparation
eingesetzte Losung nicht konzentrierter als 2-5 nM sein darf, da sonst die Oberfliche mit Rin-
gen Ubersittigt wird (siche Abbildung 64 f). Damit liegt die Konzentration unter der Kp (siche
Diskussion in 3.2.9.2).

3.29 Nachteile der Polyamid-Stiitze

Mit den Polyamid-Stiitzen steht nun erstmals ein universelles System zur Verfiigung, um doppel-
stringige B-DNA sequenzspezifisch miteinander zu verkleben. Es gibt jedoch einige prinzipielle
und experimentelle Limitierungen des Konzeptes, derer man sich beim Planen von Experimen-

ten bewusst sein sollte. Diese sollen im Folgenden kurz diskutiert werden.
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3.2.9.1 Stéchiometrien ternirer Komplexe

Nach dem Massenwirkungsgesetz lassen sich die Ausbeuten einer Reaktion (z.B. Komplexbil-
dung) durch die Erhéhung der Konzentration einer oder beider Komponenten steigern. Wenn
aber keine Aufreinigung erfolgen soll ist nicht nur die absolute Menge an Komplex entschei-
dend, sondern die Ausbeute im Vergleich zu eingesetzten Spezies. Denn beispielsweise in AFM-
Aufnahmen ist es wiinschenswert, dass moglichst alle eingesetzten minicircles komplexiert vorlie-
gen. Wire einer der beiden Ringe im Uberschuss eingesetzt, kénnte man anhand der AFM-
Aufnahmen nicht mehr entscheiden, ob nun ein schlechter Bindungsgrad oder ein Uberschuss
an einem Minzcircle fir die Monomere verantwortlich sind. Bei dem Komplex aus zwei DNA-
Stringen und der Polyamid-Stitze handelt es sich jedoch nicht nur um ein binidres, sondern um
ein ternidres System, was die genaue Einhaltung der Stéchiometrien aller drei Komponenten
erforderlich macht. Dies wird in einem Gedankenexperiment deutlich, in dem der Einfachheit
halber von einer unendlich festen Bindung zwischen einem DNA-wminicircle und der entspre-

chenden Seite der Polyamid-Stiitze ausgegangen wird (siche Abbildung 61).

[Komplex]

N

O OuwO Ot 1O
1:1:1 tlp .
O = minicircle B
tlfy =pa-stiitze

> [PA-Stiitze]

Abbildung 61: Verlauf der Komplexausbeute in einem hypothetischen Titrationsexperiment (Diskus-
sion im Text)

Im Gedankenexperiment wird einer 1:1 Mischung aus minicircles A und B steigende Mengen an
Polyamid-Stiitze hinzugegeben und dabei die Ausbeute des Komplexes bestimmt. Vor der Zu-
gabe der Stiitze sind alle Ringe unverbunden (links), durch die Zugabe der Stiitze bilden sich
Komplexe. Wird jedoch die Stiitze gegeniiber den Ringen im Uberschuss zugegeben (rechts), so
werden die Bindungsstellen der minicircles durch die jeweilige Seite der Stiitzen abgesittigt und
stehen nicht mehr fiir eine Komplexbildung zur Verfiigung. Daher sinkt die Ausbeute wieder ab.
Nach diesen Uberlegungen wiire es von groBer Wichtigkeit, die exakten dquimolaren Verhiltnis-
se der Komponenten einzustellen. Leider ist dies experimentell bei den sehr kleinen Stoffmen-

gen und Volumina nicht immer optimal zu bewerkstelligen. Ahnlich wichtig sind die exakten
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dquimolaren Verhiltnisse bei der Synthese der DNA-Kacheln, die aus mehreren Einzelstringen
aufgebaut werden.”> Bei DNA-Origami entfillt diese Voraussetzung, da hier die Synthese der
Struktur an nur einem Einzelstrang als Templat erfolgt. Dadurch ergibt sich ein entropischer
Vorteil, wenn statt zwei Stringen zur Hilfte nur ein Strang voll bindet und dadurch die Faltung
des Origami bewirkt.193113 In der Konsequenz kénnen bei Origami Synthesen die staple strands in
deutlichem Uberschuss zugegeben werden (siche 1.3.4).

Moglicherweise kann in Analogie zum DNA-Origami solch ein Entropievorteil auch bei Synthe-
sen mit der Polyamid-Stiitze ausgenutzt werden, wenn zwei DNA-Stringe durch mehrere Stit-
zen zusammengehalten werden. Dies wiirde eine Zugabe von Uberschiissen an Stiitze etlauben
und den Komplex durch die Kooperativitit der Interaktionen zusitzlich stabilisieren. Leider
wurde ein solches Experiment bei den FCSS Experimenten mit DNA-Stringen mit zwei Bin-
dungsstellen fir die Stiitze nicht durchgefiihrt (siche 3.2.7), was diese These hitte erhirten kén-

nen.

3.2.9.2 Einfluss der absoluten Konzentration auf die Ausbeute

Im Gedankenexperiment oben wurde von einer unendlich festen Bindung ausgegangen. Diese
Annahme ist natirlich nicht zutreffend, da jede Komplexbildung eine Gleichgewichtsreaktion
ist, deren Lage durch eine Bindungskonstante oder Dissoziationskonstante angegeben werden
kann. Aus diesem Grund ist ein weiterer konzeptioneller Nachteil von Komplexbildungen, dass
der Bindungsgrad oder die ,,Ausbeute” des Komplexes nicht nur wie oben erortert von der rela-
tiven Konzentration (also der Stéchiometrie) der Komponenten abhingt sondern auch von
deren absoluten Konzentration.

In einer Simulation wurde der Bindungsgrad eines terniren Komplexes in Abhingigkeit zur

absoluten Konzentration der Komponenten unter folgenden Annahmen berechnet:

1) Alle Komponenten liegen in dquimolaren Verhiltnissen vor.

2) Jede der beiden Interaktionen (DNA-A mit Stiitze bzw. DNA-B mit Stiitze) habe eine
Kp von 10 nM.

3) Die mismateh-Bindung sei 100 fach schwicher (Kp= 1 pM)

In einer halblogarithmischen Auftragung zeigt die Simulation einen fiir Komplexbildungen typi-
schen sigmoidalen Verlauf (Abbildung 62). Dabei ist jedoch die asymptotische Anniherung an
den Maximalwert bei hohen Konzentrationen durch den terniren Charakter langsamer als die
Anndherung an den Minimalwert, da bei dem terniren Komplex beide Polyamid-DNA-
Wechselwirkungen glichzeitig ausgebildet werden miissen, fiir ein Auseinanderbrechen des Kom-
plexes aber schon das Losen einer Bindung ausreicht.

Auch wenn die Annahme der Kp mit 10 nM konservativ erfolgte, zeigt sich doch deutlich, dass

nur bei Konzentrationen weit iiber der Kp des ternidren Komplexes mit einem hohen Bindungs-
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grad zu rechnen ist. Diese hohen Konzentrationen sind jedoch nicht immer leicht einzustellen.
Das liegt daran, dass die Ausgangsmaterialien nicht in beliebig grolen Mengen synthetisierbar
sind, aber auch an bestimmten experimentellen Erfordernissen. So sind beispielsweise fir FCS
bzw. FCCS oder auch AFM nicht beliebig hohe Konzentrationen einstellbar, da sonst keine

Messungen moglich sind.
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Abbildung 62: Simulation der Komplexbildung zweier DNA-Komponenten mit der Polyamid-Stiitze.

So liegt eine fiir AFM-Aufnahmen giinstige Konzentration bei etwa 2-5 nM, ansonsten ist die
Oberfliche so dicht mit Ringen besetzt, dass die Unterscheidung zwischen Komplexen und
Monomeren nicht mehr méglich ist (siche Abbildung 66 ¢). Experimentell wurde dieses Dilem-
ma dadurch angegangen, dass eine konzentrierte Lésung der Komplexe erst unmittelbar vor der
Auftragung auf die Glimmer-Oberfliche verdinnt wurde. Dennoch waren auf AFM-
Aufnahmen der terniren Komplexe nie héhere Bindungsgrade als 50 % zu sehen gewesen (siche
Abbildung 60). Unklar ist jedoch, ob die Komplexe bereits in der konzentrieren Lésung diesen
Bindungsgrad aufwiesen oder ob die Dissoziation der Komplexe trotz der kurzen Inkubations-

zeit bei niedriger Konzentration zu einem nennenswerten Abfall der Komplexausbeute fiihrte.

3.2.9.3 Adsorption der Polyamid-Stiitze an Oberflichen

Ein weiteres Problem der Polyamid-Stiitzen ist, dass bei der Arbeit mit Polyamid-Stiitzen in
verdiinnten Losungen stets eine Abnahme der Konzentration auftrat. Dieser Effekt wurde nicht
beobachtet, solange PA-A oder PA-B alleine inkubiert wurden. Der Grund fiir dieses unter-
schiedliche Verhalten ist nicht ganz klar, doch wurde Adsorption als Ursache vermutet, die bei
allen Oberflichen auftrat, etwa an Plastik-Schnappdeckelgldschen aber auch an Glasoberflichen.
Dabei nahm die Konzentration innerhalb von Minuten oder weniger Stunden um die Hilfte ab
und konnte durch Vorinkubation der Reaktionsgefile mit bovinem Serum-Albumin (BSA)
nicht, mit Polyornithin zumindest teilweise verhindert werden. Hierfiir wurde zuvor ein Reakti-

onsgefil3 iiber Nacht mit Polyornithin-Losung (sieche Abbildung 65) inkubiert (0,1 mg/ml). Die-
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ser Umstand deutet darauf hin, dass eine polare Wechselwirkung mit fiir die Adsorption verant-
wortlich sein kann. Der Konzentrationsverlust war nicht erkennbar von der Art oder Linge des
verwendeten Linkers abhingig oder aus welchen Polyamiden die Stiitze aufgebaut war..

Fir Adsorption als Mechanismus spricht das Ergebnis eines Versuches der Konzentrationsmes-
sung mit zwel verschiedenen Kivetten, einer Quarzkiivette fiir etwa 60 ul Lésung und eine Mik-
rokiivette mit Spiegelaufsatz (siche Abbildung 63). Nahm bei der Quarzkiivette die gemessene
Konzentration im Laufe der Zeit schnell ab, so war die Absorption des UV-Lichts bei der Mik-
rokiivette stabil. Ein moglicher Grund fir diesen Unterschied kénnte sein, dass in der Mikrokii-
vette wegen fehlender Seitenwinde alles adsorbierte Material im Strahlengang bleibt, und damit
weiterhin das Licht absorbiert, wihrend in der Quarzkivette auch die iibrigen Seitenwinde be-
schichtet werden und damit weniger Licht absorbiert wird. Damit ndhme zwar auch in der Mik-

rokiivette die tatsidchliche Konzentration des Tropfens ab, doch wird sie nicht detektiert.

a) 60 pL Kiivette b) Mikrokivette

Spiegel
Glas

N\

6 Splegel
Glas

oD oD

Zeit —> Zeit

Abbildung 63: Vermuteter Adsorptionseffekt durch die Polyamid-Stiitze in verschiedenen Kiivetten.
a) Die Beschichtung aus einer Polyamid-Stiitzen Lésung findet an allen Oberflachen einer 60 ul Kii-
vette gleichermallen statt; die gemessene optische Dichte (OD) der Lésung nimmt ab. b) Konzentra-
tionsmessung in einer Mikrokiivette. Alles adsorbierte Polyamid bleibt im Strahlengang, daher &ndert
sich die OD nicht.

Dieser Adsorptionseffekt und damit eine iiber lingere Zeitriume nicht genau einstellbare Kon-
zentration dirfte ein weiterer Grund dafiir sein, dass die beobachteten Komplexausbeuten nicht
iber 50 % hinausgegangen sind. Denn wenn die Uberlegungen zu Stéchiometrien in Abschnitt
3.2.9.1 richtig sind, sind bei terniren Komplexen exakte dquimolare Verhiltnisse entscheidend
fiir eine hohe Ausbeute. Des Weiteren legt das Experiment zur Reversibilitit der sogar deutlich
stabileren Polyamid-Anker-Komplexbildung (Abbildung 89 in Kapitel 3.6.5) den Schluss nahe,
dass die Inkubationszeit deutlich linger als wenige Minuten sein sollte. In einem Experiment

(Abbildung 60 rechts) wurde darauf spekuliert, dass ein 3-facher Uberschuss an Stiitze (nach

88



mehreren Tagen Inkubationszeit) an die Gefilwand adsorbiert und nur jener Teil in Lésung
bleibt, der zwei DNA-minicircles komplexiert. In diesem Bild war die Ausbeute an minicircles in der
Tat vergleichbar grof3, wie in kiirzer inkubierten Vergleichsproben mit den exakten stéchiometri-
schen Verhiltnissen.

Der Effekt der Adsorption von Material an Oberflichen trat tibrigens auch bei DNA-mznicircles
auf, allerdings deutlich langsamer. Hier lag die ,,Halbwertszeit” in der GréBenordnung von Ta-
gen statt bei wenigen Stunden (vgl. Abschnitt 3.6.5). Wie dort vorgeschlagen kénnten in Zu-
kunft spezielle LoBind-Reaktionsgefille mit niedrigerer Adsorptionstendenz ausgetestet werden,
oder aber die Reaktionsgefifle mit Polyornithin vorinkubiert werden. Ein Einfluss der Polyorni-
thin-Vorinkubation auf die Konzentrationsstabilitit der DNA-Ringe wurde bislang nicht unter-
sucht. Eine andere Lésung des Adsorptionsproblems besteht darin, ein Polyamid kovalent mit
den minicircles zu verkniipfen (vgl. Abschnitt 3.6), da damit die DNA-L&sungseigenschaften

tberwiegen.

3.2.10 Bewertung und Ausblick

Ein Nachteil der Polyamid-Stiitze ist, dass zwei Komplex-Bindungen glichzeitig ausgebildet wer-
den miussen, wihrend zum Auseinanderfallen nur eine der beiden Bindungen gel6st werden
muss. Des Weiteren miissen die Stéchiometrien der Bindungspartner genau eingehalten werden.
Dieser Nachteil kdnnte méglicherweise dadurch umgangen werden, dass mehrere Stltzen fir
das Zusammenhalten zweier DNA-Einheiten eingesetzt werden. Dadurch kénnten wie bei der
kooperativen Interaktion mehrerer szicky ends bei dem Kiristallwachstum von DNA-Kacheln206-208
oder bei DNA-Origami eine robustere Bindung generiert werden, die moglicherweise auch
Uberschiisse an Stiitze toleriert.

Eine zukinftige Einsatzmdglichkeit von Polyamid-Stiitzen wire denkbar, wenn eine hypotheti-
sche DNA-Architektur oder -Maschine an einen unverzweigten DNA-Doppelstrang angeracht
werden soll. Dieser Doppelstrang kénnte moglicherweise aus einem Biologischen Kontext
stammen, was es ermoglicht, eine zukiinftige DNA-Maschine an einen Doppelstrang zu fixieren.
Mit einer oder besser mehreren Polyamid-Stiitzen wire es dariiber hinaus méglich, fertig gefalte-
te Architekturen wie DNA-#/es oder DNA-Origami miteinander zu verkleben. Die Polyamid-
Stiitze wire damit nicht ein FErsatz fir etablierte Methoden der strukturellen DNA-

Nanotechnologie, sondern eine méglicherweise niitzliche Erginzung,
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3.3  AFM von minicircles

Eine zentrale Technologie fiir diese Arbeit stellte die Rasterkraftmikroskopie dar. Weder in unse-
rem Arbeitskreis noch bei unseren Kollaborationspartnern von den Arbeitskreisen von Prof.
Wandelt oder Prof. Kolbesen war AFM von DNA etabliert; daher sollten die wichtigsten Ent-
wicklungen, Parameter und Arbeitsweisen, welche AFM zu einer extrem zuverldssigen Methode

mit kurzen Antwortzeiten haben werden lassen, in diesem Kapitel besprochen werden.

Kontakt- oder tapping-Modus?

Wie in Abschnitt 1.6.1 dargestellt eignet sich fiir die Messung weicher Proben der Zapping-Modus
eher als der Kontakt-Modus, da die dabei auf die Probe ausgeiibten Krifte geringer sind.

Beim zuerst benutzten Gerit (ehemals Molecular Imaging Inc., jetzt Agilent, PicoScan) aus der
Gruppe von Prof. Wandelt wird ein magnetisch beschichteter Cantilever durch ein unter der
Probe erzeugtes Magnetfeld zum Schwingen angeregt. Jedoch war es lingst nicht bei jeder Spitze
mbglich, eine stabile Schwingung zu erreichen. Bei den Geriten der Firma Veeco (welche unter
anderem die Arbeitsgruppen Seeman und Kolbesen verwenden) wird die Schwingung des Canti-
levers durch eine Oszillation des z-Piezos des Scankopfes oder besser durch einen im
Sondenhalter eingebauten Piezo angeregt. Bei diesen letzteren Geridten war die Anregung der
Schwingung weniger storanfillig. Aus diesem Grund und aufgrund des deutlich héheren Preises
fiir magnetisch beschichtete Sonden erscheint die mechanische Anregung iberlegen. Die oft
postulierte bessere Auflésung magnetisch angeregter Gerite konnte in eigenen Experimenten

nicht gefunden werden.

Puffer oder Luft?

DNA kann sowohl in Puffer (siche Abbildung 64) als auch getrocknet an Luft (sieche Abbildung
66) gemessen werden. Zu Beginn dieser Arbeit wurde ausschlieBlich in Puffer gemessen, da
auch die Mehrzahl der publizierten AFM-Bilder von DNA-Nanoarchitekturen in Puffer erzeugt
wurde. Messungen in Puffer haben den Vorteil, dass die DNA zu jeder Zeit in nativen Bedin-
gungen vorliegt. Des Weiteren zeigten in Puffer erzeugte Bilder manchmal einen leicht héheren
Kontrast als bei Abbildung an Luft. Durch den Phasentibergang sind Messungen in Puffer auch
weniger anfillig gegen akustische Stérungen und Schwingungen, was schnellere Scanfrequenzen
(meist problemlos bis 3 Hz pro Zeile) erlaubt. Jedoch ist ein Nachteil dieser Methode, dass der
Puffer bei lingeren Messzeiten verdampft und sich aus aufkonzentrierten Pufferlésungen sto-
rende Salzablagerungen auf der Oberfliche bildeten. Der wichtigste Nachteil der Messungen in
Puffer ist jedoch, dass die Gebrauchsdauern der Sonden sehr stark hinter Trockenmessungen
zurlickfielen. Oft ging wihrend eines Scanvorganges schlagartig die Auflésung verloren, vermut-

lich aufgrund von Fremdkérpern, die sich aus dem Puffer an die Spitze hafteten. Manchmal lie3
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sich die Spitze regenerieren (s.u.) andernfalls musste die Sonde getauscht werden. Ein weiterer
Nachteil ist, dass von den verwendeten Sonden fir den Puffer-Modus (DNP-S/ Veeco) nur
etwa jede 5. bis 10. Spitze eine befriedigende Auflésung bot, was jedoch literaturbekannt ist.103
Von den Spitzen fir den Trockenmodus (ACT/ APP Nano) war hingegen mindestens jede
zweite scharf genug, um die minicircles auflosen zu kénnen, was die Suche nach einer geeigneten
Spitze sehr verkiirzte. Des Weiteren zeigten diese Spitzen kaum Anfilligkeit gegeniiber Ver-
schmutzungen, lieBen sich hdufig regenerieren und waren damit um ein Vielfaches linger ein-
setzbar als die Sonden im Puffer. Des Weiteren konnten DNA- und Protein-Proben, welche auf
Glimmer getrocknet waren, viele Wochen ohne jeglichen Abbau oder Verschmutzung autbe-
wahrt werden. Aus diesen Griinden und aufgrund der einfacheren Probenpriparation wurden

Messungen in letzter Zeit fast ausschlieBlich an Luft durchgefiihrt.

Positivierung der Oberfliche

Um DNA mit AFM abzubilden, muss sie auf eine geeignete Oberfliche aufgebracht werden.
Fir viele Biomolekiile und auch DNA eignet sich Glimmer in besonderer Weise. Glimmer ist
ein in dunnen Plittchen erhiltliches Schichtsilikat, dessen Schichten durch Abziehen mit han-
delstiblichem Transparentklebestreifen gespalten werden kénnen, so dass fir jede neue Proben-
priparation eine saubere Oberfliche zur Verfiigung steht.

Glimmer hat jedoch eine negativ polarisierte Oberfliche, so dass die ebenfalls negativ geladene
DNA elektrostatisch abgestoflen wird, wenn die negativen Ladungen an der Oberfliche nicht
kompensiert werden. Drei Strategien sind im Verlauf dieser Arbeit ausgetestet worden, die zwar
alle bereits literaturbekannt waren, aber nach bestem Wissen noch nicht gegeneinander an sehr
kleinen DNA-Objekten und -Komplexen getestet wurden. Die erste Strategie sah eine Vorinku-
bation der Oberfliche mit Nickelchlorid vor (Abbildung 64 a). Das von Dr. Goran Rasched in
seiner Doktorarbeit erarbeitete Protokoll hat sich bewihrt,!87199.209 jedoch dauert die Proben-

vorbereitung verhiltnismilig lange; des Weiteren ist Nickel auch giftig und allergen.

Abbildung 64: AFM-Aufnahmen von minicircles in Puffer mit verschiedenen Positivierungen der
Glimmeroberfldche. Positivierung mit a) NiCly; b) MgCl,; ¢) Polyornithin.
Fiir die Probenvorbereitung benétige Stoffmengen: a) 0,1 pmol b) 0,1 pmol c) 0,001-0,01 pmol.
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Die in der Literatur am haufigsten zu findende Methode ist das direkte Auftragen der Proben in
Magnesiumchlorid-haltigen Puffern auf die Glimmer-Oberfliche und das Messen unter Puffer.
Dieses Protokoll erlaubte ebenfalls die Abbildung der winicircles (Abbildung 64 b), jedoch fielen
die Ergebnisse gerade beim Messen im Trockenen weit hinter die mit dem dritten dieses Proto-
koll erzielten Ergebnisse zuriick (siche Abbildung 66 a und c). Die Vorbehandlung der Oberfli-
che mit Poly-L-ornithin-Hydrochlorid (kurz Polyornithin, Abbildung 65) lieferte sowohl beim
Scannen unter Puffer (Abbildung 64 c) als auch an Luft (Abbildung 66 b und d) die besten Bil-

der und hat auch weitere wichtige Vorteile gegeniiber den anderen Methoden.

A,

—j Poly-L-ornithin

Br H,N

Abbildung 65: Struktur von Poly-L-ornithin-Hydrobromid (Polyornithin), welches zum Positivieren der
Glimmer-Oberfldche eingesetzt wurde.

Der erste ist die scheinbar héhere Festigkeit der Interaktion der DNA mit einer Polyornithin-
modifizierten Oberfliche, was besonders klar beim Vergleich mit Magnesium zutage tritt. In
Abbildung 64 b (einer der besten Aufnahmen aus dem Praktikum in Prof. Seemans Labor) ist
augenfillig, dass nicht alle Ringe mit gleichem Kontrast zu sehen sind. Einige der Ringe schei-
nen gleichsam durchsichtig, In anderen Aufnahmen ist ein Verschieben der Ringe durch die
Spitze zu erahnen gewesen. Dies kénnte aus einer fiir das Scannen nicht ausreichend festen
Adsorption der Ringe an die Glimmeroberfliche herrithren. Bei den Abbildungen mit Polyorni-
thin ist dies nicht der Fall. Alle Ringe haben den gleichen Kontrast und werden durch die AFM-
Spitze auch nicht verschoben. Dies kann man aus mehreren hintereinander aufgenommenen
Bildern schlieBen, in denen sich die Anzahl, relative Lage und Anordnung von Ringen gegen-
tber einem nicht verschiebbaren Fremdkérper auf der Oberfliche Gber mehrere Scanvorginge
nicht dndert.

Dieser Umstand lisst einen Azt and stick-Mechanismus wahrscheinlich erscheinen, also eine sofor-
tige und quasi irreversible Adsorption beim Auftreffen der DNA auf die Polyornithin-
modifizierte Oberfliche. Fir diesen Mechanismus spricht auch, dass in manchen Vergleichs-
Aufnahmen die Dichte von Ringen mit Polyornithin merklich tiber der ohne Polyornithin ist.
Dieser Unterschied wird besonders in Abbildung 64 deutlich, da fiir die ersten beiden Bilder
etwa 10-mal so viel Material eingesetzt werden musste um etwa die gleiche Dichte zu erzielen
wie im letzten. Aber auch in Abbildung 66 sind etwas mehr Ringe auf den Polyornithin-Bildern
zu sehen also ohne Polyornithin.

Der augentilligste Unterschied zwischen den Bildern, die unter Puffer und denen, die an Luft

aufgenommenen wurden, ist, dass die Ringe ohne Polyornithin eine Tendenz zum Kollabieren
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haben (Abbildung 66 a und c). Vermutlich sind diese Ringe durch das Abspilen mit
deionisiertem Waser und das Trocknen kollabiert, da die Form der Ringe unter Puffer nicht von
der Positivierung der Oberfliche abhingt. Damit wird das Kollabieren méglicherweise durch die

feste Interaktion mit dem Polyornithin verhindert.

ohne Polyornithin mit Polyornithin mit Polyornithin

f) 2x zoom

Abbildung 66: Einfluss von Polyornithin beim Scannen an Luft. a) und b) bzw. c) und d) sind jeweils
identische Proben, abgebildet mit derselben Spitze, jedoch erst auf einer unbehandelten Glimmer-
oberfldche, dann noch einmal auf einer mit Polyornithin vorinkubierten Oberfldche. e) und f) AFM-
Aufnahme und VergréBerung nach versehentlich zu hoch eingestellten minicircle-Konzentration.
(Kantenldngen a-e 500 nm)

Wie fest die Bindung ist, kann man auch an einem Experiment erkennen, in dem versehentlich
eine zu hohe minicircdle-Konzentration verwendet wurde (Abbildung 66 ¢ und f). Die Analyse
dieser Bilder zeigt, dass die Ringe teilweise stark deformiert vorliegen, jedoch praktisch nie tiber-
einander zu liegen kommen. Damit muss die Anziehungskraft mit der Obetfliche stirker sein
als die zur Deformation der Ringe notwendige Kraft.

Der postulierte bit and stick-Mechanismus hat aber auch Implikationen iber die Form und den
Kontrast der Ringe, also eher kosmetische Faktoren, hinaus. Wird ein Komplex aus zwei Ringen
mit abgebildet, so sollte der auf den Bildern beobachtete Bindungsgrad méglichst demjenigen in
der Losung entsprechen. Eine Assemblierung von Komplexen erst auf der Oberfliche oder
deren Zerfall nach der Adsorption kann bei den verwendeten Bedingungen nahezu ausgeschlos-

sen werden. Diese These steht damit nur scheinbar im Gegensatz zu einem berichteten Zusam-
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menbau von DNA-Strukturen aus den Einzelstringen auf einer Oberfliche,?!0 da der Zusam-
menbau in jenem Bericht bei 50°C an einer unmodifizierten Oberfliche erfolgte.

Erst ein ,,Einfrieren* von Komplexen auf der Oberfliche erlaubt also fiir viele der hier bespro-
chenen Projekte einen Riickschluss auf eine Komplexbildung in Lésung. Serien von Aufnahmen
derselben Proben mit und ohne Polyornithin (wie jene in Abbildung 66 ¢ und d) zeigen jedoch,
dass nicht nur die Abbildungseigenschaften der Ringe durch Polyornithin verbessert sind, son-
dern dass auch der Anteil an Komplexen gegeniiber Monomeren deutlich héher ist. Die Ursache
fir diesen Fund ist nicht klar, méglicherweise wird ein Komplex bei der Adsorption eines Part-
ners auseinander gerissen, der zweite Partner aber durch die niedrigere Anziehungskraft nicht
wie in Abbildung 88 ¢) in unmittelbarer Nachbarschaft adsorbiert. Dass es sich bei dem héheren
Anteil von Monomeren auf unbehandeltem Glimmer um ein falsch negatives Ergebnis handelt
und nicht die Dimere auf Polyornithin ein falsch positiver Befund sind, kann man aus alternati-
ven Methoden (FCCS, Gel) ableiten oder auch daran sehen, dass unmodifizierte Ringe auf Po-
lyornithin allein keine Wechselwirkungen zeigen.

Erst die starke Bindung von mit Polyornithin positiviertem Glimmer erméglichte vermutlich die
Abbildung der G-Quadruplex induzierten Komplexen (siche Kapitel 3.8). Hitten wir jene
Komplexe auf unmodifizierten Glimmer aufgegeben, so hitten die in hohen Konzentrationen
an monovalenten Kationen die ohnehin schon schwachen Magnesium Salzbriicken zusitzlich
abgeschirmt und die Abbildung wire vermutlich gar nicht méglich gewesen.2!! So aber waren
nicht nur monovalente Kationen, sondern selbst lingeres Absptlen der Glimmerplittchen mit
deionisiertem Wasser unproblematisch, was bei unbehandeltem Glimmer zu einer Desorption
der DNA fithren wiirde.?!!

Einen kleinen Nachteil haben positivierte Oberflichen aber dennoch. Polyornithin und auch das
verwandte Polylysin verkiirzen die Persistenzlinge von DNA. 211212 Damit erscheint es moglich,
dass die nichtzirkuldre Form von minicircles auf einigen Bildern teilweise der Interaktion mit der
Oberfliche geschuldet ist und nicht aus Fehlern oder Deformationen des Ringes selbst herriihrt.
Nach all diesen Betrachtungen stellt sich die Frage, warum praktisch alle publizierten Nanoar-
chitekturen auf unmodifiziertem Glimmer aufgenommen werden konnten. Die Antwort liegt
vermutlich in der GréBe der Strukturen. Wihrend eine DNA-Origami Einheit (ca. 8000 bp)
bereits 50-mal so viel Auflagefliche hat wie ein minicircle mit 168 bp, so erreichen 2-D-Kiristalle
aus DNA-Kacheln leicht eine 1000-fache Auflagefliche. Damit ist es deutlich schwerer, eine so
groBe Struktur zu verschieben und damit reicht schon eine geringe Anziehungskraft pro Fliche
fiir eine quasi irreversible Adsorption. Gerade bei sehr groflen dreidimensionalen Origami-
Strukturen stellt sich eher das Problem, dass die Strukturen aufgrund ihrer groflen potentiellen
Auflagefliche auf Glimmer auseinandergerissen werden und eher eine geringere Anziehungs-

kraft wiinschenswert wire (personliche Kommunikation von W. Shih).
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Prozeduren zum Schirfen oder Regenerieren der AFM-Spitze

Der wichtigste Faktor fir die Qualitit der Bilder ist eine scharfe Spitze. Es wurden mehrere
Prozeduren angewendet oder entwickelt, um Spitzen von Verunreinigungen zu befreien.

Vor dem erstmaligen Gebrauch empfiehlt Veeco, die Spitzen mit einer UV-Handlampe zu be-
strahlen. Hierfiir wurden die Spitzen auf einem Stiick Aluminiumfolie fiir 1-12 h bestrahlt. Da-
nach war der Anteil von Spitzen, die ein scharfes Bild lieferten, subjektiv héher als bei nicht
bestrahlten Sonden. Durch Bestrahlung gelang es auch einmal eine Spitze zu regenerieren, die
wihrend des Messens in Puffer unscharf geworden ist. Ein Reinigen der Sonde mit Wasser oder
Druckluft war selten erfolgreich und wurde daher auch kaum durchgefiihrt.

Eine unkonventionelle Methode zum Regenerieren von unscharfen Spitzen wurde versehentlich
entdeckt. Durch Aufsetzen der Spitze auf die Glimmer-Oberfliche konnte in etwa einem von
zwei Fillen eine wihrend einer Messung verschmutzte Spitze regeneriert werden. Dabei sank die
Laser-Intensitit am Detektor durch den stark gednderten Reflektionswinkel des Cantilevers auf
null ab. Wie in Abbildung 67 zu sehen ist, entsteht dabei ein Krater im Glimmer, doch neben
dem Krater sind minicircles in guter Auflésung zu sehen, was den Erfolg der Methode dokumen-
tiert. Vor dem Aufsetzen konnte dieselbe Spitze die minicircles kaum auflésen. Vermutlich werden

durch diese Prozedur an der Spitze anhaftende Verunreinigungen abgestreift.

Abbildung 67: Spitzen-Krater, entstanden durch ein kontrolliertes Aufsetzen der AFM-Spitze auf die
Glimmer-Oberfléche.
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3.4 LILBID-Massenspektrometrie
von Komplexen mit DNA

LILBID-Massenspektromettie (laser indnced lignid bead ionization/ desorption, Laser induzierte
Flissigkeits-Tonisation/ -Desotption) ist eine in der Arbeitsgruppe von Prof Brutschy an der
Universitdt Frankfurt entwickelte Massenspektrometrie-Methode, mit der Biomolekiile und
Komplexe besonders schonend nachgewiesen werden kénnen.?13-215 Zwar gelingt auch der
Nachweis mit ESI (Electrospray Ionisation)-Massenspektrometrie der Nachweis von nicht-
kovalenten Komplexen, doch ist dies im Standardbetrieb mit kommerziell erhiltlichen Geriten
oder bei Salzhaltigen Proben mit erheblichen Problemen behaftet.2!6 Der Hauptunterschied
zwischen LILBID und ESI ist, dass bei LILBID niedrig geladene Spezies entstehen.

Motivation fir die Kollaboration mit Dr. Nina Morgner und spiter mit Jan Hoffmann aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Brutschy war zunichst, die ternidren Komplexe mit der Polyamid-
Stiitze nachzuweisen, doch gelang dies erst nach erheblichen Verbesserungen in den experimen-
tellen Protokollen. Spiter wurde die Zusammenarbeit auf Interaktionen zwischen Nukleinsidu-

ren und Nukleinsiure-Protein-Komplexe ausgeweitet.

3.4.1 Funktionsweise

a) IR laser b) ®
Piezo %7
= Kapillare
°
c) ® d) e e)

Abbildung 68 a) Die LILBID-lonisationseinheit. b-e) Explosion eines Fliissigkeits-T6pfchens nach
Bestrahlung durch einen IR-Laser.

Die Besonderheit von LILBID-Massenspektrometrie ist eine besonders schonende und salztole-
rante lonisationsmethode. Ein Piezo-getriebener Toépfchen-Generator gibt in hoher Frequenz

kleinste (wenige pL) Flissigkeits-Tropfen ins Vakuum des Massenspektrometers ab, in dem
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diese nachfolgend mit einem intensiven IR (Infrarot)-Laser-Puls bestrahlt werden (siche Abbil-
dung 68). Durch die hohen Leistungsdichten explodieren die Flissigkeitstropfen und verdamp-
fen im Vakuum. Durch die Schnelligkeit dieses Prozesses bleiben selbst empfindliche nicht-
kovalente Komplexe weitgehend intakt. Nach dieser Ionisation und weitgehender Desolvatation

werden die Ionen mit einem Reflectron Time of Fligh+-Massenspektrometer (RE-TOF) detektiert.

3.4.2 LILBID-Massenspektrometrie von PA-DNA-Komplexen

In einem ersten Kollaborationsprojet mit Dr. Nina Morgner sollte untersucht werden, ob die
Komplexe aus den DNA-Haarnadeln und den Polyamiden, sowie der ternire Komplex aus zwei
DNA-Haarnadeln und der Polyamid-Stiitze durch LILBID-Massenspektrometrie nachzuweisen
sind. Hierfiir wurden alle Kombinationen aus den beiden DNA-Haarnadeln DNA-A und
DNA-B mit beiden Polyamiden PA-A und PA-B untersucht (siche Abbildung 69). Hierfir wur-
den die entsprechenden Komponenten in dquimolaren Verhiltnissen in Ammoniumacetat-
Puffer inkubiert und dann gemessen. Dabei zeigte sich wie erwartet, dass im watch-Fall der Peak
der Komplex stirker ausgeprigt war als der Peak der DNA allein und im mismatch-Fall die DNA

ohne Polyamid stirker zum Vorschein trat.

PA-B PA-A

DNA-B

c) d)

DNA-A

L bl I

0 sk 10k 15k 20k 5k 10k 15K 20k

m/z miz

Abbildung 69: Massenspektren von DNA-Polyamid-Komplexen. a) und d) match-Fall, b) und c)
mismatch-Fall. In den Spektren sind die Massen der DNA-Haarnadeln durch einen einfachen Balken,
die DNA-PA-Komplexe durch einem Doppelbalken markiert.

Allerdings war es in ersten Versuchen noch nicht méglich, wie erhofft auch den terniren Kom-
plex mit der DNA-Stiitze nachzuweisen.
Dies gelang schlieBlich, als damit begonnen wurde, dem Ammoniumacetat-Puffer etwa 1 mM

MgClz beizumischen. Wie in Abschnitt 3.6.1 diskutiert sind Magnesiumsalze fiir die strukturelle
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Integritit von DNA-Strukturen vermutlich von hoher Bedeutung und haben auch in der
LILBID-Massenspektrometrie zu einer besseren Detektierbarkeit von DNA Duplexen (siche

Abbildung 70) und Komplexen beigetragen.
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Abbildung 70: LILBID-Massenspektrometrie von einem 16 bp langen DNA-Duplex. a) Nur NH,OAc-
Puffer, b) NHsOAc und 10 mM NaCl, c) NH;OAc und 1 mM MgCl,. Die durchgezogene Linie zeigt die
Lage des Monomers (oder doppelt geladenen Dimers) an, die gestrichelte Linie ist bei der genauen
Masse des Dimers.

Wie in Abbildung 70 ersichtlich, war ohne die Zugabe von Metallsalzen praktisch kein DNA-
Duplex eines 16-mers nachzuweisen. Natrium erlaubte dieses zwar, jedoch war die beobachtete
Masse ein wenig zu hoch und die Peaks sehr breit. Mit Magnesiumchlorid hingegen blieben die
Peaks scharf, bei der richtigen Masse und auch der Duplex war stabil.

Es wurden zwei verschiedene Versuche mit der Polyamid-Stiitze durchgefithrt. Im ersten
(Abbildung 71 a) wurden dieselben gleich grolen DNA-Haarnadeln wie in Kapitel 3.2 bentitzt.
Zwar konnte ein Komplex aus zwei DNA-Haarnadeln und der Polyamid-Stiitze nachgewiesen
werden, doch die Sequenzspezifitit konnte dieses Experiment nicht beweisen. Dies gelang, als
die DNA-B Haarnadel um einige Nukleotide verlingert wurde. Nun war klar, wenn auch mit

schlechter Ausbeute, der Komplex aus drei unterschiedlichen Spezies nachzuweisen. Warum
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aber bei allen Experimenten auch ein Komplex aus zwei DNA-Stringen zu finden war, konnte
nicht zweifelstrei geklirt werden. Vermutlich lagen die Haarnadeln im Gleichgewicht zu ge6tt-
neten Dimeren vor. Durch vorheriges Aufschmelzen und Abkiihlen der DNA-Haarnadeln

konnte die Population der Dimere zumindest deutlich gesenkt werden.
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Abbildung 71: Komplexe mit der Polyamid-Stiitze. a) Die DNA-Haarnadeln (A /B) sind gleich grof3, b)
DNA-Haarnadel B ist ldnger. Die Komplexe sind jeweils klar nachzuweisen, jedoch sind die Ausbeu-
ten niedrig. Aus unbekannten Griinden finden sich auch Komplexe aus zwei DNA Haarnadeln

Zwar wire es auch reizvoll gewesen, einen den Komplex mit den DNA minzcircles und der Poly-
amid-Stitze nachzuweisen, doch waren zum damaligen Zeitpunkt die Syntheseprotokolle noch
sehr umstindlich und die DNA Ringe nicht in den nétigen Mengen und einer befriedigenden
Reinheit zu generieren gewesen.

Stattdessen sollte auf anderem Wege die Leistungsfihigkeit der LILBID Ionisation fiir sehr

groBle DNA-Komplexe demonstriert werden.

3.4.3 LILBID von DNA-DNA-Komplexen

Es wurden zwei Systeme designt, welche aus jeweils nur zwei selbstkomplementiren Oligonuk-
leotiden bestanden. Dadurch watren diese Oligonukleotide in der Lage, lange Polymere zu bil-
den. Die beiden Systeme unterschieden sich in der Linge der sticky ends. Das erste System war
symmetrisch aufgebaut. Es hatte jeweils 30 nt lange Uberhinge, und hybridisierte mit dem Ge-
genstrang ebenfalls auf 30 bp Linge (Abbildung 72 a). Das zweite System war asymmetrisch
und hybridisierte mit 40 bp und hatte 20 nt lange sticky ends (Abbildung 72 b).

Die LILBID-Massenspektren der beiden Systeme zeigten wie erwartet die Polymerisation der
selbstkomplementiren Paare, jedoch mit einem entscheidenden Unterschied. Wie erwartet gab
es bei dem symmetrischen Paar keine bevorzugten Abbruchlinge, da alle Interaktionen (grau

bzw. schwarz) annihernd gleich stark sein sollten.
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Abbildung 72 a) LILBID-Massenspektrum vom symmetrischen selbstkomplementédren Oligonukleo-
217

tid-Paar, b) Spektrum vom asymmetrischen Paar.
Hingegen ist im asymmetrischen Paar die schwarze Sequenz linger und damit stirker als die
graue und daher gibt es jeweils mehr Komplexe mit einer geraden Anzahl von Oligonukleotiden
als mit einer ungeraden Anzahl. Dies macht sich ein einem alternierenden Muster im Massen-
spektrum bemerkbar und zeigt, dass thermodynamisch vorhergesagt Verhiltnisse von Spezies
korrekt durch LILBID abgebildet werden. Bemerkenswerterweise sind mit diesem sehr einfa-
chen, nicht kovalenten System Komplexe bis zu einer Masse von fast 200 kDa als einfach gela-

dene Komplexe sichtbat.

3.4.4 LILBID von Plasmid-DNA

Ermutigt durch die obigen Ergebnisse sollten noch gréere DNA-Objekte gemessen werden.
Wir entschieden uns fiir kommerziell erhiltliche pUC19 Plasmide. Obwohl diese Plasmide topo-
logisch geschlossene Catenane sind und fiir ihre strukturelle Integritit eigentlich keine Salze
brauchen, waren die Spektren mit MgCly tiberraschenderweise wieder schirfer und das Signal-
Rausch-Verhiltnis besser. Es konnte gezeigt werden, dass solch grole Objekte immer noch
problemlos mit LILBID zu detektieren waren. Hierbei wurden nun vermehrt auch héhere La-
dungszustinde beobachtet (Abbildung 73).
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Abbildung 73: Spektrum des pUC19 Plasmids (2686 bp, 1.66 MDa)

3.4.5 LILBID von DNA-Protein Komplexen

In Folgeexperimenten sollte nun versucht werden, ob auch Protein-DNA-Komplexe mit so
groBBer DNA messbar sind. Als gut etabliertes Testsystem wurde NF-xB gewihlt. NF-»B ist ein
sehr weit verbreiteter spezifischer Transkriptionsfaktor, der in mehreren verschieden groflen
Varianten vorkommt. Fiir diese Experimente entschieden wir uns fiir ein P50 genanntes Protein,
welches als Homodimer mit einer subnanomolaren Kp an eine spezifische 10-11 bp lange Bin-

destelle binden kann2?18-220 und zudem kommerziell erhaltlich ist.
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Abbildung 74: Darstellung von Plasmiden mit der Bindestelle fiir NF-kB. Ein Plasmid wurde ge-
schnitten (a). In den gedffneten Vektor wurde nun ein Doppelstrang mit der Bindestelle fiir NF-kB
einligiert (b). Auf diese Weise lassen sich Plasmide jedoch nur in geringen Ausbeuten erzeugen. Da-
her wurde es in E.coli transfiziert (c) und anschlieend mit den Zellen vermehrt (d). Die Plasmide
werden durch Lyse und Extraktion aus den Zellen gewonnen (e) und standen nun in gré3eren Men-
gen zur Verfiigung. Bei der Inkubation mit den p50-Untereinheiten von NF-«B (f) sollten diese als Di-
mere an das Plasmid binden.

Um ein Plasmid mit dieser Erkennungssequenz in einem zu erhalten, wurde ein lingerer Dop-
pelstrang mit der entsprechenden Sequenz in einen Vektor einligiert und in E.co/i vermehrt

(Abbildung 74). Diese Schritte wurden von der Firma Geneart durchgefiihrt.
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Zwar war es ohne weiteres moglich, auch von diesem Plasmid LILBID-Massenspektren zu er-
halten, doch konnten keine Komplexe mit p50 nachgewiesen werden. Aus einer Simulation, in
der ein hypothetisches Spektrum des Komplexes tiber das Spektrum des reinen Plasmids gelegt
wurde, wurde der der Grund hierfir deutlich (Abbildung 75).

Die Simulation zeigt, dass gerade im Bereich mit den schirfsten Peaks und dem besten Signal-
Rausch-Verhiltnis zwischen 55 kDa und etwa 80 kDa die Peaks cines Ladungszustandes des
Plasmids mit dem Ladungszustand n+1 des Komplexes zusammenfallen. Dadurch ist es unmog-
lich, in diesem Bereich die beiden Spezies auseinanderzuhalten. Da es unwahrscheinlich ist, dass
die Komplexbildung quantitativ verlduft, kénnte dies ein Grund fiir das Scheitern jener Experi-

mente gewesen sein.
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Abbildung 75 a) gemessenes Spektrum des pGA6-Vektors. b) In rot ist ein simuliertes Spektrum der
Masse des pGAG6-Vektors und zweier angelagerter p50-Monomere dem tatsdchlich gemessenen
pGA6-Spektrum (liberlagert.

Daher wurde ein System mit kiirzeren Oligonukleotiden designt, welches zur Kontrolle auch per
FCS gemessen werden sollte. Da sich fiir FCS die Interaktionspartner einer Komplexbildung um
mindestens den Faktor 8 unterscheiden sollten, wurde der 11 bp langen NF-»B-Bindesequenz
jeweils nur 2 bp vorn und hinten angehangen, so dass ein 15-mer Duplex (mit Fluoreszenzlabel)
entstand.

Bei den FCS-Messungen zeigte sich, dass das p50-Protein der Firma Cayman (Vertrieb tber
Biozol) praktisch nicht band, sondern erst das p50 aus einer Lieferung der Firma Promega. Mit
dieser neuen Lieferung wurde der Komplex dann auch massenspektrometrisch in einem
Kompetitions-Experiment, in dem ein lingerer DNA-Doppelstrang ohne die Bindestelle zuge-
gen war (siche Abbildung 76).
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Abbildung 76 a) LILBID-MS-Spektrum der p50-Untereinheit von NF-kB. Zu einem gewissen Anteil
liegt p50 bereits als Dimer vor. b) Bindungsexperiment mit der match-DNA M und der Kontroll-DNA
ohne NF-«kB Bindestelle C.

Die Kompetitionsstudie belegte klar die Sequenzspezifitit von p50, da sich ausschlieBlich der
Komplex von 2 p50-Einheiten mit der match-DNA bildete (bei etwa 110 kDa), und kein Kom-
plex mit der Kontroll-DNA entstand (bei etwa 130 kDa). Durch einen leichten Uberschuss an
DNA gegentiber p50 war alles Protein im Komplex gebunden und lag nicht mehr frei (49 kDa)

VOft.
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3.5 Eine Rohre aus minicircles und Polyamid-Stiitzen

Abbildung 77: Schematische Darstellung einer durch Polyamid-Stiitzen zusammengehaltenen Réh-
re aus DNA-minicircles. a) Ein minicircle mit zwei Bindestellen fiir die Polyamid-Stiitzen auf der Ober-
seite und zwei auf der Unterseite. b) Geplante Selbstorganisation zu Réhren.

Aufbauend auf der Dimerisierung von zwei minicircles mit der Polyamid-Stiitze sollte versucht
werden, minicircles za Réhren zu verkleben, wobei jeweils zwei Polyamid-Stiitzen die Verbindung
zur nichsten Lage der Rohre vermitteln sollten (Abbildung 77). Aufgrund von geometrischen
Ubetlegungen und um eine hohere Stabilitit zu erhalten wiren drei Stiitzen sicherlich vorteil-
haft, doch muss fir die Einfithrung einer Bindestelle rechtwinklig zu der Torus-Ebene ein 4-
tract zumindest teilweise geopfert werden (Abbildung 78). Wegen der Bedenken, die minicircles
kénnten mit zu wenigen A-fracts nicht mehr synthetisierbar sein, wurde daher das Design mit
vier Bindestellen am Torus gewihlt. Nachtriglich betrachtet wire solch ein Ring mit wenigen
A-tracts iber eine Synthese an einem ss minzcircle Templat ohne weiteres méoglich gewesen (Ab-
schnitt 3.1.7).

Sequenzdesign
Wie in Abschnitt 3.1.6 diskutiert wurde zunichst noch eine schlechte Ligationseffizienz fir die
moderaten Ausbeuten der Ringsynthesen verantwortlich gemacht.

TS 322 a-f
5 AAA AAAAA AAAAAAINAIAMNAAAAA AAAAAA
A ABARA AGA

TS 323 a-r

A
TS 325 Bf

TS 326 y-f
5 AAAAA AAAAAAMA AAAAAMIAMIAINA AAAAA AAAAA
ACA A AA A ABIA
TS 327 y-f

Abbildung 78: Sequenz in dem bei Planungen verwendeten Farbschema. Die Bindungsstellen fiir
die Polyamide sind rot bzw. griin markiert.

Fir dieses Projekt wurde daher das erste minicircle-Design (Abschnitt 3.2.3) in mehreren Punkten
verindert. Zunichst wurden die s#ticky ends von 5 auf 10 nt verlingert, um eine héhere thermi-

sche Stabilitidt der Hybridisierung und damit mutmaBlich eine héhere Ligationseffizienz zu er-
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langen. Des Weiteren wurden die zu ligierenden Enden so angeordnet, dass sie im Torus aullen
und damit leichter fiir die Ligase erreichbar waren. Aus diesem Grund mussten die Segmente
auch unterschiedlich lang sein (Abbildung 78). Nachtriglich betrachtet scheint diese Vorsichts-
maliname unndtig zu sein, da in anderen Designs Ligationen auch innen in Tori gelangen.

Um Phosphorylierung durch die Kinase als Ausbeuten limitierenden Schritt auszuschlieBen,
wurden alle 5-Enden phosphoryliert bestellt.

Eine weitere Anderung gegeniiber dem ersten Design betraf die ,,Fiillsequenzen® zwischen den
A-tracts. Es wurden mehrere neue Fillsequenzen verwendet, die eine Fehlpaarung der Stringe
der Segmente unwahrscheinlicher werden lassen sollten. Die nachtrigliche Analyse des Designs
mit Mfold ergab, dass die beiden GCGCG-Blécke eine Haarnadel ausbilden kénnten. Diese
Haarnadel hat aber einen viel niedrigeren Schmelzpunkt als die Struktur in Abbildung 48, da die
Stimme der Haarnadel weit auseinander liegen. Zweitens liegen die beiden GCGCG-Blocke auf
zwei unterschiedlichen Oligonukleotiden und kénnten daher erst nach Ligation der Stringe eine
interne Haarnadel ausbilden. So ist erklirbar, dass diese Haarnadel kein Problem fiir die Synthe-
se darstellte.

Die letzte Anderung betraf die Bindestellen fiir die Polyamid-Stiitze. Da die Verbindung der
Ringe untereinander nun nicht mehr wie bei der Dimerisierung der Ringe in der Ebene der Tori
erfolgen sollte sondern senkrecht dazu, mussten die Bindestellen nun um 90° verschoben wer-
den. Rechnerisch sind das 2,625 nt (10,5 nt/ 4), gerundet also 3 nt. Infolge dessen wurden 3
A-tracts durch die Bindestellen ersetzt, so dass dieses Design insgesamt weniger .A-fracts bei glei-
cher RinggréBe hatte. Dies hatte zur Folge, dass in Gelen die Bande fiir die doppelte Ringgrofe
etwas stirker ausgeprigt war als die sonst sehr schwache Bande bei anderen Designs. Diese

Bande konnte sogar isoliert und per AFM abgebildet werden.

Syntheseversuche der Réhre

Fir eine Synthese der Réhre wurden die (iiber Gelelektrophorese und Elektroelution) aufgerei-
nigten minicircles in TEAMg-Puffer (siche Materialien und Methoden) mit stéchiometrischen
Mengen oder mit Uberschiissen der Polyamid-Stiitze inkubiert und per AFM abgebildet. Leider
waren bei allen Versuchen keine gréf3eren geordneten Strukturen zu sehen sondern nur einzelne
Ringe und allenfalls zu erahnende, verwischte Strukturen, die gréBer als die minicircles selbst wa-
ren. Dies wurde so gedeutet, dass die Rohren, so sie sich denn tberhaupt gebildet haben, nicht
annihernd so stabil sind, wie literaturbekannte Beispiele (Abschnitt 1.3.5). Der Vergleich des
Ansatzes hier mit anderen Ansitzen zeigt die Schwichen dieses Konzeptes auf.

Wiahrend sich bei Verbindungen mit crossovers benachbarte Helices praktisch berithren
(Abbildung 79 a), kénnen sie mit gestreckter Polyamid-Stiitze fast 4 nm weit auseinander sein
(b). Ein weiterer Grund fir die groB3e Labilitit der Rohren dirfte in der geringen Anzahl der

Verbindungen zwischen den winicircles liegen.
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a)

Abbildung 79: Vergleich zwischen einem antiparallelen crossover (a) und einem terndren Komplex
mit der Polyamid-Stiitze (b).

Wollte man das Design verbessern, so sollte die Anzahl der Verbindungen zwischen den Ebenen
auf mindestens drei erthéht und die Linker der Stiitze deutlich verkiirzt werden. Da aber die
ersten Ansitze des Réhrendesigns keine Anfangserfolge zeigten und die prinzipiellen Probleme
mit der Polyamid-Stiitze nach und nach erkannt wurden (Abschnitt 3.2.9), wurde dieses Projekt
nicht weiter verfolgt. Stattdessen sollte versucht werden, in einem Folgeprojekt eine R6hre mit

crossovers aufzubauen (3.12).
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3.6 Polyamid-Anker

Wie in Kapitel 3.2 ausgefiihrt, bietet die Polyamid-Stiitze die Méoglichkeit, unmodifizierte DNA
miteinander zu verkleben. Dieser Ansatz hat aber auch einige Nachteile (siche 3.2.9), die in ei-
nem alternativen Ansatz umgangen werden sollten. Es wurde geplant, ein Polyamid iber einen
Linker kovalent mit einem DNA-Ring zu verbinden. Ein solcher Ring hitte den Vorteil, dass es
nun nur noch eine eingebaute Sollbruchstelle gibt statt zweien bei der Polyamid-Stiitze. Ein
Polyamid, welches an einem Linker an einem viel gréfleren Oligonukleotid oder gar an einem
minicircle hingt erinnert an einen Anker an einem Schiff, doch ist ein ,,Ankern® nur in der minor
groove von DNA mit der korrekten Bindestelle fiir das Polyamid méglich.

Zu diesem Ring mit Polyamid-Anker kénnte nun ein Ring mit einer Bindestelle fiir das Polyamid
gegeben werden, so dass ein Heterodimer entstiinde. Doch bei einem solchen Ansatz missten
die Stéchiometrien wieder genau beachtet werden und zwei verschiedene minicircles designt und
synthetisiert werden. Stattdessen sollte nur ein Ring entworfen werden, der zusitzlich zum Poly-
amid-Anker selbst die Bindungsstelle trigt. Dabei muss der Linker so kurz oder die Bindungs-
stelle so weit vom Anknlipfungspunkt entfernt sein, dass es nicht zu einer Bindung des Poly-
amids an denselben Ring kommen kann. Ein solcher Ring sollte dann in entsprechenden Puf-

fern von selbst Homodimere ausbilden.

s ff v ) — )
’ ? )

a)

Abbildung 80: Das Konzept der Polyamid-Anker DNA-minicircles. a) Ein Polyamid (griiner Pfeil) soll
tiber einen Linker kovalent mit einem Oligonukleotid (blau) verknlipft und zusammen mit anderen
Strédngen in einen Ring eingebaut (b) werden. Enthélt der Ring zusétzlich eine Bindungsstelle fiir das
Polyamid (griin), sollen die Ringe dimerisieren (c).

Solch ein Ring hat drei Vorteile: Erstens muss nur ein einziger Ring designt und dargestellt wer-
den, zweitens muss die Konzentration der Ringe nicht mehr genau bestimmt und eingestellt
werden, und schlieSlich kann wie bei der kooperativen Bindung mehrerer sticky ends bei dem
Kristallwachstum von DNA-Kacheln?60-208 oder einem 3D-Kristall®? eine stirkere Bindung der
Ringe als mit nur einer Interaktion erwartet werden.

Da der Linker nicht so lang sein darf, dass der Anker an denselben Ring bindet, aber anderer-
seits auch die Frage nach der elektrostatischen Abstoflung eines solchen Komplexes im Raum
stand, sollen hier ein paar allgemeine Betrachtungen vorangestellt werden, die beim Design des

Linkers eine Rolle gespielt haben.
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3.6.1 Elektrostatischen AbstoBungen in DNA-Nanoarchitekturen

Bei dem ersten Design der Polyamid-Stiitze wurde ein méglichst langer Linker gewiéhlt, um eine
Komplexbildung trotz der elektrostatischen AbstoBBung zweier DNA-Doppelstringe zu ermog-
lichen. Doch ist ein solch langer Linker iiberhaupt notig?

Schon bei der Hybridisierung von zwei Finzelstringen zu einem Doppelstrang wirken die Ab-
stoBungen der Ladungen der Phosphatriickgrate den Watson-Crick-Basenpaarungen entgegen
und miissen durch Salze kompensiert werden. Dieser Zusammenhang findet sich in der starken
Salzabhingigkeit der Schmelztemperaturen von DNA wieder. In vielen Modellen zur Voraussa-
ge von Schmelzpunkten!?5221.222 flief3t daher die Salzkonzentration als Parameter ein, wobei ein
héherer Salzgehalt zu einer hoheren Schmelztemperatur fithrt. Es ist aber auch bekannt, dass
nicht alle Salze die Phosphatladungen gleich gut abschirmen. So hat etwa Magnesium eine deut-
lich stirker stabilisierende Wirkung als Natrium.

Wie aber verhalten sich zwei DNA-Doppelstringe in nichster Nahe zueinander? In zahlreichen
DNA-Nanoarchitekturen wie DX #/es oder DNA-Origami (siche Abschnitt 1.3) kommen sich
auch die DNA-Doppelstringe bis auf Bruchteile eines Nanometers nahe. Man kann einwenden,
dass diese Architekturen immer noch durch Watson-Crick-Basenpaarungen zusammengehalten
werden und dass diese die noch vorhandene AbstofSung kompensieren. In Simulationen wurde
aber gefunden, dass die nichste Nachbarschaft von zwei DNA-Doppelstringen sogar energe-
tisch begiinstigt sein kann, wenn divalente Kationen wie Magnesium in der Lésung vorhanden
sind.?? Die attraktive Wirkung der beiden Stringe entsteht laut der Studie dadurch, dass die
Magnesiumionen sich zwischen die Phosphatreste der beiden Doppelstringe einlagern und sie
so zusammenbhalten (siche Abbildung 81 b). Die stabilisierende Wirkung tritt schon bei 100 mM
MgCl, auf, wohingegen monovalente Kationen selbst bei héheren Konzentrationen kaum eine
Stabilisierung bewirken.

Andere Studien geben sogar Hinweise darauf, dass monovalente Kationen einen destabilisieren-
den Effekt haben. So ist die korrekte Faltung von DNA zu 3D-Origami nur unter Zugabe von
Magnesiumchlorid méglich, wird aber durch Natriumchlorid teilweise gestort.102 In einem ande-
ren Bericht wird jedoch eine geringe Menge an Natriumchlorid gleichzeitig mit Magnesiumchlo-
rid zur Bildung gespannter dreidimensionaler Architekturen eingesetzt.!?! Doch stellt der letzt-
genannte Bericht eine Ausnahme dar; die iberwiltigende Mehrheit der Nanoarchitekturen wur-
de ausschlieflich in magnesiumhaltigen Puffern hergestellt.

Die stabilisierende Wirkung von multivalenten Kationen auf die Packung von DNA kann so
weit gehen, dass DNA kondensiert (Abbildung 81 c). Dieses Phinomen kann nach meinem
Kenntnisstand experimentell jedoch nur bei Salzen mit héherer Ladung als zwei gefunden wer-
den, wie zum Beispiel bei Ni** oder Spermin.??42%5 Auch in eigenen Experimenten erfolgte
durch den Zusatz von Mg?* oder Ca?* in hohen Konzentrationen keine Aggregation von DNA-

minicircles auf AFM-Bildern (Daten hier nicht gezeigt).
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Abbildung 81 a) Effektive Kraft gegen den Abstand der Achsen zweier DNA-Doppelstrdange. Die Kur-
ve in blau ist bei 0,3 M NaCl berechnet, die rote Kurve mit 1 M MgCl,. b) Modell der Verbriickung von
Phosphaten (rot) zweier DNA-Doppelstrénge mittels Magnesiumionen (griin).?>® ¢) AFM-Aufnahme

einer Kondensation von DNA bei Zugabe von Spermin. Links ist nicht kondensierte DNA zu se-
224,225

hen
Die Abschirmung der negativen Ladung der DNA spielt iibrigens auch eine wichtige Rolle beim
Aufbringen der DNA auf die negativ geladene Glimmeroberfliche fir AFM-Aufnahmen (siche
Kapitel 3.3).

3.6.2 Design des Polyamid-Anker-minicircles

Die obigen Betrachtungen beriicksichtigend, erscheint der Linker im ersten Design der Poly-
amid-Stitze (Abschnitt 3.2.2) linger als n6tig. Um ein Polyamid an ein Oligonukleotid anzu-
kniipfen, kénnte man das Polyamid vor der DNA-Synthese an einen Nukleotid-Baustein konju-
gieren und ihn als Phosphoramidit fur die Oligonukleotid-Synthese einsetzen. Dieser
prisynthetische Ansatz hitte aber den Nachteil, dass viele Milligramm eines entsprechenden
Polyamids fiir die Synthese eingesetzt werden miissten. Doch stand diese Menge zum einen
nicht in ausreichender Reinheit zur Verfiigung, zum anderen ist nicht bekannt, ob die Polyamide
mit den Bedingungen der DNA-Festphasensynthese kompatibel sind. Deshalb sollte das Poly-
amid postsynthetisch an die DNA gekuppelt werden.

Fir postsynthetische Kupplungen an einer internen Position eines Oligonukleotids sind ver-

schiedene Arten von modifizierten Oligonukleotiden kommerziell erhiltlich. Eine Standardme-
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thode ist die Kupplung an eine Aminogruppe, welche iber einen (CHz), (kurz C2)- oder einen

C6-Linker mit einem Thymidin verbunden ist.

- I

kleine Furche

PA-A

bindet kleine Furche
der Bindungsstelle

Abbildung 82: Ankniipfung eines Polyamids (rechts) (iber einen Linker an ein Thymidin (Thymine
sind rot eingeférbt). Hier ist gréBenrichtig ein Ausschnitt des hybridisierten Syntheseproduktes aus
Abbildung 85 dargestellt. Die intrinsische Kriimmung des A-tracts ist lbertrieben in orange einge-
zeichnet.

Die Stelle, an der das Amino-modifizierte T in der Sequenz eingefiigt werden sollte, wurde an-
hand des in Abschnitt 3.1.2 diskutierten Modells ermittelt. In 5°-3° Richtung betrachtet, wurde
das dritte T eines .A-#racts fiir die Modifikation ausgewihlt (siche Abbildung 82). Die Flexibilitit
des Linkers ldsst aber auch eine Modifikation der benachbarten T denkbar erscheinen. In einem
Doppelstrang ragt das Polyamid damit in die grof3e Furche der DNA.

Geometrische Abschitzungen am Computermodell von DNA lieBen eine Linkerlinge von min-
destens einem Nanometer als ideal erscheinen. Deshalb sollte die Kupplung an ein C6-Amino-
modifiziertes T, oder an einem C2-Linker durch einen zusitzlichen Crosslinker erfolgen (Ab-
schnitt 3.6.3).

Die Wahl, welches der beiden bereits synthetisierten Polyamide eingesetzt werden sollte, fiel aus
zwei Grinden auf PA-A. Erstens bindet das imidazolreiche PA-A stirker an seine Bindungsse-
quenz als PA-B an die seine. Dies ist beteits aus Experimenten der Gruppe um Dervan bekannt,
zeigte sich aber auch in den vorausgegangenen Oberflichenplasmonresonanz-Bindungsstudien
(Abschnitt 3.2.4) und in den oben beschriebenen LILBID-MS-Experimenten (Abschnitt
3.4.2).226 Allein die FCS- und FCCS- Experimente kamen aus ungeklirten Grinden zu dem
gegenteiligen Ergebnis (Abschnitt 3.2.7). Trotz letzterer Experimente erscheint die festere Bin-
dung von PA-A aufgrund von zwei zusitzlichen Wasserstoffbriickenbindungen, welche von den
zwei zusitzlichen Imidazolbausteinen ausgebildet werden kénnen, plausibel. Der zweite Grund
fir die Wahl von PA-A war, dass das Sequenzdesign eines minicireles mit einer Bindungsstelle fir
das PA-A ecinfacher ist als fiir PA-B, da die Generierung der zur Sequenzspezifitit erwiinschten
doppelten mismatch an den Rindern der A-#racts nur durch wenige Sequenzen mdoglich ist (vgl.
Diskussion in Abschnitt 3.1.9.1).
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Das gewihlte Sequenzdesign des minicircles (Abschnitt 4.6) entspricht nicht in vollem Umfang
den in Abschnitt 3.1.9 aufgestellten Kriterien fiir ein gutes Design. So wurden die szicky ends mit
20 nt so lang gewihlt, dass deren Schmelzpunkte in die Nihe der Schmelzpunkte der Segmente
ricken. Des Weiteren sind mehrere GCGCG- und CGCGC- Blocke zwischen den A-tracts ein-
gefiigt, welche sehr stabile Sekundarstrukturen bilden. Der (iiber den IDT OligoAnalyzer 3.1)
errechnete Schmelzpunkt von einem der Oligonukleotide (TS 459) betrug 86°C. Dennoch lieBen
sich anders als im Design von Abbildung 48 die Ringe mit immerhin bis zu 9 % Ausbeute dar-
stellen. Das nicht optimale Design ist vermutlich mit dafiir verantwortlich, dass anders als in
neueren Designs eine Aufreinigung der minicircles zwingend erforderlich war; anderenfalls waren

auf AFM-Aufnahmen kaum Ringe, sondern fast nur lineare Fragmente zu sehen.

3.6.3 Konjugation eines Polyamides an ein DNA-Oligonukleotid

Es gibt uniiberschaubar viele verschiedene Moglichkeiten, um Molekiile mit DNA zu verkniip-
fen.?7 Im Zuge dieser Arbeit sind verschiedene Kupplungsméglichkeiten untersucht worden,
von denen eine Auswahl hier besprochen werden soll.

Zu den gingigsten Bindungskniipfungen in der Biokonjugation gehdren die Bildung eines Pep-
tids mit einer Sdure und einem Amin, die Kupplung eines Thiols an ein Maleimid und die Kupp-
lung eines Amins an ein Isothiocyanat. Da das fir die Kupplung einzusetzende Oligonukleotid
in einen Ring eingebaut werden sollte, musste die Modifikation an einer internen Position eines
Oligonukleotids erfolgen. Damit schied fiir dieses Projekt die Kupplung tber ein Thiol aus, da
nur terminal Thiol-modifizierte DNA erhiltlich ist, und die Kupplung iiber Amino-modifizierte

DNA die erschien so als vielversprechendste Variante.

Kupplung iiber Crosslinker

Eine besonders einfache Verknipfung von Molekilen versprechen kommerziell erhaltliche
Crosslinker, die zwei funktionelle Enden tragen. Da sowohl PA-A als auch das Oligonukleotid
Amino-modifiziert waren, wurden ein Linker auf Imidoester-Basis (DMS =
Dimethylsuberimidat, Abbildung 83) und zwei Linker mit NHS (IN-Hydroxysuccinimid) -Estern,
BS? (Bis(sulfosuccinimidyl)suberat) und DSS (Disuccinimidylsuberat) ausgetestet. Die Kupplung
mit den erwihnten Crosslinkern fithrt schlieBlich zur Entstehung von Peptiden.

Da von den Polyamiden gréfere Stoffmengen als von den teuren modifizierten Oligonukleoti-
den zur Verfiigung standen, sollte zundchst versucht werden, die Crosslinker ans Polyamid zu
kuppeln, das Kupplungsprodukt aufzureinigen und dieses nachfolgend zur Amino-modifizierten
DNA zu geben. Zwar kuppelten sowohl BS? als auch DMS in wissrigen Puffern an das Poly-

amid, doch nach Aufreinigung mittels HPLC ergab die massenspektrometrische Analyse, dass

sowohl der Sulfo-NHS Ester als auch der Imidoester hydrolysiert waren.

111



NH,CI NaO,S. O o Q_SO,Na o 0°
/071/\/\/\)1\0/ g(l:l\ JK/\/\/\(O'N N'O\(\/\/\)LO‘N
(®) o) o)

NH,CI 0
o) 0 0
DMS BS? DSS
e T
¢ H AW H
HBTU HOBt EDC

Abbildung 83: Auswahl von zu Kupplungsversuchen verwendeten Crosslinkern (oben) und Kupp-
lungsreagenzien (unten).

Der Crosslinker DSS ist in Wasser kaum 16slich, daher wurde er in DMF (Dimethylformamid)
ans PA gekuppelt. Das Kupplungsprodukt konnte mittels HPLC-aufgereinigt werden, jedoch
gelang eine Kupplung ans Oligonukleotid nicht. Moglicherweise wat in der Kupplungsreaktion
der pH-Wert zu hoch oder der Succinimidyl-Rest wurde schon vor der Reaktion, méglicherweise
beim Entfernen der Losungsmittel hydrolysiert. Auch konnte - weil nicht mehr Ausgangsmateri-
al zur Verfiigung stand - nur ein etwa 10-facher Uberschuss des modifizierten Polyamids einge-
setzt werden. In anderen Kupplungsreaktionen (wie der mit dem Isothiocyanat) wurde meist
erst bei hoheren Uberschiissen eine Kupplung beobachtet.

Der umgekehrte Weg, die Kupplung von Crosslinkern an DNA, ist auch méglich, wie HPLC-
MS-Analysen der Reaktionen ergaben. Bei diesen Reaktionen mussten 100-1000-fache Ubet-
schisse fir eine erfolgreiche Kupplung eingesetzt werden. Durch die sehr dhnlichen HPLC-
Retentionszeiten der Amino-modifizierten DNA und des Kupplungsproduktes mit dem Cross-
linker war eine Aufreinigung jedoch nicht méglich. Dass anders als bei einer Kupplung ans Poly-
amid groBe Uberschiisse an Kupplungsreagenz eingesetzt werden miissen spricht dafiir, dass die
Aminogruppe am Oligonukleotid weniger reaktiv als die am Polyamid ist.

Es konnte jedoch in Zusammenarbeit mit Dr. Martin Koeppel ein Protokoll von Timo Mack
adaptiert werden, in dem erst die Amino-modifizierte DNA mit einem 100-fachen Uberschuss
an in DMSO (Dimethylsulfoxid) geldstem DSS-Crosslinker in wissrigem Puffer umgesetzt wur-
de. Die Uberschiisse an DSS wurden nach nur zwei Minuten Kupplung iiber eine Gelfiltrations-
sdule entfernt und sofort das zu kuppelnde Polyamid zugegeben. Durch diese Prozedur wurde
ein neues Produkt erhalten, welches jedoch aufgrund des zum Zeitpunkt des Versuches nicht
zur Verfugung stehenden HPLC-MS-Gerites nicht identifiziert werden konnte. Dieses Produkt
hatte jedoch fast die gleiche Retentionszeit wie das Isothiocyanat-Kupplungsprodukt, dessen
Nachweis bereits gelungen war (s.u.) und ist vermutlich das gewiinschte Kupplungsprodukt

gewesen.
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Kupplung iiber Peptidkniipfung

Eine direkte Kupplung von zwei Komponenten, also ohne die Verwendung von Crosslinkern,
ist prinzipiell auch méglich. Die Kupplung kann zum Beispiel in Form einer Peptidkniipfung
mit diversen Kupplungsreagenzien erfolgen.

EDC (1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimid Hydrochlorid, Abbildung 83) ist ein was-
serlgsliches Carbodiimid, welches haufig als Kupplungsreagenz in der Biokonjugation eingesetzt
wird.??” EDC kann beispielsweise eine chemische Ligation vermitteln (siche Abbildung 97). Ein
Versuch (TS 559) der Kupplung nach einem Protokoll von Viladkar e# a/228 mit groBen Uber-
schissen an EDC zwischen einem Bernsteinsiure-modifizierten Polyamid und Amino-
modifizierter DNA zeigte im HPLC-Chromatogramm die Bildung eines neuen Produktes. Die
Retentionszeit dieses Produktes entspricht derjenigen, die spiter fiir das Thioharnstoff-
Konjugat ermittelt wurde (s.u.). Der massenspektrometrische Nachweis des Produktes gelang
jedoch nicht. Méglicherweise lag dies jedoch an den damals gravierenden technischen Proble-
men mit dem Massenspektrometer und nicht an einem gescheiterten Versuch.

Eine Umsetzung eines Polyamides mit Sdurefunktionalisierung zum NHS-Ester gelang in DME,
auch konnte der NHS-Ester massenspektrometrisch nachgewiesen werden, doch gelang die
Kupplung an die DNA nicht. Vermutlich bildete sich ein Dimethylamin-Kupplungsprodukt
durch die Hydrolyse von DMF (s.u.) oder die Hydrolyse des NHS Esters ging zu schnell von-
statten, da ein Puffer, der basischer als pHS8 war, eingesetzt wurde.

Das Natriumsalz von DNA ist aufler in DMSO (Dimethylsulfoxid) praktisch nicht in organi-
schen Losungsmitteln 16slich. Sollen dennoch Reaktionen in organischen Losemitteln dutchge-
fihrt werden, so kann man die DNA zunichst als lipophiles Dodecylammonium-Salz austil-
len.!8¢ Eine Kupplung von so umgefillter Amino-modifizierter DNA mit einem Bernsteinsdure-
modifizierten PA-A gelang jedoch auch mit einer DMF und HOBt-HBTU-Mischung nicht.
Unter denselben Bedingungen konnten Polyamid-Komponenten jedoch verkniipft werden. Wa-
rum dies mit DNA nicht gelang ist unklar. Mit den gleichen Kupplungsreagenzien scheiterte
auch ein Kupplungsversuch in DMSO. Das HPLC-Chromatogramm zeigte zwar einen neuen

Peak, jedoch war die Masse dieses Produktes identisch mit dem unmodifizierten Oligonukleotid.

Kupplung iiber Isothiocyanat

NH,* N=C=8

L 1) CS2, DIEA
:!é: 2)TsCl |!§:
—_—
* (DMF, RT, 1h *
a) b)

Abbildung 84: Darstellung eines Polyamid-Isothiocyanates (b) aus PA-A (a) nach Lit?®.
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Die im Rahmen dieser Arbeit am hiufigsten erfolgreich durchgefiihrte Synthese — und die einzi-
ge, bei der die Entstehung des Kupplungsproduktes massenspektrometrisch belegt werden
konnte - war eine Kupplung des Polyamids als ein Isothiocyanat. Viele Fluoreszenzfarbstoffe
sind ebenfalls als Isothiocyanate kommerziell erhiltlich.

Eine Konvertierung primirer Amine ins entsprechende Isothiocyanat gelingt nach einer neuen
Syntheseroute?? schnell und mit hohen Ausbeuten in einer Eintopfreaktion mit CS; und para-
Toluolsulfonylchlorid (siche Abbildung 84).

Hrzl
P
HNZ

NH

a) b) c)

N=C=S HN
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5'- e GATTTTTCGC e TACCGG -3’ + — =
(Bindestelle) ‘_m /-\

Abbildung 85: Kupplung eines Amino-modifizierten DNA-QOligonukleotides (a) mit dem Isothiocyanat
von PA-A (b) zu einem PA-DNA-Hybrid.

Nach dieser Vorschrift gelang auch die Darstellung des Isothiocyanates des Polyamids schnell
und in hohen Ausbeuten. Das Entfernen der Lésemittel sollte jedoch unter Kithlung oder durch
Lyophilisieren erfolgen, da das Isothiocyanat hydrolyseanfillig ist (s.u.).

Dieses Isothiocyanat sollte nun an das Amino-Oligonukleotid gekuppelt werden (Abbildung 85).
Wie in den vorigen Kupplungsversuchen mit Crosslinkern wurde das Isothiocyanat zunichst in
DMF gel6st und zum Amino-Oligonukleotid gegeben. Nach zahlreichen vergeblichen Kupp-
lungsversuchen wurde ein Produkt isoliert, dessen Masse exakt einem Dimethylamin-
Kupplungsprodukt des Isothiocyanates entspricht (Abbildung 86 a).

DMF ist zwar das Standardldsungsmittel in der Chemie der Dervan-Polyamide; es wurde sowohl
in der Festphasensynthese der Polyamide selbst als auch fiir nachtrigliche Modifikationen wie
Fluoreszenzmarkierung und zur Synthese der Polyamid-Stiitze erfolgreich eingesetzt. Doch in
Gegenwart von wissrigen, leicht basischen Lésungen scheint DMF Dimethylamin freizusetzen.
Dieses Dimethylamin ist nukleophiler als die eigentlich zur Kupplung vorgesehenen primiren
Amine und stammt aus dem Lésungsmittel, wodurch es in groflen Mengen nachgeliefert werden
kann. Dadurch entstanden vermutlich wie in Abbildung 86 a) mit allen Elektrophilen Dimethy-
lamin-Kupplungsprodukte und nicht das gewiinschte Konjugat.

Zurickblickend betrachtet und nach der erneuten Auswertung alter Experimente diirfte diese
Verunreinigung mit Dimethylamin ein Hauptgrund fiir das Scheitern von vielen Kupplungsver-
suche sein, da die Polyamide meist in DMF gelGst zugesetzt worden sind. Dieser Effekt ist erst
nach zahlreichen erfolglosen Kupplungsversuchen entdeckt worden, da die hohen Uberschiisse
der Polyamide und Kupplungsreagenzien meist durch Gelfiltrationssaulen abgetrennt wurden,

um die HPL.C-Saulen nicht zu belasten.
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Abbildung 86: HPLC-Chromatogramme (DNA-Gradient) von a) einer missgliickten Kupplungsreakti-
on in Puffer/ DMF, bei der ein Dimethylamin-Kupplungsprodukt entstand, b) einer bei pH 11 inkubier-
ten Polyamid-Isothiocyanat-Lésung und c) einer Kupplung, bei der ein PA-DNA-Konjugat (rot) ent-
stand.

Aufgrund des Problems mit Dimethylamin wurde in folgenden Experimenten auf DMF als
Losungsmittel verzichtet, wodurch auch keine Dimethylamin-Kupplungsprodukte mehr beo-
bachtet werden konnten. Wie sich zeigte, waren die Polyamide auch problemlos in Wasser 16s-
lich. Nach Eliminierung dieser Fehlerquelle wurden die Bedingungen fir die Kupplung opti-
miert. Als erster Parameter wurden verschiedene pH-Werte getestet.

Ein leicht basischer pH-Wert ist fiir die Kupplung vorteilhaft, da dadurch ein héherer Anteil der
Amino-Komponente (hier der modifizierten DNA) deprotoniert vorliegt und somit als Nukleo-
phil agieren kann. Andererseits sind Isothiocyanate im Basischen hydrolyseanfillig, Bei einer
Inkubation des Isothiocyanates bei pH 11 (Abbildung 86 b) hydrolysierte es innerhalb von Mi-
nuten zu grof3en Teilen zum Amin. Dieses konnte nun an noch vorhandenes Isothiocyanat kup-
peln und es entstand eine Polyamid-Stiitze mit Thioharnstoff-Linker. In einer Reihe von Versu-
chen wurde ermittelt, dass das Isothiocyanat bis pH 9 ausreichend hydrolysestabil ist.

Als weitere Parameter wurden in parallelen Ansitzen unterschiedliche Temperaturen und Lo-
sungsmittelzusitze ausgetestet. Den hochsten Umsatz zeigte eine Kupplung bei 50°C und Zu-
gabe von 50 Volumenprozent Acetonitril zum Borat-Puffer bei pH 8,5 (Abbildung 86 b). Ohne
einen Zusatz von organischen Lésungsmitteln (DMSO oder Acetonitril) war der Umsatz niedri-

ger, ebenso wenn bei Raumtemperatur gekuppelt wurde. Bei Reaktionen ohne den Zusatz eines
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organischen Losungsmittels wurde teilweise eine Triibung der Reaktionslésung beobachtet.
Diese beiden Beobachtungen sprechen fiir ein Loslichkeitsproblem der Polyamide im Basischen.
Aber auch nach der HPLC-Aufreinigung des Kupplungsproduktes und Einengung zur Trockne
gab es beim Wiederauflésen des DNA-Polyamid-Hybrides in reinem Wasser vermutlich ein
Loslichkeitsproblem, da die gemessene Konzentration des Kupplungsproduktes nach dem Wie-
derauflgsen teilweise eine Gréflenordnung unter der laut Integral des HPLC-Chromatogramms
zu erwartenden Konzentration lag. Eine Moglichkeit dieses Problem zu umgehen ist, die Probe
nach der HPLC-Aufreinigung nicht vollstindig zu trocknen, sondern stattdessen eine
aufkonzentrierte Losung zur Synthese der minicircles einzusetzen. Dies gelingt entweder durch
eine Membran-Mikrozentrifugation oder Einengung tiber Butanolextraktion mit anschlieBender
Natriumacetat-Ethanolfillung,

Die Masse des Kupplungsproduktes wurde tiber HPLC-ESI-MS nachgewiesen. Bei manchen
erfolgreichen Kupplungen wurden zusitzlich zur korrekten Masse eine um 16-18 Da zu niedrige
Masse gefunden. Moglicherweise ist diese Massendifferenz dadurch zu erkliren, dass im leichte-
ren Produkt der Thioharnstoff zum Harnstoff hydrolysiert war.

Ungliicklicherweise war auch die Kupplung mit Isothiocyanat nicht immer zuverlissig reprodu-
zierbar. Bei der nachtriglichen Analyse verschiedener Kupplungsversuche zeigte sich, dass die
Kupplung nur dann erfolgreich war, wenn das Isothiocyanat lingstens 2 Wochen vor der Reak-
tion dargestellt wurde, selbst wenn es in trockenem Zustand und tiefgefrorenen gelagert wurde.
Eine massenspektrometrische Analyse eines mehrere Monate alten und nach HPLC-MS-Analyse
zuvor sauberen Polyamid-Isothiocyanates zeigte verschiedene nicht niher identifizierte Zerfalls-
produkte und kaum Ausgangsmaterial. In einem anderen Fall war schon beim Entfernen der
Losungsmittel in der Vakuumzentrifuge ein nennenswerter Anteil zerfallen. Eine schonendere

Einengung kénnte bei 4°C moglich sein oder durch Lyophilisieren gelingen.

Diskussion der Kupplungsversuche

Fir das Scheitern vieler Kupplungsversuche gibt es meiner Ansicht nach diese Hauptursachen:

1) Dimethylamin-Kontamination aus der gleichzeitigen Verwendung von DMF und ba-
sischem Puffer (s.0.)

2) Vorzeitige Hydrolyse der Crosslinker durch zu basischen pH-Wert der Kupplungsre-
aktion oder Hydrolyse wihrend der Aufreinigung

3) Misslingen des massenspektrometrischen Nachweises von méglicherweise erfolgrei-
chen Kupplungen

4) Zu geringe Uberschiisse an Kupplungsreagenz/ Crosslinker

5) Rasche Zersetzung des Isothiocyanates (s.0.)
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ad 2) Bei den Kupplungen wurden meist Puffer mit pH-Werten von 8 und zum Teil weit darii-
ber verwendet. Zwar liegt der pKs-Wert primirer Amine bei 9-10, d.h. bei einem neutralen
pH-Wert liegt weit mehr als die Hilfte des Amins protoniert vor, doch wird der reagierte Anteil
durch das Gleichgewicht nachgeliefert und so kénnen Kupplungen auch bei neutralem bis leicht
basischen pH-Wert gelingen. Entscheidender als der nicht protonierte Anteil des Amins scheint
cher die Hydrolyseempfindlichkeit der Aktivester zu sein. Nach Hermanson®?7 ist ein pH-Wert
von 8,5 fiir NHS-Ester schon zu basisch, da sie bei diesem pH-Wert nur noch eine Halbwerts-
zeit von 2 Minuten haben. Stattdessen miissen die Kupplungen mit NHS-Estern bei etwa pH
7,5 durchgefithrt werden. Auf eine Aufreinigung nach Reaktionen mit Crosslinkern kann ver-
zichtet werden, wenn Uberschiisse an Crosslinkern, wie oben beschrieben, durch Gelfiltration
entfernt werden und die Umsetzung mit einem Amin sofort angeschlossen wird.

ad 3) Aus nicht geklirten Griinden gelang der Nachweis von Kupplungsprodukten mit DNA in
dieser Arbeit ausschlieBlich tber HPLC-ESI-MS, iber MALDI-MS (Matrixassistierte Laser-
Desorption) hingegen nicht. Moglicherweise waren die zur Analyse eingereichten Proben zu
verdiinnt oder nicht sauber genug. Leider stand das HPLC-MS-Gerit wegen technisch bedingter
Ausfallzeiten oder durch Belegung von anderen Arbeitskreisen fiir weite Teile der Zeit, in denen
Kupplungsexperimente durchgefiihrt wurden, nicht zur Verfligung. Dadurch sind einige mogli-
cherweise erfolgreich verlaufene Reaktionen unerkannt geblieben.

ad 4) Bei Kupplungsexperimenten mit DNA scheint der Grundsatz ,,viel hilft viel zu gelten.
Erfolgreiche Kupplungen etfolgten oft erst bei 100- oder gar 1000-fachen Uberschiissen des
Isothiocyanates, von Crosslinkern oder Kupplungsreagenzien. Anscheinend ist die Aminogrup-

pe an der DNA weniger reaktiv als andere Aminogruppen.

Weitere Kupplungsversuche, etwa iiber ,,Click-Chemie® wurden in der Diplomarbeit von Julie

Thevarpadam in Zusammenarbeit mit Tatjana St663 und mir unternommen.?3

3.6.4 Synthese des Polyamid-Anker-DNA-minicircles

Die Synthese des Polyamid-Anker-minicircles erfolgte durch Hybridisieren eines nach der HPLC-
Aufreinigung nicht vollstindig eingeengten DNA-Polyamid-Hybrides mit 5 weiteren Oligonuk-
leotiden (siche Abbildung 87 a), welche anschlieBend ligiert wurden. Nichtzirkulire Liga-
tionsprodukte wurde enzymatisch entfernt und die minicircles Gber ein PCR-Isolationskit isoliert.

Den aufgereinigten Polyamid-Anker-mznicircles wurde bei méglichst hoher finaler Konzentration
ein magnesiumhaltiger Puffer zugesetzt und mehrere Stunden inkubiert. Die Ringe wurden an-
schlieBend fur AFM-Aufnahmen frisch verdinnt. Die AFM-Bilder zeigten eine sehr hohe An-
zahl an Dimeren, wihrend andere Arten von Komplexen oder Monomere selten zu sehen waren

(siche Abbildung 88 a-g). Eine weitere Aufnahme von den mehrere Stunden bei ca. 3 nM End-
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konzentration inkubierten minicircles zeigte einen unverindert hohen Anteil an Dimeren. Dies
lie3 den Schluss zu, dass die Komplexe entweder sehr langsam zerfallen oder dass sie auch bei
dieser niedrigen Konzentration thermodynamisch stabil sind. Das hie3e, dass auch die Dissozia-
tionskonstante deutlich unter 3 nM liegen muss und dass damit die neuen Anker-minicircles min-
destens eine GroBenordnung stabiler sind als der durch Polyamid-Stiitze zusammengehaltene

Komplex.

1. Ligase

2. Exonuklease

+ Puffer c) ){/ /
+ Mg?* \ /

Abbildung 87: Darstellung des Polyamid-Anker-minicircles (b) aus dem Polyamid-DNA-Hybrid und 5
weiteren Oligonukleotiden (a). Die Bindungsstelle des Polyamides ist griin eingeférbt. Erst bei Zuga-
be von magnesiumhaltigem Puffer zu den minicircles bilden sich Homodimere (c).

b)

Die thermodynamische Stabilitit konnte in Folgeexperimenten (s.u.) bestitigt werden.

Ein alternativer Nachweis der Interaktion wurde mit einem nativen PAGE-Gel mit Magnesium-
chlorid im Laufpuffer durchgefiihrt (siche Abbildung 88 h). Wihrend die Kontroll-minicircles C
mit dem Amino-modifizierten Oligonukleotid nur eine Bande mit hoher elektrophoretischer
Mobilitit zeigten, bildeten die Polyamid-Anket-minicircles quantitativ eine Bande geringerer Mo-
bilitit, die Homodimere. Ein anderes Gel ohne Magnesiumzusatz zeigte keine Dimer-Bande,

was die komplexstabilisierende Rolle von Magnesium belegt.

h) M Anker K
v . )
[—
[(_—
- ol
E) '
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Abbildung 88: Nachweise der Homodimerisierung der Polyamid-Anker-minicircles.

a-g) AFM-Aufnahmen, in denen hauptsachlich Dimere zu sehen sind. c-g) VergréBerungen aus den
Bildern. d) Ubereinander gerutschte minicircles; e) méglicherweise bei der Adsorption auf die Ober-
flache auseinander gerissene Dimere; f) wenige Komplexe zeigen drei Ringe; g) Komplex aus einem
doppelt so groBen Ring mit zwei Polyamid-Ankern und zwei Bindestellen und zwei kleinen minicircles.
h) Natives PAGE-Gel (mit Mg?*). M= Marker, K= Kontroll-minicircle ohne Polyamid-Anker. Die Bahn
LAnker” zeigt eine praktisch vollstédndige Dimerisierung.

Auch das PAGE-Gel demonstriert die héhere Robustheit des Polyamid-Anker-Ansatzes gegen-
tber der Polyamid-Stiitze. Wihrend eine Komplexbildung durch die Polyamid-Stiitze (siche
Abschnitt 3.2.5) nur bei hohem Uberschuss von vorinkubierter Stiitze und entsprechender
DNA moéglich war, waren hier praktisch ausschlieBllich Komplexe zu sehen. Hierfir diirften vier
Faktoren verantwortlich sein: Erstens ist das positiv geladene Polyamid kovalent mit der DNA
verbunden und kann bei der PAGE im elektrischen Feld nicht in die entgegengesetzte Richtung
wandern. Zweitens sind bei diesen Experimenten Magnesiumionen statt einwertige Kationen im
Laufpuffer gewesen, was fiir eine Komplexbildung wie im Abschnitt 3.6.1 diskutiert, sicherlich
die bessere Wahl war. Drittens sollte ein kooperativer Effekt von zwei Polyamid-DNA-
Wechselwirkungen pro Dimer den Komplex insgesamt besser stabilisieren als eine Stiitze allein,
die zudem zwei inhirente ,,Sollbruchstellen® hat. Und schlieflich wurde fir den Anker PA-A

gewihlt, welches eine stirkere Bindung gezeigt hatte als PA-B (vgl. Abbildung 55).

3.6.5 Langzeitstabilitat und Reversibilitdt der Dimerisierung

Eine AFM-Aufnahme der Anker minicircles nach Gber einem Jahr und mehreren Einfrier-Auftau-
Zyklen zeigte die Homodimere immer noch intakt (Abbildung 89 a). In Folgeexperimenten
sollte nun untersucht werden, ob sich die Homodimere bei der Verdiinnung auf die fiir die
AFM-Experimente notwendige Konzentration von ca. 5 nM nur kinetisch stabil sind oder ob sie
auch nach Aufschmelzen wieder zu Komplexen zusammenfinden. Hierzu wurde eine verdiinnte
Probe wenige Minuten auf 65°C geheizt, auf Raumtemperatur abgekiihlt und erneut abgebildet.
Dabei waten mehrheitlich Monomere zu sehen (Abbildung 89 b). Ob nicht alle Dimere auf-
geschmolzen wurden oder ob die Komplexbildung innerhalb von wenigen Minuten vonstatten-
geht, kann anhand dieser Daten nicht beantwortet werden. Darauthin wurde die Probe mehrere
Tage bei 4°C inkubiert und erneut ein Aliquot abgebildet (Abbildung 89 ¢). Das AFM-Bild zeig-
te nun wieder fast ausschlieBlich Dimere. Anhand der Inkubationskonzentration und der hohen
Ausbeute an Dimeren ldsst sich folgern, dass die Dissoziationskonstante weit besser als 5 nM
sein muss und dass die Bindung wie erwartet reversibel ist.

Auffillig ist bei den Bildern, dass obwohl immer Aliquote derselben Probe abgebildet wurden,
die Gesamtkonzentration an Ringen stetig abnimmt. Dieser Effekt wurde auch bei anderen

minicircles beobachtet, die bei nanomolaren Konzentrationen tber lingere Zeit inkubiert wurden.
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Eine moégliche Erklirung ist eine Adsorption der Molekile an die Wand der zur Inkubation
verwendeten Plastik-Schnappdeckel-Gefile, welche bei hohen Inkubationskonzentrationen
nicht auffillt. Um Adsorption als mégliche Ursache fir Materialverlust in Zukunft ausschlieen
zu koénnen, kénnten spezielle Gefil3e, wie sie beispielsweise von der Firma Eppendorf angebo-

ten werden (,,LoBind microcentrifugation tubes®) verwendet werden.

Abbildung 89: Eine ein Jahr alte Probe der Anker-minicircles wurde auf fiir AFM-Aufnahmen taugli-
che 5 nM verdiinnt. a) Die Probe enthielt fast ausschlie8lich Homodimere. b) Die Lésung wurde auf-
geheizt, langsam auf 25°C abgekdihlt und erneut ein AFM-Bild aufgenommen. Die Mehrheit der Ringe
lag nun als Monomer vor. ¢) Nach mehreren Tagen Inkubation bei 4°C waren wieder fast ausschlief3-
lich Dimere zu sehen, allerdings in deutlich geringerer Konzentration. Die Kantenldnge aller Bilder ist
500 nm.

3.6.6 Hoher geordnete Architekturen mit Polyamid-Ankern

Der Erfolg der minicircle-Dimerisierung warf die Frage auf, ob auch gréBere Architekturen mit
Polyamid-Ankern darstellbar sind. Als erstes sollten Ketten aufgebaut werden. Dazu wurde die
Polyamid-Bindungsstelle im Ring auf die dem Anker gegentber liegende Seite vetlagert
(Abbildung 90 a). Das Anker-Oligonukleotid dieses modifizierten Designs wurde wie oben syn-
thetisiert, jedoch konnte die Identitit des Kupplungsproduktes wegen technischer Probleme
nicht massenspektrometrisch nachgewiesen werden. Mit dem so gewonnenen Produkt wurde
eine minicircle-Synthese durchgefthrt, doch zeigten diese minicircles in AFM-Aufnahmen keinerlei
Tendenzen zur Komplexbildung. Es wurde vermutet, dass die fehlende Kooperativitit der Ver-
bindung zweier Ringe in diesem Design mdglicherweise fiir das Scheitern des Ansatzes verant-
wortlich war.

Daher wurde ein weiteres Design erstellt, welches pro Ring je zwei gegeniiberliegende Bindestel-
len und zwei Polyamid-Anker trug (Abbildung 90 b). Die Kupplung des Polyamid-
Isothiocyanates an diese Oligonukleotide lieferte so wenig mutmaliliches Kupplungsprodukt,
dass keine massenspektrometrische Analyse des Produktes erfolgen konnte. Im Lichte neuerer
Erkenntnisse war bei diesen Reaktionen mdglicherweise das Isothiocyanat zu alt gewesen.
Trotzdem gelang es, mit dem wenigen mutmallichen Kupplungsprodukt eine Ringsynthese

durchzufithren, doch auch diese minicircles zeigten keinetlei Tendenzen zur Komplexbildung.
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Abbildung 90: Weitere Einsatzméglichkeiten fiir Polyamid-Anker-substituierte minicircles. a) Eine
Kette mit einfacher Bindung, b) Kette mit doppelter Verkniipfung zum né&chsten minicircle. c) Mégli-
cher Komplex aus vier minicircles durch versetzte PA-Bindestellen.

Wegen dieser nicht ermutigenden Ergebnisse wurde ein Design, mit welchem 4-er Komplexe
aus minicircles entstehen sollten (Abbildung 90 c), nicht experimentell verwirklicht. Da die Identi-
tit der mutmallichen Kupplungsprodukte nicht festgestellt werden konnte, sollte die Synthese
mit frischem PA-Isothiocyanat wiederholt werden um ausschlieBen zu kénnen, dass die Designs
nicht funktionieren. Es erscheint moglich, dass ein Syntheseproblem fiir das Scheitern der Ver-
suche verantwortlich war. Denn sonst hitten, mindestens im Design Abbildung 90 b Dimere
entstehen sollen, da eine Hailfte der minicircles identisch mit dem Dimer-Design (Abbildung 87)

war.

3.6.7 Diskussion und Ausblick

Da die Kupplung des Polyamides an die DNA oft nur wenige Picomol Kupplungsprodukt lie-
ferte, bietet sich fiir zukiinftige Experimente eine Ringsynthese an einem einzelstringigen zini-
cirele an. Bei einer solchen Syntheseroute konnten im Allgemeinen bessere Ausbeuten an doppel-
stringigen Ringen erreicht werden als bei einer Synthese aus linearen Oligonukleotiden. Des
Weiteren kann bei dieser Route moglicherweise auf einen Exonuklease-Verdau verzichtet und
stattdessen iiber eine Anionenaustausch-Chromatographie aufgereinigt werden. Bei einem Exo-
nuklease-Verdau werden nidmlich auch diejenigen minicircles abgebaut, die zwar richtig hybridisiert
sind, aber bei denen nicht alle Ligationsstellen geschlossen wurden. Somit sind héhere Ausbeu-
ten an Anketr-minicircles moglich. Fur AFM-Aufnahmen oder native Gelelektrophorese-
Experimente sind auch wminicircles geeignet, die nicht vollstindig ligiert sind.

Trotz der noch nicht vollstindig gelGsten Synthese-Probleme haben die Dimerisierungs-
Experimente gezeigt, dass die Polyamid-Anker gerade im Vergleich zu den Polyamid-Stiitzen

eine sehr feste und trotzdem spezifische Komplexbildung erlauben. Daher erscheint es lohnend,
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weiter Zeit in die Weiterentwicklung des Konzeptes zu investieren. Der Nachteil des Konzeptes
ist jedoch, dass chemisch modifizierte DNA verwendet werden muss. Es ist jedoch denkbar, nur
einen Bindungspartner einer DNA-Architektur mit Polyamid-Ankern zu versehen. So kann der
zweite Bindungspartner weiterhin aus vollstindig unmodifizierter DNA bestehen und es wire
zum Beispiel méglich, eine zukiinftige DNA-Nanomaschine an einen komplett unmodifizierten
DNA-Strang, vielleicht sogar aus einem biologischen Kontext, anzubringen. Eine solche Scien-
ce-Fiction-Maschine kénnte etwa zur Reparatur von DNA oder die Steuerung von Genaktivitit

eingesetzt werden.

Abbildung 91: Modell eines Polyamid-Anker-Dimers vor einem AFM-Bild der Komplexe. Die Poly-
amide sind in Rot dargestellt.
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3.7 Ein Catenan aus DNA minicircles

3.7.1 Versuch der Darstellung eines Catenans

mit einer Polyamid-Stiitze

Das Wort Catenan leitet sich von Lateinisch cazena (Kette) ab und bezeichnet eine Klasse von
Topologisch verschrinkten Ringen. Nach dem erfolgreichen Nachweis der durch die Polyamid-
Stiitze zusammengehaltenen minicircle-Dimere durch FCCS (Abschnitt 3.2.7) erschien es reizvoll,
ein Catenan aus municircles aufzubauen. Dazu sollten die Bindestellen fiir die Polyamid-Stiitze von
auflen ins Innere des Torus verlegt werden und zunichst zwei nicht geschlossene, C-f6rmige
Segmente durch die Polyamid-Stiitze so angeordnet werden, dass sie gleichsam ineinander ver-
hakt werden (Abbildung 92 a-b). Nun sollten die fir einen Ringschluss notwendigen Ringfrag-
mente hinzugegeben werden. Durch den Ringschluss sollten catenierte Ringe entstehen

(Abbildung 92 c).

a) b) c)
. w o )
Polyamid- Y ’ vy
Stutze

Abbildung 92: Konzept der Catenierung zweier minicircles mit Polyamid-Stiitze. a) Zwei C-férmige
minicircle-Fragmente mit innen liegenden Bindestellen fiir die Polyamid-Stiitze werden mit der Stiitze
inkubiert. b) Anordnung der Fragmente durch die Stiitze. c) Bei Zugabe der fehlenden Ringfragmente
entsteht ein Catenan.

Fir dieses Projekt wurden wieder zwei verschiedene minicircles entworfen, eines mit der Binde-
stelle A, ein anderer mit der Bindestelle B. Zusitzlich zu den Bindestellen fiir die beiden Poly-
amide sollten die minicircles noch jeweils eine Erkennungssequenz fiir ein Restriktionsenzym
tragen (Abbildung 93). Damit sollte es méglich sein, einen oder beide Ringe des Catenans selek-
tiv zu schneiden und so den Nachweis tber die Bildung des Catenans iiber denaturierende PA-
GE fihren zu kénnen.

Die Sequenzen wurden, wie im Projekt zur Rohrenbildung (3.5), so entworfen, dass die zu ligie-
renden zicks im Torus aullen zu liegen kommen. Die beiden Segmente gamma sollten zum
Schlielen der Ringe zugegeben werden und moglichst kurz sein.

Bei den Synthesen der Ringe zeigte sich, dass Ring A sich nicht bildet. Der Grund dafiir war
lange unklar, lag aber vermutlich in der Bildung einer besonders stabilen Haarnadel-Struktur im

Segment gamma (siche Abschnitt 3.1.9.2).
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Da Ring A nicht synthetisierbar war, sollte das Experiment so abgewandelt werden, dass zwei
identische Ringe B mit einer Polyamid-Stitze aus zwei Polyamiden B vororganisiert und dann
geschlossen werden sollten.

Trotz sorgfiltiger Aufreinigung aller beteiligten Komponenten wurde bei einer Ligation der
entsprechend vorinkubierten Komplexe in der PAGE keine Bande mit erniedrigter elektropho-

retischer Mobilitit gefunden, wie sie von einem Catenan zu erwarten gewesen wire.

Hind Il TS 352 = alpha A f
5 AAAAAA AAAAA AAAAAA! AAAAA AAAAAA
A A AGA ACAGA AGA
TS 353 = alpha Ar

-A TS 354 = beta A f

5] AMAAAAAA AAAAA AAAAAAAMAMAAAAA AAAAAA!
Al Al ACAGA AANA
TS 355 =betaAr
TS 356 = gamma A f
5] AAAAA n AAAAAA AAAAA AAAAAA "

TS 357 =gamma Ar Hind Il

TS 360 = betaB f
5] AAAAAA AAAAAMAIAINAAAAAA AAAAAMANAINAAAAAA
A ACAGA ANANRA ANANRA

TS 361=betaBr

TS 362 = gamma B f Fiillung 2
5 AAAAAA AAAAA AAAAAA
AGA A
TS 363 =gamma B r

Abbildung 93: Sequenzdesign der beiden minicircles A (oben) und B (unten). Die Bindestellen fiir die
Polyamide sind griin (fiir PA-A) und rot (fiir PA-B) markiert, die Bindestelle fiir Hind Il in Gelb und die
ftir Xbal in Blau markiert.

Fir das Scheitern der Catenierungs-Experimente sind verschiedene Griinde denkbar. Zum einen
war der Linker der Stiitze sehr lang und kénnte daher méglicherweise nicht nur die in Abbildung
92 b gezeigte, verschrinkte Konformation bilden, sondern auch eine Konformation, in der die
C-férmigen Fragmente Ubereinander zu liegen kommen. Damit kénnten, trotz Komplexierung
durch die Stiitze, nach einem Ringschluss kein Catenan, sondern nur zwei unabhingige Ringe
gebildet worden sein. Zwei weitere Schwachpunkte dieses Designs sind die nur méiBigen Kom-
plexausbeuten mit der Polyamid-Stiitze und die Schwierigkeit, die genaue Stéchiometrie trotz
der Adsorptionstendenz der Polyamid-Stiitze zu treffen (sieche Diskussion in Abschnitt 3.2.9).
Und schlielich waren die Ringschlussausbeuten zum damaligen Zeitpunkt noch so gering
(meist deutlich unter 10 % Gesamtausbeute), dass die zu erwartenden Ausbeuten eines Catenans
damit sehr gering waren, da beide Ringe geschlossen werden miissen. So geringe Mengen konn-

ten allerdings nicht nachgewiesen werden.
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3.7.2 Versuch der Darstellung eines Catenans mit Polyamid-Ankern

Als die Polyamid-Anker (Kapitel 3.6) entwickelt waren, und die Prinzipien fiir ein gutes minicircle
Design (Abschnitt 3.1.9) nach und nach erkannt worden sind, sollte ein weiterer Anlauf fir die
Darstellung eines Catenans unternommen werden (Abbildung 94). Gegeniiber dem vorigen
Design sollten mehrere Punkte verbessert werden. Erstens sollte die Vororganisation der
C-férmigen Fragmente nicht mehr nur durch eine Stiitze, sondern durch zwei Polyamid-Anker
stattfinden. Die Anordnung sollte dadurch fester werden, da die Anker kiirzer sind, fester bin-
den und da der kooperative Effekt von zwei Wechselwirkung unterstiitzend wirkt. Die korrekte
Topologie sollte dadurch erzwungen werden, dass eine die Ausbildung beider PA-DNA-
Bindungen nur dann gleichzeitig stattfinden kann, wenn ein Doppelstrang einmal ober- das
andere Mal unterhalb des zweiten Stranges verlduft (Abbildung 94 b).

a) c)

SC - IC 9L aD

Abbildung 94: Konzept der Darstellung eines Catenans aus zwei Polyamid-Anker-modifizierten mini-
circle- Fragmenten (a). b) Komplexbildung mit verschrénkten Fragmenten c) Ringschluss durch Zu-
gabe der Ringschluss-Oligonukleotide. Zur Veerdeutlichung der Topologien sind die beiden Fragmente
in unterschiedlichen Farben gezeichnet, im verwirklichten Design jedoch identisch.

Um das Design und das experimentelle Vorgehen so einfach wie méglich zu halten, sollte der
nachfolgende Ringschluss nur noch durch ein Oligonukleotid erfolgen (Abbildung 95). Des
Weiteren sollte das Catenan nach den guten Erfahrungen mit homodimeren Systemen (3.6) aus
zwei identischen Fragmenten aufgebaut werden.

Die 5 verwendeten Oligonukleotide des municircle-Designs hatten unterschiedliche Lingen
(Abbildung 95). Die Oligonukleotide T'S 648, TS 649 und TS 651 waren jeweils 84 nt lang. Die-
se Oligonukleotide waren in der ersten Lieferung von guter Reinheit, in Nachbestellungen
schien die Linge oder die Phosphorylierung Probleme bei der Synthese oder Aufreinigung be-
reitet zu haben (siche Anschnitt 3.1.9.4). Das Ringschluss-Oligonukleotid TS 363 und das Ami-
no-modifizierte Oligonukleotid waren kiirzer. Die Stelle, an der das Amino-modifizierte T in die
Sequenz von TS 650 cingefiigt wurde, lisst die Modifikation — bei einer Aufsicht auf den Torus
- senkrecht nach oben ragen. Die Bindestelle fiir das Polyamid zeigt in derselben Aufsicht nach
unten. Die Bindestelle war etwa 1/3 des Kreisumfanges neben der Anker-Modifikation unterge-
bracht, damit die Ringe so ineinander verschlungen zu liegen kommen, dass die Kreisumfangsli-

nie eines Ringes durch den Mittelpunkt des anderen Ringes geht.
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Um zu testen, wie die Ringschlussausbeuten mit den Oligonukleotiden dieses Designs liegen,
wurden zunidchst Zyklisierungsexperimente mit dem Oligonukleotid TS 650 ohne PA-
Modifikation durchgefithrt. Diese zeigten in der PAGE-Analyse der Ligationsprodukte hohe bis
quantitative Ausbeuten (Abbildung 45 b), obwohl auch in diesem Design einige Haarnadel-
Strukturen ausgebildet werden kénnen. Offensichtlich sind diese jedoch nicht stark genug, um
die Synthese merklich zu beeintrichtigen. Deswegen wurde dieses Design leicht modifiziert auch
in weiteren Projekten weiter verwendet (G-Quadruplex-Module, Kapitel 3.8 und gecagete min:-

cireles, Kapitel 3.9).

Ringschluss-Oligo

/ \ TS 650

TS 651

y

Abbildung 95: Schema der Oligonukleotide fiir das Catenan mit Polyamid-Ankern.

Die Bildung der Catenane selbst konnte nicht getestet werden, da die Kupplung des Polyamides
an das Amino-modifizierte Oligonukleotid TS 650 keine ausreichenden Ausbeuten lieferte.
Durch Probleme mit der Reproduzierbarkeit der Kupplung wurde das Projekt vorldufig auf Eis
gelegt. In der neuerlichen Analyse der Kupplungsexperimente ist aufgefallen, dass die Kupplung
mit einem mehrere Monate alten Polyamid-Isothiocyanat versucht worden ist. Da nach jetziger
Erkenntnis das Isothiocyanat nur wenige Wochen stabil ist, konnte zersetztes Isothiocyanat fiir
das Scheitern verantwortlich sein. Sollte die Kupplung mit frisch dargestelltem Polyamid-
Isothiocyanat jedoch gelingen, so kénnte innerhalb kiirzester Zeit die Synthese eines Catenans
getestet werden. Dazu miissten lediglich alle Oligonukleotide auBler dem Ringschluss-
Oligonukleotid langsam hybridisiert und nach einigen Stunden Inkubation bei 4°C das Ring-
schluss-Oligonukleotid langsam zugegeben werden. Die Ringe kénnten nun ligiert werden und
eventuell gebildete Catenane per denaturierender PAGE nachgewiesen werden. Alternativ kann
die Aufreinigung der hybridisierten Produkte iiber Anionenaustausch-Chromatographie und der

Nachweis per AFM erfolgen.
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3.8

3.8.1 Einfiihrung

In diesem Projekt sollte untersucht werden, ob die salzinduzierte Ausbildung von
G-Quadruplexen zum Zusammenbau von DNA-Nanoarchitekturen genutzt werden kann.
G-Quadruplexe sind, wie in Abschnitt 1.2.3 beschrieben, nicht kanonische DNA- oder RNA-
Strukturen, in denen jeweils vier Guanine um ein zentrales Metallatom angeordnet sind. Intra-
molekulare G-Quadruplexe, wie der in Abbildung 7 gezeigte intramolekulare Komplex, sind die
am hidufigsten vorkommenden und wohl auch die einzigen biologisch relevanten G-
Quadruplexe, doch es gibt auch noch eine Reihe weiterer Komplexe mit G-Quartetten. Hierzu
gehoren bi- und tetramolekulare Komplexe (Abbildung 96) und einige lineare Strukturen mit
prinzipiell unendlicher Ausdehnung, wie beispielsweise ,,G-Lego®,?! , Frayed-wires“?32 und ,,G-

wires“.233 Im weiteren Sinne sind die letzteren schon Beispiele von Nanoarchitekturen auf G-

G-Quadruplex-Module

Quadruplex-Basis, doch wurden mit ihnen noch keine diskreten Objekte aufgebaut.
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Abbildung 96: Oben: zwei mégliche bimolekulare G-Quadruplexe. a) edge looped-Quadruplex, b)

diagonally looped-Quadruplex. c) Eine an Nishigaki

Ebenfalls mithilfe von G-reichen Stringen hat die Gruppe um Chad Mirkin Gold-Nanopartikel
zu groBBen Clustern aggregiert.?3* Eine synapsable G-Quadruplex oder pinched duplex genannte

Verbindung von zwei Doppelstringen mit internen G-Fehlpaarungen wurde von der Gruppe

21 angelehnte, ,G-Lego“ genannte Struktur.
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um Sen entwickelt.?3>-238 Diese wurden aber noch nicht zum Zusammenfithren groB3erer Bauein-

heiten genutzt, was hier jedoch geschehen sollte.

3.8.2 Der Haarnadel-minicircle

Anstol3 zu diesem Projekt war ein Bericht von Chen e 2/2%, in dem zwei G-reiche Stringe eine
G-Quadruplex-Struktur ausbildeten, so dass die Enden der beiden Stringe jeweils zusammen zu
liegen kamen. Die vororganisierten Enden wurden dann chemisch ligiert, so dass zwei kurze

minicircles entstanden (siehe Abbildung 97).
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Abbildung 97 a-c) Synthese von zwei ss DNA-minicircles nach Chen et al > a) Zwei G-reiche Ein-

zelstrdnge bilden einen G-Quadruplex aus. b) Die Enden der Strdnge werden chemisch ligiert. c) Un-
ter denaturierenden Bedingungen wird der G-Quadruplex in zwei ss DNA-minicircles getrennt. d) Pro-
jektidee: Kann solch ein G-Quadruplex auch zwei groBe DNA-minicircles zusammenhalten?

In Zusammenarbeit mit Dr. Diana Gongalves und Dr. Martin Koeppel sollte untersucht werden,
ob eine derartige Komplexbildung auch noch dann funktioniert, wenn die G-reichen Stringe
Teil einer viel groBeren Architektur, beispielsweise von doppelstringigen wminicircles sind
(Abbildung 97 d). Schlieflich mussten in dem Bericht von Chen immerhin denaturierende Be-
dingungen gewihlt werden, um den ligierten Komplex zu trennen. Die in Abbildung 97 gezeigte
Topologie entspricht einem edge logped (Seite an Seite)-G-Quadruplex. Eine andere hiufige Topo-
logie von bimolekularen G-Quadruplexen ist die diagonally logped (diagonal gekreuzte)-Form (sie-
he Abbildung 96 oben). Um eine solche edge logped-Topologie in einen gréBeren Kontext einzu-
bauen, sollte eine G-reiche Haarnadel tiber eine flexible Verbindung von 2 Basen an einen Dop-
pelstrang angefiigt werden, der wiederum iiber eine dreiarmige Kreuzung mit dem Ring verbun-
den werden sollte (Abbildung 98). Dieser Doppelstrang (,,Stamm®) sollte in AFM-Aufnahmen
als Kontrolle dafiir dienen, ob die dreiarmige Kreuzung aus dem Ring heraus weist und die G-

Quadruplex-Region rdumlich von den sterisch anspruchsvollen Ringen trennen. Um eine hohe
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Ausbeute bei der Ringsynthese zu erhalten, sollte die Synthese an einzelstringigen Ringen erfol-
gen.

Die Sequenz des minicircle-Teils ist dieselbe wie sie fiir die Catenierung mittels Polyamid-Anker
entworfen worden ist (Abschnitt 3.7.2). Dieset ss minicircles war aus nur noch zwei 84-meren
aufgebaut (Abbildung 129). Die Sequenzen enthielten zwar noch einige Sekundirstrukturmotive,

doch war die Bildung der gewiinschten Strukturen dadurch nicht beeintrichtigt.
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Abbildung 98 a) Uber Splint-Ligation wird ein ss minicircle erzeugt. b) Dieser dient als Templat fiir
den Zusammenbau des Haarnadel-minicircles. An den 168 bp gro3en Ring ist liber eine dreiarmige
Kreuzung eine Haarnadel-Struktur angebracht, die in der Schleife eine G-reiche Sequenz enthélt. d)
Ein AFM-Bild nach Inkubation der Haarnadel-minicircles mit Na* oder K™ zeigt fast ausschlieBlich
Monomere (Kantenldnge = 500 nm).

Die Synthese der ss minicircles verlief mit Oligonukleotiden der Fa. Metabion problemlos, eine
Nachlieferung der Fa. Sigma Aldrich war von so geringer Qualitit, dass hiermit die Synthese
nicht gelang. Experimente aus dem Projekt mit gecageten Oligonukleotiden (3.9) zeigten jedoch,
dass selbst ohne die vorherige ss minicircles Synthese ein befriedigendes Ergebnis durch Hybridi-
sieren aller Oligonukleotide erzielt werden konnte.

Zu diesen ss minicircles wurden die Gbrigen Stringe gegeben und die Haarnadel-mznicircles PAGE-
aufgereinigt. Alternativ kann auch eine Anionenaustausch-HPLC durchgefithrt werden. Im
PAGE-Gel (sieche Abbildung 101) ist eine Bande mit geringerer elektophoretischer Mobilitit
gegeniiber einer Kontrollbande aus einem unverzweigten, doppelstringigen DNA-wminicircle zu
sehen. Auch die AFM-Bilder (siche Abbildung 98) lassen den Haarnadel-Anhang bei vielen
Ringen erahnen, wobei die Wahl der Abgangsstelle der dreiarmigen Kreuzung beziiglich den
A-tracts korrekt zu sein scheint, da der Appendix in allen Fillen, wo er zu sehen ist, nach aullen

weist.
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Dennoch zeigten die synthetisierten Ringe praktisch keine Tendenz, mit Na* oder K+ zu dimeri-
sieren. Hieraus lisst sich folgern, dass die G-Quadruplex-Bildung behindert oder zu schwach ist.
Ein moglicher Grund hierfiir kénnte sein, dass die G-Quadruplexe nicht wie angenommen die
edge looped-Topologie, sondern die gekreuzte diagonally looped-Topologie bevorzugen. Eine solche
Topologie hitte aber bei Chen?? (Abbildung 97) ein cateniertes Ligationsprodukt zur Folge
haben miissen. Warum das nicht der Fall gewesen ist, ist nicht ganz klar. Die Schleifen-Region
des Haarnadel-minicircles und die Linge der G-Sequenz sind dieselben wie bei Chen. Ein offen-
sichtlicher Unterschied sind jedoch die Enden der Stringe. Wihrend bei Chen die Stringe — vor
Ligation - mit zwei Guanosinen enden, haben wir in unserem Design die ,,Schnittstelle” gleich-
sam um vier Nukleotide verschoben, so dass die Gs4-Sequenzen nicht unterbrochen sind.

Daher wollten wir testen, ob das Haarnadel-System allein noch G-Quadruplexe auszubilden
vermag. Dazu wurde das G-reiche Haarnadel-Oligonukleotid zum einen in einer KCl-Lésung,
zum anderen in einer MgCl-Losung von 95°C langsam abgekthlt und jeweils ein
Zirkuldrdichroismus (CD) -Spektrum aufgezeichnet. Da der Strang zusitzlich zu der G-reichen
Haarnadelschleife zwei lange einzelstringige Regionen und den doppelstringen Teil der Haar-
nadel mitbringt, ist der Anteil von potenziellen G-Quadruplexen am Signal recht gering, Daher
musste ein Differenzspektrum der beiden Spektren erstellt werden. Dieses zeigt ein Minimum
etwas unterhalb von 260 nm und ein Maximum zwischen 290 und 300 nm. Dies ist der typische

Fingerabdruck von antiparallelen G-Quadruplexen (siche Abbildung 99).
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Abbildung 99 a) Differenz-CD-Spektrum des Haarnadel-Oligonukleotids. Ein Minimum bei etwa 260
nm und ein Maximum bei etwa 290 nm sind typisch fiir antiparallele G-Quadruplex Formationen. b)
Hypothetische Bildung eines catenierten Haarnadel-Paares in kaliumhaltigem Puffer durch Ausbil-
dung eines G-Quadruplexes vor der Hybridisierung der Haarnadel-Doppelstrénge.

Anhand dieses Differenzspektrums kann zwar nicht auf eine edge- oder diagonally looped-

Topologie geschlossen werden, doch es ist es ein klarer Beweis dafiir, dass mit K*
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G-Quadruplexe entstanden sind. Da bei der Inkubation von bereits vollstindig gebildeten
(monomeren) Haarnadel-mznicircles allerdings keine Dimerisierung erfolgte, stellten wir die Hypo-
these auf, dass beim Abkiithlen in KCl eine gekreuzte diagonally looped-Topologie entstanden sein
koénnte (Abbildung 99 b). Dies wire denkbar, da MgClz, die G-Quadruplex-Bildung kaum be-
glinstigt, K* hingegen in hervorragender Weise.>* Die Stabilisierung von DNA-Duplexen wiede-
rum ist durch Magnesium deutlich stirk er als mit Natrium. Uber den Einfluss von Kalium als
einzigem Kation auf die Stabilisierung von DNA-Duplexen ist mir keine Studie bekannt, doch
dirfte sie durch den gréBeren Atomdurchmesser noch geringer sein als die Stabilisierung durch
Natrium. Beim Abkihlen in KCI kénnte demnach zunichst ein diagonally looped G-Quadruplex
entstehen, bevor sich die Doppelstrangregion der Haarnadelstruktur ausbildet (Abbildung 99 b),
withrend beim Abkiihlen mit Mg?* sich die Haarnadel schon bei héheren Temperaturen schlieB3t.
Diese Haarnadel kann nun aus topologischen Griinden keine diagonally looped G-Quadruplexe
mehr bilden, da die Schleifenregionen sich dabei im Weg stehen. Das bereits gebildete Catenan
aus dem K*-Experiment sollte in magnesiumbhaltigen Puffern auch ohne Kalium stabil sein. (vgl.

Abbildung 100 a).

3.8.3 Ein G-Quadruplex-Catenan

Wenn ein Haarnadel-Catenan wie postuliert entstanden ist, so sollte sich dieses zum Zusam-
menbau von catenierten minicircles einsetzen lassen. Daher wurden zu den mit K* oder Na* vor-
hybridisierten Haarnadel-Oligonukleotiden ohne abermaliges Aufheizen auf 95°C die fehlenden
Oligonukleotide gegeben (Abbildung 100 a) und per PAGE analysiert. Die gelelektrophoretische
Analyse der Reaktion (Abbildung 100 ¢, mittlere Bahn) zeigt zusitzlich zu der Monomer-Bande
bei etwa 400 nt eine weitere Bande zwischen 750 und 1000 nt. Diese Bande war sowohl in nati-
ver als auch in denaturierender PAGE zu sehen, was den Schluss nahe legt, dass es sich bei die-
ser Bande tatsdchlich um die catenierten minicircles handelt.

In einem Kontrollexperiment (Abbildung 100 b) wurden alle Oligonukleotide gemeinsam von
95°C mit Na* oder K+ abgekiihlt, die entsprechenden Reaktionen wurden mit nativen oder de-
naturierenden PAGE-Gelen untersucht. Dabei zeigte sich im Bezug auf die verwendeten Katio-
nen kein nennenswerter Unterschied und es entstand wie beim Abkiihlen mit Magnesium nur
das minicircl-Monomer.

Zwar sind verhdltnismiBig wenig catenierte Dimere entstanden, doch liele sich dieser Anteil
durch eine Modifikation des Designs der Haarnadel-Region vermutlich steigern. So kénnte man
durch eine Verkiirzung des Stammes die Schmelztemperatur der Duplexregion absenken und so
die Konkurrenz zwischen G-Quadruplex-Bildung und Haarnadel-Hybridisierung zugunsten des
G-Quadruplexes stirken. Diese Annahme erscheint auch deshalb plausibel, da der gegenteilige

Effekt in der Kontrollreaktion b) beobachtet wurde, in der sich Catenane trotz Inkubation mit
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K* oder Na* nicht finden lieBen. Vermutlich ist durch die zusitzlichen Watson-Crick-
Basenpaarungsmoglichkeiten des Haarnadel-Stranges mit dem einzelstringigen Ring die
Schmelztemperatur der B-DNA-Regionen so weit angestiegen, dass sich im Abkithlungsprozess

die B-DNA vor der Schmelztemperatur der G-Quadruplexe bildet.

a)
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Na* oder K* 3. Ligation
+ Monomer
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1. Hybrid. in Na* oder K* R
oder nur Mg? ; 2. Ligation
c) Leiter a) b)
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Abbildung 100: Die Darstellung eines Catenans. a) Das Haarnadel-Oligonukleotid wir zunadchst al-
lein mit Na* oder K" inkubiert, wobei catenierte Haarnadeln entstehen. Zu diesen werden die (ibrigen
Bauelemente des Haarnadel-minicircles gegeben. Es entstehen neben Monomeren auch Catenane.
b) Werden alle Oligonukleotide des minicircles gemeinsam von 95°C abgekiihlt, entstehen nur
Monomere. c) PAGE-Gel der Reaktionen d) Eine AFM-Aufnahme der Catenane.

Die entsprechende Bande des Catenans wurde ausgeschnitten, eluiert und fiir eine AFM-
Aufnahme in einem Na* und K* freien Puffer verdiinnt, was eventuelle G-Quadruplexe zersto-
ren sollte. Auf der AFM-Aufnahme sind aber hauptsichlich Dimere zu sehen (Abbildung 100
d), bei denen oftmals die Haarnadel-Regionen zwischen den beiden Ringen als ein die Ringe
verbindender Steg zu erkennen ist. Dies kann als abschlieBender Beleg fiir eine Catenierung
geschen werden.

Allerdings war das Ziel dieses Projektes, eine salzabhingige Bildung von Nanoarchitekturen zu
induzieren. Daher sollte das Design modifiziert werden.

132



3.8.4 Der Stimmgabel-minicircle

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, bildet der Haarnadel-minicircle in der hier ge-
withlten Sequenz offenbar keine edge looped- sondern nur eine diagonally logped-Topologie aus. Um
der G-Quadruplex-Region eine héhere konformative und topologische Freiheit zu ermdglichen,
wurde deshalb ein zweiter minicircle mit einem an eine Stimmgabel erinnernden Appendix ent-
worfen. Vom Haarnadel-minicircle unterscheidet sich das Design dadurch, dass die Schleifenregi-
on zwischen den Guaninen entfernt wurde und dass zwischen dem Stamm des Appendix und

der Gy-Sequenz nun drei statt zwei Thymidine als noch flexiblere Verbindung eingefiigt wurden.
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Abbildung 101 a) Synthese des Stimmgabel-minicircles und b) PAGE-Gel mit ss minicircle (ss mc),
einem 168 bp Kontrollring ohne Appendix (K), dem Haarnadel-minicircle (H) und dem Stimmgabel-
minicircle (S).

Ein nach Abschluss der Experimente gefundener Bericht tiber die Stabilitit von intramolekula-
ren G-Quadruplexen® ldsst es denkbar erscheinen, dass die lingere Verbindung zwischen den
G-reichen Sequenzen nicht zu einer héheren Stabilitit der ausgebildeten G-Quadruplexe fihrt,
sondern im Gegenteil zu deren Schwichung. Diese Vermutung kénnte in Folgeexperimenten
tberprift werden.

Das PAGE-Gel der Synthese des Stimmgabel-minicircles an dem einzelstringigen Ring
(Abbildung 101 b) zeigt ein neues Produkt. Da der Appendix des Stimmgabel-minicircles nicht
kovalent geschlossen ist, kann nur noch native PAGE erfolgen. Der Kontrollring K hat wie
erwartet eine geringfligic hohere Mobilitit als die substituierten Ringe. Die Aufreinigung der
minicircles kann wieder Giber PAGE oder Anionenaustausch-HPLC erfolgen. Bei letzterer zeigten
sich zwei Peaks, was ein erster Hinweis auf eine Dimerisierung ist, da zum Eluieren ein NaCl-

Puffer eingesetzt wird, der die Dimerisierung auslésen kénnte. Diese Tendenz zur Komplexbil-
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dung konnte auch in nativen Gelen mit einwertigen Kationen oder auch auf den AFM-
Aufnahmen gefunden werden. Uberraschenderweise hing jedoch die Art der gebildeten Kom-
plexe von dem verwendeten Kation ab. Natrium und etwas schwicher auch Nickel fithrten zu

einer Homodimerisierung (Abbildung 102 b).
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Abbildung 102 a) Der Stimmgabel-minicircle bildet, abhéngig von der Art des zugegebenen Metall-
salzes, unterschiedliche Komplexe aus. Mit Na* (b und d) bilden sich hauptsédchlich Homodimere, mit
K" (c und e) bei niedrigen Konzentrationen ebenfalls Dimere und in héheren Konzentrationen Multi-
mere. Die Referenzbalken in den AFM-Bildern entsprechen 50 nm. In den Balkendiagrammen (d und
e) sind die jeweiligen Anteile der Monomere und der unterschiedlichen Komplexe an der Gesamtan-
zahl der Ringe bei den jeweiligen Metallionenkonzentration nach Auszéhlung der entsprechenden
AFM-Aufnahmen aufgetragen.

Die Ausbeute an komplexierten Ringen, bestimmt nach Auszdhlung mehrerer AFM-Bilder, war
abhingig von der Konzentration des Metallsalzes und erreichte fir Nat 78 % (Abbildung 102
d).

Kalium-Ionen fithrten hingegen schon bei niedrigeren Konzentrationen als Natrium-Ionen zu
einer Dimerisierung (Abbildung 102 e). Beim Erhohen der Salzkonzentration bildeten sich je-
doch vermehrt Multimere, bis sich die Ringe bei 500 mM K* zu groBlen Konglomeraten zu-
sammenlagerten, in denen einzelne Ringe kaum mehr ausgemacht werden konnten (Einschub in
Abbildung 102 ¢). Strontium fithrte, wenn auch in schwicherem Malle, ebenfalls zu Multimeren.
Diese Multimere lassen sich nicht mehr durch bimolekulare G-Quadruplexe jedweder Topologie
erkldren. Stattdessen konnte eine Struktur dhnlich der von Nishigaki?’! postulierten G-Lego-
Struktur (Abbildung 96 c)ausgebildet worden sein. Die genaue Topologie ldsst sich mit dem
AFM-Ansatz jedoch nicht ermitteln, da hierfiir die Auflésung nicht ausreicht.
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In der abschlieBenden Bewertung erscheinen sowohl das catenierte Haarnadel-Design als auch
das Stimmgabel-Design geeignet, um gréBere Strukturen aufzubauen. Ein Vorteil der catenier-
ten Haarnadeln ist, dass sie sich vor einer Synthese der gréf3eren Architektur aufreinigen lassen
und so nur die tatsidchlich catenierten Haarnadeln eingesetzt werden kénnten. Somit wire auch
die Frage nach der Ausbeute der Catenierungs-Reaktion zweitrangig, da die Edukte kommerziell
erhiltliche Oligonukleotide sind und die Reaktion der erste Schritt eines mehrstufigen Prozesses
wire. Entstehende Architekturen wiren dann auch ohne die Anwesenheit von Nat oder K*
stabil.

Die salzabhingige Bildung des Stimmgabel-Motivs kénnte ausgenutzt werden, indem Architek-
tur-Elemente in Magnesium zusammengesetzt und moglicherweise aufgereinigt werden. Erst in
einem nachgelagerten Schritt kénnte dann Natrium zugegeben werden. Ein solcher schrittweiser
Aufbau ist, wie in Abschnitt 3.12.3 diskutiert, vorteilhaft bei der Konstruktion von gréf3eren
2D- und 3D-Objekten.

Abbildung 103: Gré3enrichtiges Modell eines Stimmgabel-minicircle Dimers. Dieses hat eine Masse
von dber 220 kDa und wird nur von 3-4 Natrium-lonen zusammengehalten.
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3.9 ,Gecagete” Architekturen

3.9.1 Einfiihrung

Das Feld der DNA-Nanotechnologie ist mittlerweile sehr breit gefachert und reicht, wie in der
Einleitung dargestellt, von Nanoarchitekturen tiber Motoren auf Basis von DNA bis zu DNA-
basierten Rechnern und Sensorik. Die gemeinsame Basis fiir praktisch alle diese Technologien
ist die gezielte Hybridisierung von DNA. Bei den etablierten Technologien lisst sich der Zeit-
punkt, wann Hybridisierung stattfindet nur schwer steuern. So kann man die Linge und den G-
C-Gehalt eines Hybridisierungsabschnittes so designen, dass er eine héhere bzw. niedrigere
Schmelztemperatur hat und so beim langsamen Hybridisieren durch Abkiihlen friher bzw. spi-
ter hybridisiert. Zum anderen kann man die beteiligten Oligonukleotide auch nach und nach
zum Experiment dazugeben.

Ein neuerer Ansatz zur Kontrolle der Hybridisierung von DNA ist die reversible Schaltung von
modifizierten Oligonukleotiden mit Licht zweier verschiedener Wellenlingen. Dieser Ansatz ist
daher so reizvoll, da Licht als Reagenz bzw. Energiequelle eingesetzt werden kann. Hierflir wer-
den Oligonukleotide mit mehreren Azobenzol-Einheiten versehen und erlauben beispielsweise
das Schalten von DNA-Pinzetten?*0 oder von DNAzymen.?4!

Ziel dieses Projektes war es, eine andersartige, lichtgesteuerte Kontrolle von DNA-
Hybridisierung fur die DNA-Nanotechnologie nutzbar zu machen. Dabei soll in Zusammenar-
beit mit Julie Tevarpadam und Dr. Martin Koeppel untersucht werden, ob sich mit ,,cages (engl.
fir Kifige) versehene Nukleinsduren auch in der DNA-Nanotechnologie einsetzten lassen
konnten. Cages in diesem Kontext sind temporire Schutzgruppen, welche an einer funktionellen
Gruppe eines Molekiils angebracht sind und damit die Funktion des Molekiils stéren. Die cages
kénnen durch Bestrahlung mit Licht geeigneter Wellenldnge wieder entfernt werden; dadurch
wird die Funktion des Molekiils wieder hergestellt. Caging ist als Konzept schon Jahrzehnte alt
und wurde erfolgreich fiir verschiedenste Molekiile, meist mit biologischem Focus angewandt.?4?
Nukleinsduren mit cages auf den Nukleobasen sind hingegen eine neuere Entwicklung aus dem
Arbeitskreis Heckel.?# In diesem Falle sind die cages so angebracht, dass die Watson-Crick-
Basenpaarungen gestort werden und nach Bestrahlung mit langwelligem UV-Licht wieder herge-
stellt werden koénnen (siehe Abbildung 104 a-b).2* Nach der Bestrahlung, dem ,,Enfcagen”, der
irreversiblen Abspaltung der Photoschutzgruppe, sind die Oligonukleotide identisch mit nicht
gecageten ,,Wildtyp* (wt) -Oligonukleotiden. Dadurch haben die entcageten Oligonukleotide
auch dieselben strukturellen und physikochemischen Eigenschaften (z.B. Durchmesser und
Basen pro Helixwindung, Schmelzpunkte usw.) wie wt-Oligonukleotide und lassen sich mit na-
tirlichen Enzymen manipulieren. Des Weiteren sind die Ausbeuten beim Entcagen meist besser

als bei der reversiblen Schaltung von z.B. Azobenzolen. Aus diesem Grund kénnten gecagete
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Oligonukleotide fiir manche Anwendungen den dauerhaft modifizierten reversibel schaltbaren

Oligonukleotiden tiberlegen sein.

e ot oAl R
> Li1111 ®- NO, NO,
NPE NPP

Cage

“gecages” Oligonukleotid UV Licht Hybridisierung

Abbildung 104 a) Schematische Reprédsentation eines gecageten Oligonukleotids und des Gegen-
stranges. Bei Bestrahlung mit UV-Licht féllt der cage ab und die Strénge hybridisieren.

3.9.2 Design mehrerer gecageter minicircles

In einer Reihe von exemplarischen Versuchen sollte untersucht werden, ob gecagete Oligonuk-
leotide im Kontext von groBeren DNA-Architekturen deren Komplexbildung stéren kénnen,
ob die Stérung vollstindig entfernbar ist und ob DNA-Nanoarchitekturen von der Entcaging-
Prozedur beeintrichtigt werden. Als Testsystem sollten mit einem Fortsatz versehene DNA-
minicircles zam Einsatz kommen, wie sie sich schon fiir die Untersuchung der G-Quadruplex-
induzierten Architekturen bewihrt haben (siche Abschnitt 3.8). Die Enden der Fortsitze wut-
den variiert, so dass 10 verschiedene minicircles mit und ohne cages erhalten wurden (siche Abbil-
dung 105).

a) / x AE c) ’ . A-E
® - - 168 bp ®
y . b) ’ ........
sticky end
oder G-reich ITl
~18 nm
b, _{
_> o :—.""-:
UV Licht

Hybridisierung =—="

Abbildung 105 a) Aufbau von verschiedenen minicircles mit und ohne cages (A-E) durch Hybridisie-
ren und Ligieren (b). Nach Belichtung der minicircles mit verschiedenen Fortsétzen (c) kbnnen diese
zu Dimeren hybridisieren (d).

Wir haben insgesamt 4 verschiedene Designs ausgetestet (siche Abbildung 106), wobei alle Rin-
ge sowohl mit cages als auch ohne cages (wt) zur Kontrolle des Dimerisierungsverhaltens nach

Bestrahlung der gecageten Ringe synthetisiert wurden. Diese verschiedenen Systeme sollen in
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der Lage sein, nach Entfernung der cages zu hybridisieren, so dass Homo- oder Heterodimere
entstehen (Abbildung 105 d).

Die ersten beiden Designs (Abbildung 106 A und B) waren mit selbstkomplementiren sticky ends
von 6 bzw. 8 nt Linge versehen. Selbstkomplementire s#icky ends haben den Vorteil, dass sie
Homodimere ausbilden und somit die Konzentrationen nicht genau eingestellt werden muss,
was bei den niedrigen Konzentrationen und Stoffmengen der Ringsynthesen von Vorteil sein
kann. Ein 8 nt langes sticky end sollte gegeniiber dem 6 nt langen s#icky end einen héheren
Schmelzpunkt aufweisen, jedoch kann eine lingere selbstkomplementire Sequenz potentiell
auch Haarnadel-Strukturen ausbilden, was einer Dimerisierung entgegen steht. Ein drittes
selbstkomplementires Design sind die Stimmgabel-artigen G-reichen Stringe, wie sie in Ab-
schnitt 3.8.4 beschrieben sind und welche mit Na* oder K+ G-Quadruplexe ausbilden kénnen
(Abbildung 106 C). Dieses Design bietet somit die Moglichkeit, die Stérung von anderen Intet-
aktionen als Watson-Crick-Basenpaarungen durch cages zu untersuchen. Die Verhinderung der
G-Quadruplex Bildung durch cages ist zwar bereits aus den Untersuchungen des gecageten
Thrombin-Aptamers bekannt,?*> doch besteht dieses nur aus einem Strang und damit ist die
Bildung ein intramolekularer Prozess. Hier entsteht hingegen ein bimolekularer Quadruplex, an
dem zudem vergleichsweise gro3e minicircles hingen, und darum ist die Situation in diesem Fall

kaum mit dem im Aptamer zu vergleichen.
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A< —
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Abbildung 106: Verschiedene Designs fiir die Enden der Fortsétze der minicircles fiir die Lichtindu-
zierte Bildung von Dimeren. A-C hybridisiert nach Belichtung zu Homodimeren, D mit E zu Heterodi-
meren. A und B sind mit selbstkomplementéren sticky ends ausgestattet; C hat zwei G-reiche Se-
quenzen, welche G-Quadruplexe ausbilden kénnen. D und E besitzen komplementére sticky ends
von 10 nt Lénge.
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Des Weiteren wurden auch zwei komplementire 10-mer-szcky ends entworfen, um eine noch
stirkere Bindung zu erhalten und auch lingere Sequenzen zu untersuchen (Abbildung 106 D
und E). Zur Verstirkung des Effektes der cages sind diese Sequenzen mit zwei bzw. drel cages
versehen worden. In verschieden Kombinationen dieser Ringe kann deren Dimerisierungs-
verhalten mit 2 cages (D + EwY), 3 cages (D™t + E), sowie mit 5 cages (D + E) vor und nach der
Bestrahlung getestet werden.

Als cages wurden in diesen Studien die bewihrten Schutzgruppen NPP (2-(2-nitrophenyl)-propyl)
und NPE (1-(2-Nitrophenyl)ethyl) verwendet. Mit diesen Schutzgruppen lassen sich prinzipiell
alle Nukleotide cagen; hier wurden dCNPE und dGNPP eingesetzt. Die Synthese der Oligonukleo-
tide erfolgte aus den entsprechenden Phosphroamiditen nach etablierten Protokollen, welche
bereits an anderer Stelle beschrieben wurden.?*3

Der Nachweis der Komplexbildungen sollte sowohl durch ein natives PAGE-Gel erbracht wer-
den, als auch per AFM-Aufnahmen, die eine Auszihlung der Einzelringe und der Komplexe

etlauben.

3.9.3 Synthesen der minicircles und Bestrahlungsexperimente

Die Synthesen der gecageten Oligonukleotide und der minicircles sowie die Bestrahlungsexperi-
mente wurden bereits an anderer Stelle?’* beschrieben und sollen hier daher nicht mehr detail-
liert wiedergegen werden.

Die minicircles wurden hybridisiert und tiber Anionenaustausch-HPLC aufgereinigt. Die Ringe
Avt und B»t diirfen nicht ligiert werden, da nicht nur die zzcks, welche Teil des Ringes sind, li-
giert werden, sondern auch die Ringe untereinander Gber die sticky ends. Die dadurch entstehen-
den Dimere werden nicht mehr iber die szcky ends zusammengehalten, sondern kovalent ver-
knipft. Darum koénnen die Dimer-Ausbeuten dieser Experimente auch nicht mehr mit jenen
nach der Bestrahlung der gecageten Ringe verglichen werden.

Cages auf den sticky ends konnten die Ligation zu Dimeren wirkungsvoll verhindern. Méglicher-
weise lieBe sich die Blockierung der Ligation auch gezielt fiir Experimente nutzen, in denen
nicht alle #icks ligiert werden sollen. So kénnte z.B. ein sequenzieller Aufbau von Strukturen
erreicht werden.

Fir die Experimente mit zwei unterschiedlichen mznicircles (D und E) wurden Aliquote der auf-
gereinigten Ringe erst in dquimolaren Verhiltnissen gemischt und anschlieBend mit UV-Licht
bestrahlt; Aliquote der anderen municircles (A-C) wurden direkt bestrahlt. Nach Inkubation auf
Eis wurden die verschiedenen Experimente entweder Uber native Gelelektrophorese (Abbildung
107 a und b) oder per AFM analysiert (Abbildung 107 c-f).

Die Analyse der vorliufigen Daten (Abbildung 107) zeigt einen klaren Effekt des cages in allen
Experimenten. Im System A sind in Gelen und in den AFM-Bildern (Abbildung 107 ¢) nur dann
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ausschlieBlich Monomere zu sehen, wenn das sticky end gecaget ist. In den entcageten und wt-
Bahnen des Gels sind keine klaren Banden zu sehen. In den AFM-Bildern sind sowohl Mono-
mere als auch Dimere zu sehen (Abbildung 107 d) Das spricht dafiir, dass das Gleichgewicht
zwischen Monomeren und Dimeren nicht eindeutig in eine Richtung verschoben ist und daher
die Banden im Gel durch die stindige Assoziation und Dissoziation der sticky ends wihrend der

Elektrophorese verschmieren.

a) native PAGE (+MgCl,) b) Agarose + NaCl
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Abbildung 107 a) Native PAGE von gecageten, bestrahlten (hv) und Wildtyp (wt)-minicircles. b) Nati-
ves Agarosegel mit NaCl. c-f) AFM-Bilder von ausgewéhliten Experimenten (rot).

Beim Bestrahlen von A™t ist wie beim Wildtyp keine eindeutige Bande zu sehen. Jedoch ist die-
ser Bahn noch weniger Material vorhanden, da bei allen Experimenten beim Bestrahlen (waht-
scheinlich durch Adsorption an die Glaskiivetten) substanziell Material verloren ging, In AFM-
Bildern wurde wie erwartet keine Verinderung der Form und strukturellen Integritit der Ringe
durch die UV-Bestrahlung bei 366 nm beobachtet, da DNA in diesem Bereich schlielich nicht
absorbiert.

Im PAGE-Gel zeigen die bestrahlten Ringe B (B) cine Monomerbande, die Wildtyp-Ringe
hingegen sowohl eine Monomer- als auch eine Dimerbande. Dieser Unterschied ist méglicher-
weise kinetisch bedingt: Wahrend Bt langsam von 95°C abgekthlt wurde, fand die Bestrahlung
bei Raumtemperatur statt. Bei hohen Temperaturen kann die Haarnadel-Struktur des selbst-
komplementiren sticky ends (siche Abbildung 106) aufgeschmolzen werden und es bildet sich
vermutlich (wenigstens teilweise) das thermodynamisch begiinstigte Dimerprodukt. Bei der
Bestrahlung bei Raumtemperatur bildet sich méglicherweise die kinetisch favorisierte Haarnadel

und so kann keine Dimerisierung mehr erfolgen.
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Bei den Experimenten mit den Ringen D und E verhinderten die cages auch meist die Dimerisie-
rung. Allein im Experiment (D + EvY) ist bereits eine schwache Dimerbande zu sehen. Das
spricht dafiir, dass 2 cages auf den gewihlten 10 nt sticky ends eine Dimerisierung - bei den
Temperaturen der nativen PAGE - nicht hinreichend unterbinden kénnen, 3 cages hingegen zu-
verldssig.

Die Experimente mit Ring C erforderten zur Stabilisierung der G-Quadruplexe den Zusatz von
NaCl zum Gel und Laufpuffer, daher wurde dieses System in einem separaten Agarosegel aufge-
tragen. Wieder zeigt der cage eine destabilisierende Wirkung auf die Dimere. Die Bande Ch zeigt
hingegen scheinbar einen leicht héheren Anteil an Monomeren als die Wildtyp-Bahn. Leider ist
jedoch das Bild zu hell aufgenommen, so dass die Dimer-Bande von Chv ausgebrannt ist und der
wahre Anteil an Dimer moglicherweise deutlich héher liegt als aus der komplett weilen Bande
erkennbar ist. In den AFM-Bildern jedenfalls war kein Unterschied zwischen einem Wildtyp-
und einem bestrahlten Experiment zu sehen. Das spricht dafiir, dass auch hier nach Bestrahlung

die Dimerisierungseffizienz des Wildtyp-Systems erreicht wurde.

3.9.4 Zusammenfassung und Ausblick

Die hier vorgestellten Experimente zeigen, dass gecagete Oligonukleotide genauso einfach wie
ungecagete Oligonukleotide in groflere Architekturen einzubauen sind. Nach unserem Wissen
sind die gecageten minicircles bislang der groBte selektiv gecagete DNA-Kontext. Auch hier
konnten die cages eine Hybridisierung — sei es iiber Watson-Crick-Basenpaarungen, sei es tber
G-Quadruplex-Interaktionen — verhindern. Das Verhalten der entcageten Ringe ist auler im
System B nicht von den Wildtyp-Ringen zu unterscheiden gewesen. Auch ist, wie erwartet,
durch die Bestrahlung keine Verdnderung der strukturellen Integritit der minicircles zu erkennen
gewesen, so dass gecagete Oligonukleotide mutmalllich im gesamten Feld der DNA-
Nanotechnologie eingesetzt werden kénnten.

So ist es beispielsweise denkbar, dass gecagete Oligonukleotide in DNA-Origami oder #/es ein-
gebaut werden, um bestimmte Hybridisierungen — beispielsweise eine Dimerisierung der Struk-
turen — erst zu einem bestimmten Zeitpunkt durch Bestrahlung mit UV-Licht auszuldsen. Das
kénnte von Vorteil sein, da diese Monomere zunichst aufgereinigt werden kénnten und erst
dann die Bildung von gréBeren Aggregaten induziert werden kann.

Bei den DNA-Motoren wie den Fulligingern von Seeman'? oder der Spinne von Stojano-
vic!2%:246 koénnten ein ,,Bein® des Fuligingers oder bestimmte Oligonukleotide auf dem Pfad
gecaget werden und so die Bewegung des FuBgingers durch Licht gestartet werden.

Durch die Verwendung von gecageten Oligonukleotiden im Bereich des DNA-computings und

der logischen Gatter konnte Licht als Eingabesignal nutzbar gemacht werden.
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3.10 DNA-Rotaxane

Rotaxane sind eine Klasse von mechanisch zusammengehaltenen Molekiilen. Sie bestehen aus
einem Ring oder Makrozyklus, der sich auf der Achse einer Hantel-artigen Einheit frei bewegen
kann. Die Enden der Hantel sind Stopper, welche so beschaffen sind, dass der Mittelring nicht
tber die Stopper gleiten kann. Rotaxane gehoren seit Jahrzehnten zu den bekanntesten Molekd-
len der makromolekularen Chemie.?*” Durch externe Stimuli ist es moglich, die Mittelringe ent-
sprechend designter Rotaxane zwischen zwei Zustinden hin und her zu schalten, so dass daraus
sogar schon ein Speicher mit 160 kbit Speicherkapazitit mit Speicherdichte von 10" bits pro
cm? hergestellt worden ist.>*® Bis zu den diesen Arbeiten wurde noch kein Rotaxan aus DNA
vorgestellt, was aber aufgrund der hervorragenden Eigenschaften von DNA als molekularem
Baumaterial (siche Abschnitt 1) erstrebenswert erschien. Design und die Synthese stammen
mafgeblich von Dr. Damian Ackermann aus der Gruppe von Prof. Michael Famulok an der
Universitit Bonn entwickelt und sollen deshalb hier nicht in allen Einzelheiten dargestellt wer-
den (sieche hierzu die kiirzlich erschienene Publikation?¥). Der eigene Beitrag zu dem Projekt
war hauptsichlich der Nachweis der Struktur mithilfe von hochauflésender Rasterkraftmikro-

skopie.

3.10.1 Ein Rotaxan mit ringformigem Stopper

Ein Schliisselschritt bei der Synthese von Rotaxanen ist das Einfideln eines Makrozyklus auf
eine lineare Stange, deren Enden anschlieBend durch sterisch anspruchsvolle Stopper mecha-
nisch blockiert werden. Das Einfideln sollte bei dem DNA-basierten Rotaxan iiber Watson-
Crick-Basenpaarungen geschehen. Hierzu kam ein DNA-wminicircle mit einer 13 nt langen Einzel-
strangregion, wie er schon in einem vorausgegangenen Projekt entwickelt wurde,'$” zum Ein-
satz. Acht Nukleotide dieser Einzelstrangregion sind komplementir zu einer 8 nt langen Region
auf der zentralen Mittelstange (siche Abbildung 108). Durch Hybridisierung dieser Einzel-
strangregionen fidelt sich der Ring auf die Stange auf. Darauthin werden die Enden der Stangen
Uber sticky ends mit Stoppern blockiert und anschlieBend ligiert. Der mittlere Ring bleibt dabei
hybridisiert und daher wird so ein Komplex Pseudorotaxan genannt (siche Abbildung 109 a).2%0
Die Pseudorotaxane konnten iber native Agarosegel-Elektrophorese oder durch Anionenaus-
tausch-Chromatographie aufgereinigt und per AFM visualisiert werden (Abbildung 109 c). Auf
den AFM-Bildern kann man an den Knicken der Stangen erkennen, dass die einzelstringigen
Regionen eine deutlich héhere Flexibilitit besitzen als die doppelstringigen Regionen.

Durch Zugabe von Ablése-Oligonukleotiden, die eine #ehold-Strangverdringung (siche Abbil-

dung 22) bewirken, wird der Ring von der Stange befreit und ein echtes Rotaxan erzeugt.
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Abbildung 108: Schematische Darstellung Synthese und des Auseinanderfallens des Rotaxans mit
ringférmigem Stopper. a) Ein DNA-minicircle mit einer Einzelstrangregion hybridisiert mit einer Ein-
zelstrangregion einer DNA-Stange. b) Die Enden werden (iber sticky ends mit Stoppern blockiert und
ligiert. ¢) Durch Zugabe der Ablése-Oligonukleotide wird der mittlere Ring gel6st. d) Das Rotaxan féllt
auseinander, indem sich der Ring lber die Stopper schiebt und Hantel und Ring freigibt (e).

Um zu zeigen, dass die Zugabe der Ablose-Oligonukleotide wirklich eine freie Beweglichkeit des
Ringes auf der Stange ermdglicht, wurden der Ring und die Stange in einem Experiment mit
einem Fluoreszenz-Quencher-Paar ausgestattet. Im hybridisierten Zustand waren Fluorophor
und Quencher in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander angeordnet und damit die Fluores-
zenz unterdriickt. Durch die Zugabe der Ablése-Oligonukleotide wurde die Fluoreszenz inner-
halb weniger Minuten wiederhergestellt, was die freie Beweglichkeit des Makrozyklus belegt
(Daten hier nicht gezeigt). Agarosegel-elektrophoretische Experimente von Rotaxanen mit un-
terschiedlichen RinggréBen nach Zugabe der Ablése-Oligonukleotide zeigten, dass das nachfol-
gende Abfideln des minicircles abhingig von der GréB3e des Ringes und der Gréf3e der Stopper

nur einige Minuten bis wenige Stunden dauert.
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Abbildung 109 a) Ein Pseudorotaxan mit einfachem Stopper. Die Einzelstrangregionen der Mittel-
stange und des mittleren Ringes sind miteinander hybridisiert. b) Analytisches Agarosegel der unter-
schiedlichen Komponenten des 126/168 Rotaxans. Die letzte Bahn zeigt, dass die Zugabe der Ablé-
se-Oligonukleotide zum Zerfall des Rotaxans fiihrte. c) AFM-Aufnahmen von aufgereinigten Pseudo-
rotaxanen, rechts Ausschnitts-Vergréf3erungen.

3.10.2 Ein[3]Rotaxan

Um die Machbarkeit des mehrfachen Einfidelns zu Uberprifen und damit evtl. auch die Stabili-
tit der Rotaxane zu steigern, wurde ein weiteres Rotaxan entworfen, bei dem zwei Hanteln
durch den Ring verlaufen (Abbildung 110). Ein solches Rotaxan wird nach der Anzahl der betei-
ligten Komponenten [3]Rotaxan genannt. Die Synthesestrategie war die gleiche wie bei den vo-
rangegangenen Experimenten, nur dass der mittlere Ring zwei gegentiberliegende Einzelstrang-
regionen aufwies. Auch das Pseudo[3]Rotaxan konnte aufgereinigt und mit AFM abgebildet
werden. Die Bilder (Abbildung 110 b) lassen die Stopper-Ringe und in manchen Fillen sogar
den nur 128 bp kleinen zentralen Ring erkennen.

Nach Zugabe der Ablése-Oligonukleotide zum Pseudo[3]Rotaxan lag die Lebensdauer des
[3]Rotaxans immerhin schon bei mehreren Stunden. Beim Ausfideln einer Hantel aus dem
[3]Rotaxan entsteht ein [2]Rotaxan, welches wiederum zerfillt, und eine Hantel. Im Gel ist die
Bande des intermedidr auftretenden [2]Rotaxans (Abbildung 110 c, mittlere Bande) zu jedem
Zeitpunkt schwicher ausgeprigt als die ibrigen Banden, was belegt, dass das [2]Rotaxan schnel-

ler auseinanderfillt als das [3]Rotaxan.
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Abbildung 110 a) Modell eines Pseudo[3]Rotaxan. b) AFM-Bilder der aufgereinigten [3]Rotaxane.
Die Vergré3erungen rechts lassen teilweise alle 5 Ringe erkennen. c¢) Ein Agarose Gel zeigt den Fort-
lauf des Auseinanderfallens des Pseudo[3]Rotaxans nach Zugabe der entsprechenden Abldse-
Oligonukleotide

3.10.3 Rotaxan mit spharischem Stopper

Da auch das [3]Rotaxan nicht die erwiinschte Langzeitstabilitit zeigte, wurde ein Rotaxan mit
alternativem Stopper entworfen. Uber zwei Holliday-Kreuzungen wurden zwei doppelstringige
minicircles zu einer Sphire verbunden (Abbildung 111 a), deren genaue Geometrie jedoch unbe-
kannt ist. Bei einzelnen Holiday-Kreuzungen liegen die Winkel zwischen 40° und 60° und sind
zudem sehr flexibel, doch lisst sich daraus nicht ableiten, wie sich zwei verbundene Kreuzungen
in der sphirischen Anordnung zueinander verhalten. Der Anschaulichkeit halber sind die Winkel
im Modell daher idealisiert mit 90° dargestellt.

Der Aufbau der sphirischen Stopper erfolgte aus 15 Oligonukleotiden in drei Schritten
(Abbildung 111 b). Zunichst wurde eine Viertelsphire, daran dann eine Halbsphire und im
letzten Schritt die vollstindige Sphire mit der Andockstelle fiir die Achse aufgebaut.

Eine entscheidende Verbesserung der Synthese gelang, als die die Ligationsprodukte der Zwi-
schenschritte {iber Anionenaustausch-Chromatographie statt iiber ein Agarosegel aufgereinigt
wurden, da so die Ausbeuten der Ligationen durch saubererer Edukte erheblich hoher lag. Des
Weiteren waren auf AFM-Bildern von tiber Elektroelution erhaltenen Rotaxanen hiufig Fremd-
kérper und Rotaxan-Bruchstiicke zu sehen, wihrend die Bilder der siulenchromatographisch
aufgereinigten Produkte deutlich weniger Fremdpartikel, dafiir aber strukturell intakte Rotaxane
enthielten. Fur das Aufkonzentrieren wurden Membran-Mikrozenzentrifugations-Filter verwen-
det, da eine Ethanolfillung die Strukturen beschidigte.

Der Zusammenbau der Rotaxane mit den sphirischen Stoppern folgte der gleichen Strategie wie
bei den vorangegangen Experimenten. Nach Zugabe der Abldse-Oligonukleotide entstand ein

Produkt mit einer gegeniiber dem Pseudorotaxan leicht ethéhten gelelektrophoretischen Mobili-
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tit (Abbildung 111 ¢). Diese Bande war tiber eine Woche stabil und auch die AFM-Aufnahmen,
die erst Tage nach der Aufreinigung der Rotaxane entstanden sind, zeigten meist komplett zu-

sammengesetzte Rotaxane (Abbildung 111 d und Abbildung 112).
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Abbildung 111 a) Modell eines Rotaxans mit sphérischen Stoppern (168 bp) und einem 126 bp Mit-
telring. b) Schrittweiser Aufbau der sphérischen Stopper. c¢) Analytisches Agarosegel (2%). Bahn 1:
Hantel. Bahn 2: Pseudorotaxan. Bahn 3: Rotaxan nach Zugabe der Ablése-Strénge. d) AFM-Bilder.
Die Pfeile markieren Stopper, deren gekreuzte Natur zu erkennen ist. e) Héhenprofil eines Rotaxans

In den VergréBerungen kann man klar erkennen, dass der Mittelring kleiner als die Stopper ist.
Die genaue Form der Stopper ist jedoch nicht ohne weiteres aus den AFM-Experimenten zu
ermitteln. Obwohl die Wechselwirkung von DNA mit der durch Polyornithin positivierten
Glimmer Oberfliche so stark ist, dass sogar eine Stauchung von minicircles bei hohen Beladungen
induziert werden kann (Abbildung 606), kénnen nicht-planare Objekte wie die Sphire beim
Scannen von der Spitze offenbar etwas verschoben oder gestaucht werden und bleiben daher oft
unscharf. Bei einigen Rotaxanen auf der Aufnahme in Abbildung 111 erscheinen manche Stop-
per zumindest kreuzférmig, Das Hohenprofil (Abbildung 111 e) zeigt, auch wenn die gekreuz-
ten Stringe nicht zu sehen sind, eine héhere Hohe der Stopper im Vergleich zum mittleren Ring.
In Abbildung 112 sieht man an der roten Farbe in den Stopper Regionen, dass die sphirischen

Stopper hoher sind als der Rest der Strukturen.
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Abbildung 112: Vergleich der Héhenprofile von zwei 126/168 Pseudorotaxanen mit Ringstoppern
(Bilder links) und von vier Rotaxanen mit sphérischen Stoppern (rechts). Die unteren Bilder zeigen die

gleichen Ausschnitte wie oben, jedoch mit einer anderen Farbcodierung. Rot eingeférbte Bereiche
sind am héchsten und nur bei den sphérischen Stoppern zu finden.

Rotaxane konnten in Zukunft als Teil von molekularen Motoren oder einer anderen molekula-
ren Maschine Verwendung finden. Des Weiteren ist denkbar, die mittleren Ringe — etwa durch

Hybridisierung mit verschiedenen Regionen auf der Achse — als Schalter einzusetzen.
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3.11 DNA-Superhelix

Ein weiteres Projekt basiert auf einzelstringigen Ringen und wurde inspiriert von einer Arbeit
aus der Gruppe von Simmel, in der ein Uber roling circle amplification erzeugter Einzelstrang als
Templat fiir die Anordnung von Gold-Nanopartikeln diente.?>' Ro/ling circle amplification (RCA) ist
ein Prozess, bei dem periodische einzelstringige DNA an einem zirkuldren Templat erzeugt wird

(Abbildung 113).
a) b) c)
)= O 0 <O
d)
= Q- @G

Abbildung 113: Rolling circle amplification. Ein Einzelstrang und ein Splint werden hybridisiert (a)
und anschlieBend ligiert (b). c¢) Der Splint kann nun nach Zugabe einer Polymerase (z.B. 29 Poly-
merase) und dNTPs (Desoxynukleotidtriphosphate) als Primer fiir eine Replikation des zirkuldren
Templates dienen. d) Viele Polymerasen wiirden beim Erreichen des Primers die Replikation been-
den, doch Polymerasen mit einer hohen Strangverdrédngungs-Féahigkeit winden den Gegenstrang
vom Templat ab (e). Dieser Prozess lduft immer weiter (g) und erzeugt hintereinander gehangene
Kopien des minicircles mit L&dngen von vielen kbp Lénge.

Es stellte sich die bei der Arbeit mit den minicircles die Frage, ob ein Doppelstrang auch dann
noch linear auf einer Glimmer-Oberfliche zu liegen kommt, wenn er aus 4-fracts besteht, oder
ob die intrinsische Krimmung der A-#racts eine Art Spiralisierung induzieren wiirde (Abbildung
114 a). Und wenn eine Spiralisierung zu erkennen ist, kdnnte diese Spiralisierung stabilisiert
werden, indem die Lagen der Spirale untereinander stabilisiert werden (Abbildung 116). Um
diese Frage zu beantworten wurde ein .A-fract-haltiger einzelstringiger minicircle aus zwei
84-meren und zwei Splinten hergestellt und iiber denaturierende PAGE aufgereinigt. An diesem
minicirele wurde eine rolling circle amplification durchgefithrt und zu dem Amplifikat ein Uber-
schuss an komplementiren Stringen gegeben (Abbildung 115 a). Das Produkt wurde aufgerei-
nigt, indem es einer kurzen Agarosegelelektrophorese unterzogen wurde, wobei der Uberschuss
an komplementiren Einzelstringen abgetrennt wurde (Abbildung 115b).

Die langen Doppelstringe drangen in der kurzen Elektrophorese nicht in das Gel ein und konn-
ten vorsichtig aus der Tasche des Gels entnommen werden. Es verblieben nur die FEinzelstringe
im Gel ().
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Abbildung 115 a) Diente ein A-tract-reicher minicircle als Templat fiir die rolling circle amplification,
S0 kénnten hypothetisch nach Zugabe der komplementéren Einzelstrdnge (a) Doppelstrdnge entste-
hen, die durch die intrinsische Kriimmung der A-tracts leicht vorspiralisiert vorliegen. b) Agarosegel
des RCA-Amplifikates. c) Die lange Doppelstrdnge wurden aus der Tasche des Gels entnommen und
eine AFM Aufnahme gemacht (Kantenldnge 500 nm).

Die AFM-Aufnahme der Produkte (Abbildung 115 d) Zeigte jedoch nicht wie erhofft einen
Einfluss der intrinsischen Krimmung, Im Rickblick betrachtet wire das Ergebnis wie in Abbil-
dung 115 a) angenommen wegen der Persistenzlinge von DNA von nur etwa 150 bp auch nicht
zu erwarten gewesen. Da schon eine einzige Umdrehung der Superhelix in dieser GréBienord-
nung liegt, kann eine zweite Kriimmung nicht mehr mit der ersten korreliert sein. Es ist jedoch
nicht klar, wieso sehr viele kleine Bruchsticke auf dem AFM Bild zu sehen sind und wieso
selbst die lingsten Doppelstringe nur wenige 100 nm lang sind, obwohl per RCA eigentlich
deutlich lingere Stringe erzeugt werden sollten. Moglicherweise kénnten durch eine Verringe-
rung der Primer-Konzentration gegeniiber den mznicircles oder beider Konzentrationen gleicher-

malen weniger, dafiir aber lingere Amplifikate erreicht werden.

ol SR
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Abbildung 116: Verschiedene mégliche Arten der Stabilisierung einer Superhelix an einem langen
Einzelstrang aus einer rolling circle amplification. a) Zugabe von komplementéren Oligonukleotiden
und Polyamid-Stiitze. b) Zugabe von Polyamid-Anker-Oligonukleotiden und c) Zugabe von kurzen
staple strands fiir parallele Kreuzungen. Neben den kleinstmdéglichen Superhelices kdnnten auch
Réhren mit mehrfachem Durchmesser entstehen.
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Doch scheint es denkbar, die einzelnen Windungen der Spirale untereinander zu stabilisieren
und so zu einer Art ,,Superhelix“ (die ja aus einer DNA-Doppelhelix besteht) zu gelangen. Zur
Stabilisierung der Lagen kommen mehrere Strategien infrage (Abbildung 116). So kénnte nach
Zugabe von den komplementiren Stiicken (wie in Experiment aus Abbildung 115) ein Doppel-
strang erzeugt werden. Wenn dieser Strang Bindestellen fiir die Polyamid-Stiitze eingebaut hat,
so konnt eine Zugabe der Stitze die Lagen untereinander verkleben (Abbildung 116 a). Da die
Lagen Interaktion mit dem Polyamid-Anker noch robuster war, kénnten stattdessen zum RCA-
Amplifikat komplementire Oligonukleotide mit einem Polyamid-Anker hinzugegeben werden
(Abbildung 116 b).

Eine dritte Méglichkeit kénnte ein Origami-artiger Ansatz sein. Wird das einzelstringige RCA-
Amplifikat als Geriist-Strang verwendet, so kénnte durch die Zugabe von passenden staple
strands eine Faltung in eine Superhelix-Réhre erzwungen werden (Abbildung 116 ¢). Dieser An-
satz durfte die kompaktesten und stabilsten Réhren liefern, da wie in Abbildung 79 zu sehen die
Kreuzungen so beschaffen sind, dass es keinen nennenswerten Abstand zwischen zwei benach-
barten Helices gibt. Da jedoch die Polaritit des Gerlststranges nach jedem Umlauf in die glei-
che Richtung zeigt wie die Nachbarwindungen, miissen die Stringe iiber parallele Kreuzungen
und nicht Gber die in der Literatur fast ausschlieSlich verwendeten antiparallelen Kreuzungen
verbunden werden (siehe Abbildung 17). Antiparallele Kreuzungen standen lange im Verdacht,
nicht stabil zu sein, da sich entsprechende Kacheln nicht ausbildeten. Man vermutete, dass die
Phosphatgruppen sich beim tiberkreuzen in die Quere kommen.8% Doch konnte die Gruppe um
William Sherman kiirzlich zeigen, dass doppelte (also wenn ein Strang gleich zweimal die Helix
wechselt) parallele Kreuzungen unter Beachtung von kinetischen Aspekten durchaus stabil sind.
Aus solchen Kacheln mit parallelen Kreuzungen konnten sogar grofle 2D-Flichen aufgebaut
werden.®

Demnach sollte die Polaritit der Kreuzungen keinen Hindernisgrund fir die Superhelix sein.
Dabei kénnten sowohl doppelt gekreuzte Motive eingesetzt werden, als auch einfach gekreuzte
Motive (half-crossovers, siche Abschnitt 3.12.3). Der grof3e Vorteil von einer Réhre mit einem
einzigen Strang als Templat sollte wie bei DNA-Origami die Robustheit aus dem entropischen
Vorteil sein.

Ein prinzipielles Problem, was sich bei allen drei Spiralen-Stabilisierungs-Strategien ergeben
konnte, ist den Durchmesser der Spirale zu steuern. Aus der repetitiven Sequenz des RCA-
Amplifikates ergibt sich eine Symmetrie, die auch die Bildung von Superhelices mit doppeltem
(oder mehrfachem) Durchmesser erlaubt. Méglicherweise konnte die GroBle durch die Zugabe
von zirkuliren ,,Keimen®, die die erste Windung der Superhelix templatisieren, gesteuert wer-
den. Aus Zeitmangel und aufgrund der vorldufig nicht zufriedenstellenden Linge der RCM-

Amplifikate wurde dieses Projekt vorldufig auf Eis gelegt.
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3.12 Eine Rohre aus DNA-minicircles mit staple
strands

In Kapitel 3.5 wurde der Versuch beschrieben, eine Rohre aus minicircles zu konstruieren, deren
Lagen tiber Polyamid-Stiitzen miteinander verklebt werden sollten. Da Kreuzungen durch Ein-
zelstringe eine festere und engere Packung der Ringe erlauben sollten, erschien dieser Ansatz
erfolgversprechender (vgl. Abbildung 79).

Wurden im Projekt mit den Stiitzen erst doppelstringige minicircles erzeugt, so empfiehlt sich fiir
die Konstruktion mit gekreuzten Stringen die Synthese an einzelstringigen minicircles. Angelehnt
an die Nomenklatur aus dem DNA-Origami sollen diese ss minicircles als Gertststringe, die
tberkreuzenden Stringe als staple strands bezeichnet werden. Bei der Anordnung der Geriist-
stringe hat man dabei zwei Méglichkeiten: Entweder sie werden mit paralleler Polaritit des
Riickgrates oder antiparallel Gibereinander gestapelt (Abbildung 117). Da es sowohl parallele als

auch antiparallele Architekturen gibt,®® sollten im Prinzip auch beide Arten von Rohren reali-

==

antiparallel parallel

sierbar sein.

Abbildung 117: Réhre mit antiparallelen bzw. parallelen ss minicircles als Geriiststrénge.

3.12.1 Entwurf von staple strands

Es wurden in diesem Projekt in Zusammenarbeit mit Dr. Martin Koeppel und Simon Ahrens
drei verschiedene antiparallele Entwiirfe gemacht, da antiparallele Designs in der Literatur weiter
verbreitet sind. Welche Méglichkeiten es zum Ubereinanderstapeln der Doppelhelices und zum
Austausch der staple strands gibt, soll Abbildung 118 illustrieren.

In a) wird einer von zwei identischen DNA Doppelstringen, um 180° gedreht, so unter den
anderen Strang gelegt, dass kleine Furche auf kleiner Furche zu liegen kommt. An den Beriih-
rungsstellen (umkreist) verlaufen die Stringe parallel. In diesem Falle lieBen sich nur parallele
Kreuzungen (vgl. auch Abbildung 17) realisieren. b) Der untere Strang wird etwas nach links
verschoben. Jetzt gibt es nur noch zwischen den grauen Stringen direkt untereinander stehende
Bertihrungsstellen. Die roten Stringe sind durch die unterschiedliche Weite der kleinen und

groB3en Furche etwas versetzt angeordnet (gepunktet umkreist). Die Stringe verlaufen an den
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Berihrungspunkten antiparallel. ¢) Der untere Strang wird weiter verschoben, jetzt liegen die
Bertihrungspunkte der roten Stringe untereinander und die der grauen Stringe sind versetzt. b)
und c¢) sind identische Fille, solange die Symmetrie nicht — etwa durch Kriimmungen durch A-
tracts — gebrochen ist. Tauschen jeweils nur rote oder graue Stringe aus, liegen gerade Anzahlen
von halben Helixwindungen zwischen den Kreuzungspunkten (E in der Nomenklatur aus Ab-
bildung 17), Tauschen auch Stringe der anderen Farbe aus, ist die Anzahl der halben Helixwin-

dungen ungerade (O).

Abbildung 118 a-c) Generierung von méglichen Kreuzungspunkten bei zwei (ibereinander angeord-
neten Doppelhelices (Erlduterungen siehe Text). d) An zwei Beriihrungsstellen der roten Strédnge in c)
tauschen die Strédnge zwischen den Helices aus. Dadurch entsteht ein antiparalleler double crossover
(DAE). e) Atomar aufgeldstes Modell einer Kreuzung.

Aus dem Schema wird ersichtlich, dass gemischte Kreuzungen von Stringen unterschiedlicher
Farbe geometrisch und damit energetisch leicht benachteiligt sind, doch kénnen auch sie gebil-
det werden. Sie kommen beispielsweise auch in DNA-Origami vor, wo sowohl der Geriiststrang
als auch die staple strands innerhalb einer Struktur zwischen den Ebenen austauschen (vgl. Abbil-
dung 19).

In den Beispielen von Abbildung 118 kénnte beispielsweise der A-reiche Strang grau sein, der T-
reiche Strang rot. Soll nun ein ss minicircle als Templat dienen, miissen die roten Stringe durch
staple strands ersetzt werden. Im DNA Origami gibt es eine Vielzahl von Moglichkeiten, wie die
staple strands vetlaufen konnen. Die Bindestellen kénnen unterschiedlich lang sein, ein staple strand
kann 2, 3 oder sogar 4 unterschiedliche Lagen des Origami miteinander verbinden usw. Um die
staple strands fur die Rohre zu entwerfen, hat sich eine (in der Literatur so noch nicht verwendete)
vereinfachte Schreibweise bewihrt.

Ist erst einmal eine Sequenz der grauen minicircle-Stringe entworfen, so sind damit die Stellen der

Abginge (also der mdéglichen Kreuzungspunkte) und die Sequenz der staple strands festgelegt.
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Die einzigen Freiheitsgrade, die noch bleiben, sind die Definition der Enden und genutzten

Uberginge fiir die staple strands.

o000 L 0N
BN A AT A A%

n 0 0 0 0 o TIJCIC T

b
10,5 bp

Abbildung 119 a) Dieselben beiden Strdnge wie in Abbildung 118. Die Beriihrungspunkte und damit
die méglichen Kreuzungspunkte der roten Strdnge zur nédchsten Ebene sind durch senkrechte Linien
markiert. b) Vereinfachte Darstellung derselben Geometrie. Hier sind nur noch das Gertist der grauen
Strénge und die mdglichen Kreuzungspunkte der Komplementérstrdnge zu sehen. c) Durch die Zu-
gabe des blauen, roten und griinen Stranges entsteht ein double crossover d) Vereinfachte Schreib-
weise desselben double crossovers.

Abbildung 119 a) zeigt dieselben beiden Doppelstringe wie in Abbildung 118 ¢). Die méglichen
Uberginge der roten Stringe sind mit senkrechten grauen Linien eingezeichnet. In der verein-
fachten Darstellung (Abbildung 119 b) des Paares werden die roten Stringe verworfen und es
bleibt nur noch das Geriist der grauen Stringe tbrig. Der Einfachheit halber werden die Gerist-
stringe als graue, gerade Pfeile gezeichnet, mogliche Uberginge nach oben und unten sind mit
kurzen grauen Strichen angedeutet. Will man dieses beiden ,,Geruststringe zu dem DAE crosso-
ver ¢) verbinden, so muss man die blauen, roten und griinen Stringe wie in hinzugeben. In Ab-
bildung 119 d ist derselbe Komplex in der vereinfachten Darstellung zu sehen. Der Vorteil der
vereinfachten Schreibweise ist, dass man Muster der austauschenden Stringe leicht designen

kann.

3.12.2 Design mit einem einzigen A-tract-haltigen minicircle

Im ersten Design sollte nur ein einziger A-fract-haltiger minicircles verwendet werden. Diesem
Ansatz lag die Annahme zugrunde, dass analog zu den minimalistischen Designs von Mao?02>2
oder Turberfields Tetraedern® eine geringe Anzahl von Komponenten zu hohen Ausbeuten
fuhren konnte.

Um aus einem Typ von minicircles eine antiparallele R6hre aufbauen zu kénnen, miissen benach-
barte Lagen jeweils um 180° gedreht sein (Abbildung 120). Schneidet man die Réhre gewisser-

mallen auf und klappt sie auseinander, so ergibt sich ein ziegelmauerartiges Muster (b), welches
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nun durch die staple strands so ausgefillt werden muss, dass die komplette Fliche ohne Liicken

ausgefillt wird.

a)

b)

Abbildung 120 a) Erster R6hren-Entwurf mit nur einer Art von minicircles. b) Die Geriistringe werden
aufgeklappt in der vereinfachten Schreibweise (s.o0.) dargestellt.

Um eine moglichst feste Verbindung der Ringe untereinander zu bewerkstelligen, sollten die
staple strands jeweils drei Lagen miteinander verbinden. Eine der Moglichkeiten das Muster zu
fillen, bieten S-férmige staple strands (Abbildung 121). Diese haben den Vorteil, dass die langen
Mittelteile eine viel héhere Schmelztemperatur aufweisen als die kurzen Abschnitte und somit
im Abkithlungsprozess ein schrittweiser Aufbau stattfinden sollte.

Aus Symmetriegriinden kann eine Helixwindung jedoch nicht wie tblich 10,5 bp betragen, son-
dern muss 10,67 bp betragen. Damit entsprechen 3 Helixwindungen nicht mehr 31,5 bp, son-
dern 32 bp. So kann ein kurzer Arm eines S-férmigen staple strands aus 8 nt, das lange Mittel-
stiick aus 16 nt bestehen. Diese Art von staple strands finden sind sich im Ubrigen auch bei
DNA-Origami, und auch hier wird die natiirliche Gangweite der Helix leicht erweitert. Dies ist
auch der Grund, warum zweidimensionales DNA-Origami nicht wirklich 2-dimensional, son-
dern leicht gekrimmt ist. Der DNA-Smiley oder das Rechteck sind demnach auch keine Schei-
ben sondern haben vermutlich eher eine Schissel-Form (personliche Kommunikation von Prof.
John Reif und Niels Voigt).

Die S-férmigen staple strands sind in diesem Entwurf so angeordnet, dass jeweils 2 kurze Ab-
schnitte auf einen langen Abschnitt folgen. Die Linge des Geriist-Ringes muss demnach ein
Vielfaches von 3 Helixwindungen lang sein um dieses Muster unterzubringen. Wir entschieden
uns flr eine Linge von128 bp und einen .A-#ract-haltiges Design. Damit gab es 4 Kreuzungen in
die eine, 4 Kreuzungen in die andere Richtung, Es stellte sich heraus, dass die Kreuzung in Dar-
stellung Abbildung 122 a), die nach unten abgehen, genau in einem .4-fract liegen. Da aber eine
symmetrische Sequenz (bspw. A-A) keinen migrationsstabilen crossover ausbilden kann, mussten 4
der 12 A-tracts durch andere Sequenzen ersetzt werden (Abbildung 122 ¢). Die moglichen Kreu-
zungspunkte sind in der Sequenz durch horizontale Striche ober oder unterhalb des A-reichen

Stranges angedeutet.
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Abbildung 121: Erstes Design. a) Ein aufgeklappter Geriiststrang mit staple strands. b) Flédche, die
eine aufgeklappte Réhre bilden wiirde.

Der Geriiststrang wurde im Sinne einer leichteren Oligonukleotid-Synthese in zwei 64 bp lange
Stiicke aufgeteilt (MK 75 und MK 76), die iber zwei Splinte (MK 77 und MK 78) miteinander
zu einem ss minicirle ligiert wurden. Die Splinte waren so designt, dass es grob drei Schmelztem-
peraturen gab, die fiir eine schrittweise Hybridisierung der Oligonukleotide sorgen sollten (vgl.
Abbildung 50).

a) |— C b) wmk75 Gerist  mk7o [
'_d%l_dl [ D mk76 Geristz  mkso [N
) ) - MK77 [Splintl  MK81

Mk78 splint2  mks2 [N

12 3 45 6 7 8 3 0 f 28 115 1 17 18 19 20 21 22 2324 2526 27 28 29 30 3132 3334 35 36 37 38 3340 4142 43 4445 46 47 4843 W 5 R 8 54 55 56 o7 5 59 60 61 62 63 64
K 75

[A] AAAAACIA
L4

[ABIA A A A AICIA]
Lo ]

7
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Abbildung 122: Sequenzdesign des ersten Entwurfes der Réhre. a) Schematische Darstellung eines
Gerliststranges mit staple strands. b) Zuordnung des Farbcodes und c) Sequenzen. Die A-reichen
Strdnge gehéren zum Gerliststrang, die T-reichen Strénge zu den staple strands (siehe Farbcode
ober- bzw. unterhalb der Sequenzen).

Die Sequenzen zwischen den A-fracts wurden mit G-C reichen Sequenzen aufgefillt, damit die

Schmelztemperaturen der 8 nt kurzen Abschnitte der szaple strands deutlich tiber Raumtempera-
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tur zu liegen kamen. Die Nukleotide G und C wurden jedoch nicht gleichmi@ig auf die beiden
Stringe verteilt, sondern der A-reiche Strang war gleichzeitic G-reich, der T-reiche Strang
gleichzeitig C-reich. Diese Asymmetrie sollte Sekundirstrukturbildung des Geriiststranges und
der staple strands minimieren. Nach Beendigung der Arbeiten erfuhren wir, dass eine solche
asymmetrische Basenverteilung auch im Labor von Prof. Shih bei einem Origami-Design im-
plementiert worden ist. Es schien jedoch, dass zwar Sekundirstrukturbildung des Geruststran-
ges verhindert werden konnte, aber dennoch die Faltung von Origami schlechter gelang als mit
cinem Geriiststrang mit gleichmaBiger Verteilung der Basen (persénliche Kommunikation Wi
Shih).

Die Synthese des ss minicircle war problemlos moglich, eine Synthese von RShren gelang jedoch
nicht. Dabei wurden mehrere Versuche unternommen, in denen die stdchiometrischen Verhalt-
nisse von staple strands zu Gertststrang (von 1:1 bis 10:1) verdndert wurden und kurze (1 h) bis
sehr lange (1 Woche) Temperaturgradienten gefahren wurden. Doch auf keinen der angefertig-
ten AFM Aufnahmen waren réhrenartige Gebilde zu sehen. Stattdessen schienen die Ringe wie
in der Aufnahme in Abbildung 123 a) kollabiert vorzuliegen.

a) b)

0 635 nm

Abbildung 123 a) AFM-Aufnahme eines Rbéhren-Synthese-Versuches des ersten Designs. b) Hypo-
thetische Struktur eines kollabierten Ringes.

Auch ein natives Agarosegel zeigte keine groflen Komplexe, sondern nur eine breite, ver-
schmierte Bande oberhalb des einzelstringigen Ringes. Ein mdéglicher Grund fiir das Scheitern
der Synthesen kénnte eine intramolekulare Bindung von zwei Abschnitten eines staple strands an
denselben Ring sein (Abbildung 123 b). Diese Méglichkeit wurde beim Design nicht bedacht.
Daher sollte das Design dahingehend verbessert werden, dass nicht mehr nur ein ss minicircle als

Templat dienen sollte, sondern zwei verschiedene.

3.12.3 Eine half crossover-Rohre

Das zweite Design sollte gegentiber dem oben beschriebenen Entwurf in mehreren Punkten

abweichen. Erstens sollten, wie erwihnt zwei ss minicircle als Templat dienen. Zweitens sollten
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keine A-#racts mehr verwendet werden, da diese ebenfalls eine mdégliche Fehlerquelle sein kénn-
ten. Ringe mit einer Linge von 128 bp sind auch ohne A-#racts zu erzeugen,'$4253 doch ist dabei
,»oben“ und ,,unten® in den Tori nicht mehr definiert. Es wurde aber angenommen, dass, ange-
trieben durch die Ausbildung der Kreuzungen, die gewtlnschte Rotation der Tori erreicht wer-
den kann. Auch sollten alle 4 Basen annihernd gleichmiGig verteilt sein.

Des Weiteren sollte eine andere Art von Kreuzungen ausgetestet werden, die balf crossovers (HX,
halbe Kreuzungen, Abbildung 124). Bei dieser von Peng Yin entwickelten Art von Kreuzung
tauschen nicht zwei Stringe an einem Kreuzungspunkt aus, sondern nur noch einer.!® Und als
letzte Anderung sollten jeweils nur noch zwei Lagen der Réhre von einem staple strand miteinan-
der verbunden werden, da sonst wieder die Moglichkeit besteht, dass ein staple strand an zwei

Stellen an einen s5 zinicircle bindet (Abbildung 123 b).
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Abbildung 124: Design der half crossover-Réhre. a) Es werden zwei verschiedene Gerlist-
minicircles (1 und 2) in antiparalleler Ausrichtung verwendet. b) Nur ein staple strand tauscht an den
Kreuzungspunkten aus. c) Staple strand-Design in der vereinfachten Schreibweise.

Zum Zeitpunkt dieses Projektes erwogen wir einen Wechsel des Oligonukleotid-Anbieters. Laut
Angaben von Sigma-Aldrich sollte auch eine Synthese eines 128-mers standardmiflig moglich
sein und darum bestellten wir die beiden Stringe fir die Gertist-minicircles von diesem Anbieter.
Es stellte sich jedoch heraus, dass die Splint-Ligationen zu den municircles kaum messbare Aus-
beuten lieferten. Eine Qualititskontrolle der Oligonukleotide per denaturierender PAGE und
Anionenaustausch-Chromatographie fithrte zu der Erkenntnis, dass ein grofler Anteil an Ab-
buchfragmenten trotz der bestellten HPLC-Aufreinigung mitgeliefert worden war. Selbst eine
Nachlieferung war von nur wenig besserer Qualitdt und musste nachgereinigt werden, um zu
nennenswerten Mengen an ss minicircles zu gelangen (siche auch Diskussion in Abschnitten 3.1.3
und 3.1.9.4).

Zur Synthese der Réhren wurden dquimolare Mengen der ss mznicircles und der staples in TEAMg-

Puffer (siche Kapitel 4.12.4) tiber einen Zeitraum von ca. 1 Woche von 95°C auf Raumtempera-

157



tur abgekiihlt. Doch die AFM-Aufnahmen zeigten wiederum keine R6hren sondern nur nicht

definierbare Bruchstiicke von uneinheitlichen Gré3en bis etwa 30 nm (Abbildung 125).

500 nm

Abbildung 125: AFM-Aufnahmen einer half crossover-Réhren Synthese. a) unverdiinnte Lésung der
Hybridisierungsreaktion. b) Verdiinnung.

Trotz langer Diskussion aller Beteiligten ist der Grund fiir das Scheitern dieser Synthese nicht
klar. Moglicherweise ist die gewihlte Ringgréfie von 128 bp zu klein, und die gebildeten Archi-
tekturen daher zu gespannt, um eine stabile R6hre ausbilden zu kdnnen. Dagegen spricht je-
doch, dass wie oben erwihnt sogar deutlich kleinere Ringe darstellbar sind.!842>3 Zudem sollten
die 8 — labilen - half crossovers pro Ring die Struktur zusitzlich entspannen. Und schlieBlich lassen
auch die kleinen Radien in Histonen (Abbildung 13 B) oder die stark gekriimmten 3D-Origami-
Strukturen von Hendrik Dietz!®! mit Radien von bis zu nur 6 nm die Krimmung als Ursache
fiir das Scheitern unwahrscheinlich erscheinen.

Ein Einwand von Prof. Seeman legt nahe, dass ein schrittweiser Aufbau der Architekturen von
Vorteil sei (personliche Kommunikation). Demnach sei auch beim Aufbau von 2-D Kristallen
aus #zfes darauf zu achten, dass im Laufe des Abkihlungsprozesses sich erst die individuellen
Kacheln bilden, bevor diese iber sticky ends Flichen ausbilden. Ein dhnlicher Gedanke fir einen
schrittweisen Aufbau von Strukturen ist fiir den Aufbau von minicircles oben (Abbildung 50)
diskutiert worden. Aber auch wenn sich Strukturen mit nicht getrennten Schmelzpunkten nicht
sauber bilden, so sollten sie doch wenigstens in einer unspezifischen Art und Weise
multimerisieren. Hierfir liefern jedoch die AFM-Bilder (Abbildung 125) keinen Hinweis. Doch
die Publikationen von Mao und Yin'$%2>3 zeigen deutlich, dass auch Architekturen ohne klar

definierte Intermediate aufgebaut werden kénnen.
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3.12.4 Ausblick

Um das Projekt doch noch zum Erfolg zu fihren, kénnten eine Reihe von Folgeexperimenten
angeschlossen werden. Zunichst kénnten die Sequenzen der Geriiststringe jeweils in zwei Teile
geteilt werden und mit je einem zusitzlichen Splint die Synthese der ss minicircles wiederholt wer-
den. So wire auszuschlieBen, dass die zweifelhafte Qualitit der Geriist-Oligonukleotide fiir das
Scheitern der Synthese verantwortlich ist.

Dann kénnten zunichst nur zwei minicircles miteinander verbunden werden. Dies kénnte gelin-
gen, indem den beiden Gertist-minicircles nur jene staple strands hinzugefiigt werden, die beispiels-
weise von Ring 1 nach oben abgehen (Abbildung 124 rot, blau, dunkelgriin und hellgriin). Diese
Dimere sollten in nativen Gelen eine klar definierte Bande ergeben. In parallelen Experimenten
kénnte auch untersucht werden, ob schon bei vier staple strands wie bei DNA-Origami eine Tole-
ranz von Uberschiissen von staple strands zu beobachten ist. Diese sandwichartigen Komplexe
kénnten auch per AFM abgebildet werden.

Ein weiterer Parameter der geindert werden kénnte ist das Design der staple strands. Verkirzt
man wie in Abbildung 126 eine Seite die Bindestelle fiir einen der beiden Stringe jeweils von 1,5
auf 0,5 Helixwindungen (5 nt), so sollten zunichst die langen Abschnitte der staple strands an die
Ringe binden. Die kurzen Anschnitte sind so schwach, dass ihre Schmelztemperaturen einzeln
unter der Raumtemperatur liegen diirften, jedoch 6 von den kurzen Abschnitten méglicherweise
stark genug sind, um die R6hre kooperativ zusammenzuhalten. Eine solche Kooperativitit nutz-
te im Ubrigen auch Seeman aus, um mit nur 2 nt langen sticky ends einen 3D-Kristall zusam-
menzusetzen.®3 Sollte sich diese Verbindung als zu schwach erweisen, kénnten alternativ 1,5 und

2,5 Helixwindungen lange Abschnitte verwendet werden.

: C T
: C_. C L

Abbildung 126: Vorschlag fiir eine half crossover-Réhre mit asymmetrischen staple strands.

Trotz aller Schwierigkeiten erscheint dieses Projekt immer noch vielversprechend. Im Gegensatz
zu allen bekannten Réhren in der Literatur wire ein System mit den hier vorgeschlagenen ss
minicircles als Templat der erste R6hren-Ansatz, bei dem die Helixachsen ausschliellich quer zur
Achse der Rohre und nicht parallel verlaufen (Réhren aus dem Labor von H. Sleiman sind Sys-
teme mit gemischten Achsenrichtungen?4256). Dieser Unterschied kénnte diesen Réhren eine

héhere Stabilitit gegeniiber Druckbelastung senkrecht zur R6hrenachse geben. Wenn Analogien
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aus der makroskopischen Welt auch in diesem Fall greifen, so entsprichen diese Rohren den
PVC-Réhren mit Querrillen, wie sie im Bau zur Verlegung von Kabelkanilen benutzt werden.
Daftir Wirde die Persistenzlinge dieser RGhren geringer ausfallen als beispielsweise 6-helix-

bundles'"> und starke Krimmungen ermdglichen.
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i} Experimenteller Teil

4.1 Darstellung und Aufreinigung der
DNA-minicircles

Kinasierung

Die Kinasierung von 100-200 pmol unphosphorylierten Oligonukleotiden erfolgte in 50 oder
100 ul-Ansitzen nach dem Protokoll des Herstellers mit 2 pl Kinase. Abweichend vom Stan-
dard-Kinase-Protokoll kann die Kinasierung ohne nennenswerten Aktivititsverlust auch in Liga-
se-Puffer durchgefiihrt werden.

Die Kinasierung mit 32P-ATP ist wurde wie an anderer Stelle beschrieben durchgefiihrt.199.187

Hybridisierung

Zur Hybridisierung wurden alle beteiligten Stringe in Hybridisierungspuffer (s.u.) zusammen
gegeben und fiir 5 min auf 95°C geheizt. AnschlieBend wurde der Heizblock ausgeschaltet und
nach ca. 60-90 min war Raumtemperatur erreicht. Eine langsamere Hybridisierung kann in

PCR-Hybridisierungséfen programmiert werden.

Ligation
Zur Ligation wurden typischerweise 200 pmol der zu ligierenden Oligonukleotide gemeinsam in
90 wl Hybridisierungspuffer hybridisiert. AnschlieBend wurden 10 pl 10x Ligase-Puffer und

2-4 pl Ligase hinzugefiigt und bei Raumtemperatur fiir 30 min inkubiert.

Exonuklease-Verdau

Nach der Ligation wurden die ds minicircles aus Ethanol ausgefillt oder iber ein PCR-
Isolationskit aufgereinigt. Die Ringe wurden in 25 ul Wasser gel6st und mit 25 pl des beigefiig-
ten 2x BAI.-37-Exonuklease-Puffers und 2 pl BAIL-37-Exonuklease versetzt. Die Reaktion wut-

de 1 h bei 30°C inkubiert und mit einem PCR Isolationskit aufgereinigt.

Splint-Ligation und Synthese einzelstringiger Ringe:
200 pmol der zu ligierenden Oligonukleotide und 300 pmol des entsprechenden Splints wurden
in 90 pl Hybridisierungspuffer hybridisiert und anschlieBend ligiert. Die Ligationsprodukte wur-

den iber denaturierende PAGE aufgereinigt und die Banden per UV-Shadowing visualisiert,
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markiert, ausgeschnitten und in Elutionspuffer tiber Nacht bei RT eluiert. Die entsprechenden
Produkte wurden mit NaOAc aus Ethanol gefillt, wieder aufgeldst und die Konzentration pho-
tometrisch bestimmt. Je nach Reaktion konnten nach Aufreinigung bis zu 30 % Ausbeute erzielt

werden.

Native PAGE

Native Gele (und die entsprechenden Laufpuffer) enthalten zusitzlich zum typischerweise ver-
wendeten TBE-Puffer in der Regel Salze, welche die Hybridisierungen der DNA stabilisieren
und intakt lassen. Als Salzzusatz hat sich 12,5 mM Magnesiumacetat bewéhrt. Magnesiumchlorid
ist prinzipiell auch geeignet, hat aber den Nachteil, dass bei der Elektrophorese geringe Mengen
Chlorgas an der Anode entsteht, was sich durch einen unangenehmen Geruch beim Offnen der
Elektrophorese-Apparatur bemerkbar macht. Native PAGE wurde in der Regel bei 4°C durch-
gefiihrt. Dafiir hat es sich als praktikabel erwiesen, die Gelkammer und den Puffer in einem
Kihlschrank vorzukithlen und die Stromanschlisse durch die Gummiabdichtung der Kiihl-
schranktir nach auBlen zum Netzteil zu legen. Bei nativer PAGE muss darauf geachtet werden,
dass die Spannung (und damit die elektrische Leistung) so niedrig gewihlt wird, dass sich das
Gel nicht nennenswert erwirmt. Eine Leistung von max. 8-10 W fir vertikale Gelsysteme und
etwa 5 W fiir ein kleines analytisches Agarosegel sollte dabei bei Proben mit geringem Schmelz-
punkt nicht tberschritten werden. Ohne einen merklichen Verlust in der Auflésung durch Dif-
fusion der Probe befiirchten zu missen, kénnen auch deutlich darunter liegende Spannungen
angelegt werden und die Elektrophorese tiber Nacht betrieben werden.

In Gelen zur priparativen Aufreinigung mit Stoffmengen von tber ca. 30 pmol fiir Einzelstrin-
ge und ca. 5 pmol fiir minicircles hat es sich als hilfreich erwiesen, zusitzlich zu den priparativen
Bahnen jeweils eine zusitzliche Bahn mit etwa 10-50-fach niedrigeren Stoffmengen aufzutragen.
Nur aus diesen analytischen Bahnen kann, wegen des internen Quenchens der Fluoreszenz bei
hohen Konzentrationen (Abbildung 45 d), die Qualitit der Probe ermittelt werden.

Fur minicircle-Synthesen wurden meist 5-prozentige PAGE-Gele verwendet.
natives Acryamid-Gel (5 %, 50 ml)

6.25 ml Actylamid/ Bisactrylamid (40%, 19:1)
10 ml 5 X TBE
550 ul 1M MgClz oder MgOAc:
evtl. 500 pl Glycerin
H>0 ad 50 ml
400 pl (10 Gew %) APS

30 ul TEMED
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Es wurde zwar meist ein Acrylamid/ Bisacrylamid- Verhiltnis von 19:1 verwendet, doch kénnte
ein Verhiltnis von 39:1 bei der Analyse von Komplexen iiber der GréBe von minicircles von Vot-

teil sein, da bei diesen Gelen die elektrophoretische Mobilitit von Banden mutmallich hoher ist.

Denaturierende PAGE

Die Durchftihrung einer denaturierenden PAGE ermdglicht die Auftrennung von DNA unter
Trennung aller doppelstringigen Bereiche durch Brechen der Watson-Crick-Basenpaarungen.
Dazu wurden meist 5-prozentige Acrylamid-Gele mit 6 M Harnstoff verwendet.

Die gesamte Gelkammer mit Laufpuffer (1 X TBE) wurde vor dem Auftragen der Proben etwa
2 h bei 45-50°C in einem Trockenschrank vorgewirmt. Die Elektrophotese fand bei 50°C bei
10-15 W Leistung statt.

denaturierendes Acryamid-Gel (5 %, 50 mL)

6.25 mL Actylamid/ Bisacrylamid (40%, 19:1)
10 mL 5 X TBE

18.2 ¢ Harnstoff
evtl. 500 pl Glycerin

H,0 ad 50 mL
400 pL. (10 Gew %) APS

30 uL. TEMED

Agarose-Gelelektrophorese

Durch die Agarose-Gelelektrophorese kann ebenfalls eine Auftrennung und Nachweis von
DNA unter Erhalt der Watson-Crick-Basenpaarungen erzielt werden. Fir das Agarose-Gel
(meist 2 % oder 2,5 %) wurde 1 g Agarose in 50 mL 0.5 X TBE-Puffer mit 10 mM MgOAc,
und evtl. 50 mM NaCl (fir G-Quadruplex-Interaktionen) gelést und kurz aufgekocht, bis auf
etwa 50°C abgekiihlt und das Gel gegossen. Vor dem GieBlen kann evtl. Ethidiumbromid zuge-
setzt werden (mdglicherweise krebserregend, Sicherheitsbestimmungen beachten!). Ethidium-
bromid hat bei Agarosegelen gegeniiber dem Fluoreszenz-Firben nach der Elektrophorese (post-
staining) den Vorteil, dass sofort abgebildet werden kann. Durch die gréB3eren Poren der Agaro-
se-Gele gegeniiber den PAGE-Gelen ist die Diffusion der Banden bei Agarose-Gelen viel
schneller und daher werden die Banden schnell unscharf.

Nach Zugabe von Laufpuffer (0.5 X TBE mit 10 mM MgOAc; und/oder 50 mM NaCl), Auf-
tragen des DNA-Standards und der mit 10 puLL nativen Ladepuffer versetzten Proben in die Gel-
taschen fand die Elektrophorese bei 4°C mit 5-6 W Leistung statt.
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Post-staining

Zur Visualisierung der Banden in PAGE- oder Agarosegelen durch das Geldokumentationssys-
tem wurde das Gel in ca. 50 ml Laufpuffer mit 5 ul SYBR®Gold (oder Sybt®Green, welches ein
nur geringfiigig schlechteres Signal-Rausch-Verhiltnis zeigte) versetzt und 20 Minuten unter
langsamem Schiitteln in einer flachen Plastikschale inkubiert.

Fiir die Ablichtung mit einem Geldokumentationsgerit sollte mit 312 nm bestrahlt werden, da
bei dieser Wellenlinge das Signal-Rausch-Verhiltnis besser ist als bei 365 nm. Dies gilt insbe-

sondere bei der Ablichtung von Agarosegelen.

Diffusionsgetriebene Elution aus Gelen

Die aus Gelen ausgeschnittenen Banden wurden mit mindestens dem 3-fachen Volumen Elu-
tionspuffer tberschichtet und ca. 14 h bei Raumtemperatur ohne Schiitteln per Diffusion
cluiert, wenn die Probe per AFM visualisiert werden sollte. Andere Ligationsprodukte oder
ss Ringe kénnen auch fiir 2 h bei 55°C unter Schiitteln eluiert werden. AnschlieBend wurde per

Ethanolfillung oder Membranmikrozentrifugation aufkonzentriert.

Elektroelution

Fir eine Elektroelution wurde die ausgeschnittene Bande in einer Elektroelutionskammer zwi-
schen zwei beigefiigten Membranen in Puffer (TBE + 12,5 mM MgCly) eingelegt. Es wurden
2h lang 150-200 V angelegt, dann fir 20 Sek. die Spannung umgekehrt und aus der

Elutionskammer der Puffer mit dem eluierten Produkt entnommen und ethanolgefillt.

Butanolextraktion

Ein Volumen einer wissrigen Losung wurde mit 1-2 Volumen n-Butanol tiberschichtet und
sorgfiltig durchmischt. Die Phasen wurden durch kurze Zentrifugation in einer Tischzentrifuge
getrennt und die organische Phase verworfen. Bei Bedarf kann diese Prozedur mehrmals wie-
derholt werden. Durch Butanolextraktion kénnen organische Verunreinigungen entfernt und
das Volumen der wissrigen Losung auf einen Bruchteil des anfinglichen Volumens eingeengt

werden, wobei Salze in der wissrigen Phase aufkonzentriert werden.

Ethanolfillung

1 Volumen einer wisstrigen, DNA-haltigen Losung wurden mit 1/10 Vol 3 M NaOAc oder mit
1 Vol 6 M NH4OAc versetzt und gut durchmischt. Zu dem neuen Gesamtvolumen wurden 3
Volumen abs. Ethanol gegeben, sorgfiltic durchmischt und mindestens 30 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Eine deutlich lingere Inkubation oder eine Inkubation bei -25°C konnten die
Ausbeute in parallel durchgefihrten Experimenten nicht messbar steigern. Die Lésung wurde

dann bei 14.000 g fir 30 min zentrifugiert und die ethanolhaltige Losung verworfen. Das am
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Boden des Schnappdeckel-Gefi3es befindliche Pellet kann noch einmal mit ca. 100 ul 75-

prozentigem Ethanol gewaschen werden, wenn Salzreste im folgenden Schritt st6ren.

PCR-Isolations-Kits
PCR-Isolationskits wurden nach den Protokollen der Hersteller beniitzt. Es war kein signifikan-
ter Unterschied in der isolierten Stoffmenge gegeniiber Ethanolfillung oder im Vergleich von

Isolationskits von unterschiedlichen Herstellern festzustellen.

Membran-Mikrozentrifugation

Die Membran-Mikrozentrifugationssidulchen (Amicon) der Firma Millipore wurden nach Anga-
ben des Herstellers verwendet. Hierzu wurden bis 500 ul einer Lésung (meist nach Anionenaus-
tausch-Chromatographie) 10 min bei 14.000 g zentrifugiert, und die verbleibende Lésung 1-2
weitere Male mit jeweils 50 pl TEAMg-Puffer gespiilt und zentrifugiert. Die verbleibende L6-
sung kann ohne weitere Behandlung fiir AFM-Aufnahmen oder weitere Experimente eingesetzt
werden. Die Verluste der Methode, ermittelt nach einer erneuten Verdinnung und Zentrifuga-

tion einer Probe lagen im Bereich von 10-20 %.

Groflenausschluss-Chromatographie/ Gelfiltration:

Um Polyamide, Kupplungsreagenzien, organische Losemittel oder andere kleine Molekile von
lingeren Oligonukleotiden oder minicircles zu trennen wurde meist eine Gelfiltration mit G-25
Sdulen der Fa. GE Healthcare nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Soll die Probe
in einem bestimmten Puffer eluiert werden, wurde die Sdule zunichst 2 Mal mit 500 ul des ent-
sprechenden Puffers gespilt und bei 720 g zentrifugiert, um das Gelmaterial mit dem Puffer zu

dquilibrieren.

Anionenaustausch-Chromatographie

Zur  Anionenaustausch-HPLC  wurde die entsprechenden  Oligonukleotide  oder
Ligationsreaktionen ohne weitere Vorbehandlung mit dem Anionenaustausch-Gradienten auf
einer Sdule der Fa. Dionex aufgetrennt. Die Fraktionen wurden manuell aufgesammelt und an-
schieBend per Butanolextraktion und Ethanolfillung oder per Membranmikrozentrifugation
aufkonzentriert. Das Detektionslimit bei nicht zu inhomogenen Proben lag fir minicircles bei

unter 300 fmol.
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4.2 Eine Polyamid-Stiitze

Die Synthese der Polyamid-Monomere, der Polyamide und der Stitze sind bereits in meiner

Diplomatbeit ausfithrlich beschrieben worden.!57

Neues Protokoll fiir die Peptid-Kniipfung
Abweichend vom Protokoll aus meiner Diplomarbeit'>” gelangen Peptid-Kniipfungen nur noch
mit HOBt/ HBTU. Als Beispiel soll hier die Synthese einer Stitze A-A mit Bernsteinsiure-

Linker beschrieben werden.

O +
a) EN\&/\)LOH b) H3;
(o]
c) N\(\/Z;_hi:;:;_o‘(

Abbildung 127 a) Bernsteinsdure-Kupplungsprodukt von PA-A. wird mit PA-A (b) zur Stiitze mit
Bernsteinséure-Linker (c) umgesetzt.

PA-A wurde wie beschrieben’> mit Bernsteinsdureanhydrid zum PA-A-Bernsteinsiure-
Kupplungsprodukt a) umgesetzt, HPLC-aufgereinigt, und zur Trockne eingedampft.

10 nmol dieses Produktes wurden in 20 pl DMF gel6st. Diese Losung wurde auf 12,3 nmol PA-
A gegeben und geldst. Hierzu wurden in dieser Reihenfolge je 100 nmol HBTU, HOBt und
DIPEA (Diisopropylethylamin, Hiinig-Base) gegeben und 15 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Lésung wurde HPLC-aufgereinigt (PA-Gradient).

Es wurden 2,8 nmol der Polyamid-Stiitze A-A mit Bernsteinsdurelinker (c) isoliert.
Retentionszeit: 22,7 min.

M (exakt)= 2615,23 Da, gefunden: [M+2H*]>* = 1309,1 Da.
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Minicircles fiur die FCCS-Experimente

ringA=a+p+yA
ringB=a+p+yB

ringC=a+p+7C

5’ -TCTCTAAAAAATATATAAAAATCTCTAAAAAATATATAAAAATCTCTAAAAAATAT-3'

3/ -TTTTTTATATATTTTTAGAGATTTTTTATATATTTTTAGAGATTTTTTATATATTT-5" «
5’ -ATAAAAATCTCTAAAAAATATATAAAAATCTCTAAAAAATATATAAAAATCTCTAA-3' B
3/ -TTAGAGATTTTTTATATATTTTTAGAGATTTTTTATATATTTTTAGAGATT -5/

5’ -AAAACGCGCAAAAAATATATAAAAA-3'
5'- ATATAACATGGCCATAAAAATATATA -3’ v A

3’ -TATATTGTACCGGTATTTTTATATATTTTTGCGCGTTTTTTATATATTTTTAGAGA-5"

5’ -AAAACGCGCAAAAAATATATAAAAA-3'
5"- ATATAATATGGTATGAAAAATATATA -3’ Y B

3’ -TATATTATACCATACTTTTTATATATTTTTGCGCGTTTTTTATATATTTTTAGAGA-5'

5’ -AAAACGCGCAAAAAATATATAAAAA-3'
5’ - ATATAATAGCTCCATAAAAATATATA-3' Y C

3/ -TATATTATCGAGEGTATTTTTATATATTTTTGCGCGTTTTTTATATATTTTTAGAGA-5"

Abbildung 128: Schema der Segmente des minicircles. Unten: Sequenzen der Oligonukleotide fiir
die minicircles fiir FCCS-Bindungsstudien.

Die Oligonukleotide fir die minicircles wurden hybridisiert, kinasiert, ligiert, Exonuklease-verdaut,

nativ PAGE-aufgereinigt, elektroeluiert und schlieBlich aus Ethanol gefillt.
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4.3 AFM

Die Probenvorbereitung und AFM-Messung an dem Rasterkraftmikroskop der Firma Molecular
Imaging Inc. (jetzt eine Tochter von Agilent), Modell PicoScan bzw. PicoSPM I (jetzt Agilent
Series 4500 SPM) erfolgte wie von Dr. Rasched entwickelt!® und soll daher hier nicht weiter
besprochen werden.

Stattdessen wird das Vorgehen fir das Veeco Dimension 3100 AFM, betrieben mit einem

DNanoscope 11la Controller, beschrieben.

Probenhalter-Vorbereitung

Alle AFM-Messung etfolgten auf Glimmer (,muscovite grade”, Plano/ Wetzlar). Die etwa
2 x 8 cm? grofien Plittchen wurden mit einer handelstiblichen Schere in etwa 1 cm? grof3e Quad-
rate geschnitten und die Ecken abgerundet. Nun wurden runde Metalltrdger (Durchmesser ca. 2
cm) auf einer Heizplatte auf 80-100°C erwirmt und wenig (I) HeiSkleber aus den Stiften fir
HeiBklebepistolen aufgetupft. Hierauf wurden die Glimmer-Plittchen gepresst und anschlie-
Bend abgekiihlt. Vor jeder Probenvorbereitung wurde die oberste Glimmer-Schicht mit Transpa-

rentklebestreifen entfernt, bis eine glatte Oberfliche ohne sichtbare Risse freigelegt wurde.

Positivierung und Auftragen der Probe

30 pl einer Losung von 0,1 mg Polyornithin (P3655, Sigma Aldrich) in 1 ml TAEMg-Puftfer
wurden auf ein frisch gespaltenes Glimmer-Plittchen gegeben und fiir ca. 2 min inkubiert. Die
Losung wurde mit wenigen ml Milli-Q-Wasser abgespiilt und die Oberfliche in einem Stick-
stoff-Strom getrocknet.

Die Probe kann nun entweder direkt auf die Oberfliche gegeben werden oder die Oberfliche
kann zunidchst mit einem diinnen Permanent-Fasermaler kompartimentiert werden. Werden
Kreise mit wenigen mm Durchmessern auf die Oberfliche aufgezeichnet, kénnen auch mehrere
Proben gleichzeitig parallel auf einen Triger aufgegeben werden. Die hydrophoben Begrenzun-
gen des Fasermalers verhindern das Ineinanderlaufen der verschiedenen Proben. Ein weiterer
Vorteil der aufgezeichneten Kreise ist, dass die Fokussierung der Oberfliche mit dem Mikro-
skop-Obijektiv des AFMs leichter fillt als mit dem transparenten Glimmer allein und statt 4ul
sogar nur etwa 0,5-1 ul der Probe aufgetragen werden muss. Die minicircle-Konzentration sollte
zwischen 2 und 5 nM liegen.

Die entsprechende Menge der Probe wird auf die Glimmeroberfliche aufgetragen und fiir eine
Minute inkubiert. Lingere Inkubationszeiten fithren nicht zu einer héheren Dichte an DNA-
Strukturen auf der Oberfliche. Bei sehr leicht auseinander fallenden Komplexen kann der Pro-
benhalter, die Probe und die Pipettenspitzen auf Eis vorgekiihlt werden. Muss eine Probe ver-

diinnt werden, so kann zunichst 2 ul TEAMg-Puffer in einen Filzstift-Kreis pipettiert werden.
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Der Puffer bildet einen gespannten Tropfen. In diesen Tropfen wird dann die gewtinschte Men-
ge der konzentrierten Probe gegeben und wie oben weiter verfahren. Diese Verdiinnungs-

Prozedur hat den Vorteil, die Inkubationszeit bei niedrigen Konzentrationen zu minimieren
(siche Abschnitt 3.2.9.2).

AFM-Messungen

Soll die Probe trocken an Luft gemessen werden, so wird die Oberfliche nach der Inkubations-
zeit mit wenigen ml Wasser abgespiilt und durch einen Stickstoff-Strom getrocknet.

Im Trocken-Modus wurden ACT Sonden der Firma APP Nano verwendet. Deren Federkon-
stanten lagen bei 25-75 N/m. Die Resonanzfrequenz der Cantilever lag zwischen 300 und 400
kHz. Der amplitude setpoint sollte auf 0,2-0,3 V eingestellt werden. Hohere sefpoints fithrten zu
unschirferen Bildern (vermutlich weil die auf die Probe iibertragenen Krifte groB3er sind). Die
Scanfrequenzen lagen bei 0,5-2 Hz.

Die Rohdaten wurden mit der Nanoscope(R) 5.31 Software von Veeco geglittet, Héhenprofile

wurden mit dem Freeware-Programm WSxM von Nanotec47 erstellt.

Fliissig-Messung

Fir Messungen in Puffer wurde der Sondenhalter DTFML-DD von Veeco verwendet. Es wur-
den sowohl Veeco DNP-S Sonden (0.12-0.58 N/m) oder TR800PB (0,16/ 0,61 N/m) von
Olympus benutzt. Der amplitude setpoint wurde auch hier auf 300 mV gesetzt, die typischen Re-

sonanzfrequenzen der Cantilever lagen bei 19-20 kHz. Scanfrequenzen waren 1-4 Hz.

UV-Bestrahlung der Sonden
Vor der erstmaligen Verwendung von Sonden wurden diese 1-15 h mit einer UV-Handlampe aus

ca. 2 cm Entfernung auf einer Aluminiumfolie bestrahlt.

Regeneration der Spitze

Unscharf gewordene oder verschmutzte Spitzen konnten hiufig regeneriert werden, indem sie
kontrolliert auf die Glimmer-Oberfliche aufgesetzt wurden. Dazu wird die Spitze im find surface-
Modus erst 200 um schnell und dann langsam weiter abgesenkt, bis die Laserreflektion am De-
tektor deutlich vom Wert ohne Kontakt abweicht oder sie ganz verschwindet. Danach wird ein
withdraw durchgefihrt und dann eine erneute Anniherung der Spitze im automatischen approach-
Modus.
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4.4 LILBID-Massenspektrometrie

Symmetrisches Paar fiir Leiterexperiment
5‘-GATTACAGATCGATTACACGGACTGCGGAACTGACTGTCGTCAGAGCTCCAACTGATGTC-3¢
5‘-TTCCGCAGTCCGTGTAATCGATCTGTAATCGACATCAGTTGGAGCTCTGACGACAGTCAG-3¢

Asymmetrisches Paar fiir Leiterexperiment
5‘-GATTACAGATCGATTACACGGACTGCGGAACTGACTGTCGTCAGAGCTCCAACTGATGTC-3¢
5‘-CGTGTAATCGATCTGTAATCGACATCAGTTGGAGCTCTGACGACAGTCAGTTCCGCAGTC-3¢

Gen, welches in den pGAG6 Vektor einkloniert wurde

(nur ein Strang gezeigt, NF-xB-Bindungsstelle in rot):

5'-GGTACCATGGCTAAGCACGTTGTAGTAATAGGAGGAGGAGTAGGCGGTATGGGGACTTTCC-
GTTCCCCCACCTCGCAATGGGATGGAGGAAGTTTCAAGACATTTCCGTAGAGCTC-3"

Oligonukleotid-Paar fiir Experiment zur Salzabhingigkeit der Duplexstabilitit
5’ -AAAAAAAAAAAAAAAA-3’

5 -TTTTTTTTTTTTTTTT-3"

NF-»«B-match-Dimer
5’ -Cy5-ATGGGGACTTTCCTA-3'
5’ -TAGGAAAGTCCCCAT-3’

Mismatch-Dimer fiir NF-xB-Experiment
5’ -GATTACATCAGTTGGAGCTCTCTAGACAGTCAGTTGGCCAGTCAATAC-3’
5’ -GTATTGACTGGCCAACTGACTGTCTAGAGAGCTCCAACTGATGTAATC-3’
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4.5 Rohre mit Polyamid-Stiitzen

TS322: 5'-CTCAAAGGCCTCTCAAAAACGCGCAAAAAATATATAAAAACTCTCAAAAAATAG

TS323: 5'-GAGTTTTGGCCTATTTTTTGAGAGTTTTTATATATTTTTTGCGCGTTTTTGAGA

TS324: 5'-GCCAAAACTCTCAAAAAATATATAAAAACGCGTAAAGGTATCTCAAAAACTGTCAAAAAAC
TS325: 5'-ATTTTTGAGAGTTTTTTGACAGTTTTTGAGATACCTTTACGCGTTTTTATATATTTTTTGA
TS326: 5'-TCTCAAAAATGTGTAAAAAATAGGTAAAAATATATAAAAAACGCGCAAAAACT

TS327: 5'-GGCCTTTGAGAGTTTTTGCGCGTTTTTTATATATTTTTACCTATTTTTTACAC

(alle 5'-phosphoryliert)

Zur Synthese der minicircles wurden die Oligonukleotide hybridisiert, ligiert, mit Exonuklease
verdaut, PAGE aufgereinigt, elektroeluiert und ethanolgefillt. Die Konzentration wurde photo-

metrisch bestimmt.

4.6 Polyamid-Anker

TS 457 (alpha f):
5'-Pho-AGTGTGAAAAATGTCTAAAAAAGCGCGAAAAAGTCTCAAAAAACGCGCAAAAATATAT

TS 458 (alpha r):
5'-Pho-CGCGCTTTTTAGACATTTTTTATATATTTTTGCGCGTTTTTTGAGACTTTTTCGCGCT

TS 459 (beta f):
5'-Pho-AAAAAATGTCTAAAAAGCGCGAAAAAATATATAAAAACGCGCAAAAAAGCGCGAAAAA

TS 460 (beta r):
5'-Pho-TTTTTGCGCGTTTTTTGAGAGTTTTTCGCGCTTTTTTGCGCGTTTTTATATATTTTTT

TS 461 (gamma A f)
5'-Pho-CTCTCAAAAAACGCGCAAAAAGGCCTAAAAAAGCGCGAAAAATCTCTAAAAA

TS 462 (gamma A r):
5'-Pho-TTTTTAGACATTTTTCACACTTTTTTAGAGATTXTTCGCGCTTTTTTAGGCC

TS 495 (gamma A r), selbes Oligonukleotid wie TS 462, ohne Modifikation fiir unmodi-

fizierten Ring A:
5'-Pho-TTTTTAGACATTTTTCACACTTTTTTAGAGATTTTTCGCGCTTTTTTAGGCC
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Fiir unmodifizierten Ring mit Bindestelle B:

TS 496 (gamma B f)
5'-Pho-CTCTCAAAAAACGCGCAAAAAGGTATAAAAAAGCGCGAAAAATCTCTAARAA

TS 497 (gamma B r)
5'-Pho-TTTTTAGACATTTTTCACACTTTTTTAGAGATTTTTCGCGCTTTTTTATACC

Fiir einfache Kette (statt TS 458) TS 571:
5'-Pho-CGCGCTTTTTAGACATTTTTTATATATTXTTGCGCGTTTTTTGAGACTTTTTCGCGCT

fiir Kette mit kooperativer Bindung
TS 583 (alpha f):
5 -Pho-AGTGTGAAAAATGTCTAAAAAACTCTCAAAAAGTCTCAAAAAAGAGAGAAAAAGGCCT

TS 584 (alpha r):
5'-Pho-CGCGCTTXTTAGACATTTTTTAGGCCTTTTTCTCTCTTTTTTGAGACTTTTTGAGAGT

X=(C6-Amino-dT)

Synthese des Isothiocyanates

1.67 pmol PA-A wurden in 150 pl frischem (!), trockenen DMF gel6st. Hierzu werden 17 pmol
(1 pl) CSz und 41.7 pmol (6.6 ul) trockenes DIPEA gegeben. Diese Lésung wurde 20 min bei
800 rpm (Umdrehungen pro Minute) bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wurden 16.7 pmol
(3.2 mg) Tosylchloride in 10 ul DMF gel6st und zugegeben. Nach 40 min war die Umsetzung
abgeschlossen. Das Produkt wurde HPLC-aufgereinigt (PA-Gradient, Retentionszeit = 20,1
min). Die Ausbeute wurde tber den ODs1o-Wert ermittelt und lag bei 1.54 pmol. Die manuell
gesammelte Fraktion nach HPLC wurde aliquotiert und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet.
Wegen der Hydolyseempfindlichkeit des Isothiocyanates empfiehlt sich fiir die Zukunft die Ent-
fernung des Losungsmittels bei 4°C.

Exakte Masse: 1308,7 Da, gemessen: 1309,6 Da (M+H™).

Kupplung des PA-Isothiocyanates an Amino-modifizierte DNA

2 nmol des Amino-modifizierten Oligonukleotides wurden koevaporiert und in 10 ul Borat-
Puffer (Borsidure/ NaOH pHS,5) wieder aufgelost. Ein 50 nmol Aliquot des PA-Isothiocyanates
wurde in 10 ul Wasser gel6st. Dabei war Schaumbildung zu beobachten. Die Polyamid-Losung
wurde nun langsam zur DNA-Puffer-Lisung gegeben und anschlieBend noch 20 pl Acetonitril
hinzugefiigt. Die Losung wurde 15 Stunden bei 50°C und 800 rpm inkubiert. Der Uberschuss
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an Polyamid wurde tiber eine Groéfienausschlusschromatographie-Sdule entfernt und anschlie-
Bend das Produkt HPLC-aufgereinigt (DNA-Gradient).

Retentionszeiten: Amino-modifizierte DNA: 14,0 min., Kupplungsprodukt: 17,6-18,7
min. (teilweise als 2-3 Peaks mit identischer Masse), PA-Isothiocyanat: ca. 35 min (schwankte
stark).

Das Produkt wurde manuell aufgefangen und iiber den ODago-Wert die Ausbeute bestimmt.
Diese lag je nach Reaktion bei bis zu 27 %.

Berechnete Masse: 17 339 Da, gefunden: 17 340 Da.

Wegen der vermuteten Loslichkeitsprobleme nach Aufkonzentration zur Trockne empfiehlt sich

eine Membranmikrozentrifugation.

Synthese des minicircles

200 pmol einer nicht zur Trockne eingedampften Probe des Polyamid-DNA-Hybrides wurden
mit 200 pmol der restlichen Oligonukleotide hybridisiert, ligiert, mit einem PCR-Kit isoliert,
BAL-Exonuklease verdaut, erneut mit einem PCR-Kit isoliert und mit 70 pl Wasser eluiert. Die
Konzentration wurde photometrisch bestimmt, die Ausbeute lag bei 9,3 pmol.

Die Loésung wurde zur Trockne eingedampft und in 20 ul TEAMg-Puffer wieder gelst. Diese

Losung wurde verdiinnt und per AFM visualisiert.

4.7 Catenan

Catenan mit Polyamid-Stiitze:

Ring A (alle 5’ phosphoryliert, alle 5’-3%)

352 CTCAAAAAGCTTCAAAAAAGTCTCAAAAATGTCTAAAAAAGCGCGAAAAAGTCTCAAAAAACG
353 TATGGCCTAGCGTTTTTTGAGACTTTTTCGCGCTTTTTTAGACATTTTTGAGACTTTTTTGAA
354 CTAGGCCATATATAAAAAATGTCTAAAAATGTCTAAAAAATATATAAAAACGCGCAAAAAAGC
355 ACTTTTTCGCGCTTTTTTGCGCGTTTTTATATATTTTTTAGACATTTTTAGACATTTTTTATA
356 GCGAAAAAGTCTCAAAAAACGCGCAAAAAGCGCGAAAAAAGT

357 GCTTTTTGAGACTTTTTTCGCGCTTTTTGCGCGTTTTTTGAG

Ring B (alle 5’ phosphoryliert, alle 5°-3’)

358 TCTAAAAATCTAGAAAAAACGCGCAAAAAGTCTCAAAAAACGCGCAAAAATGTCTAAAAAAGC
359 AGTTACCATCGCTTTTTTAGACATTTTTGCGCGTTTTTTGAGACTTTTTGCGCGTTTTTTCTA
360  GATGGTAACTCTCAAAAAATGTCTAAAAATATATAAAAAACGCGCAAAAATATATAAAAAACG
361  CGTTTTTGCGCGTTTTTTATATATTTTTGCGCGTTTTTTATATATTTTTAGACATTTTTTGAG
362 CGCAAAAACGCGCAAAAAAGTCTCAAAAACGCGCAAAAAATG

363  GATTTTTAGACATTTTTTGCGCGTTTTTGAGACTTTTTTGCG
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Catenan mit Polyamid-Anker:

Ringschluss-Oligo
TS 363

—
q S\
TS 651 "
.
TS 648:

5'Pho-TCTAAAAATCTAGAAAAAACGCGCAAAAAGTCTCAAAAAACGGGCAAAAATGTCTAAAAAAGCTCGAARAA
ACTCTCAAAAAATA

TS 649:

5'Pho-TGGCCAAATAGATAAAAAACGAGCAAAAATAGATAAAAAAGCCCGAAAAACGCGCAAAAAAGTCTCAAAA
ACGCGCAAAAAATG

TS 650:
5' Pho-ACATTTTTGCCCGTTTTTXGAGACTTTTTGCGCGTTTTTTCTA (X= C6Amino-dT)

TS 651:
5'Pho-CGTTTTTCGGGCTTTTTTATCTATTTTTGCTCGTTTTTTATCTATTTGGCCATATTTTTTGAGAGTTTTT
CGAGCTTTTTTAG

TS 652 (Splint fiir TS 648/9):
5' -TATTTGGCCATATTTTTTGAGAGTTTTTCGA

TS 363 (Ringschluss-Oligonukleotid):
5'-GATTTTTAGACATTTTTTGCGCGTTTTTGAGACTTTTTTGCG
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4.8 G-Quadruplex-Module

TS 363 TS 363
—
/ / DG 006
DG 001 DG 007
TS 651 TS 651

Abbildung 129: Oligonukleotid-Schema des Haarnadel-minicircles (links) und des Stimmgabel-
minicircles (rechts). Die Pfeile zeigen die 5*-3° Polaritét der Oligonukleotide an.

TS 648:

5’ Pho-TCTAAAAATCTAGAAAAAACGCGCAAAAAGTCTCAAAAAACGGGCAAAAATGTCTAAAAAAGCTCGAAAA
ACTCTCAAAAAATA

TS 649:
5’ Pho-TGGCCAAATAGATAAAAAACGAGCAAAAATAGATAAAAAAGCCCGAAAAACGCGCAAAAAAGTCTCAARAA
ACGCGCAAAAAATG

TS 651:
5’ Pho-CGTTTTTCGGGCTTTTTTATCTATTTTTGCTCGTTTTTTATCTATTTGGCCATATTTTTTGAGAGTTTTT
CGAGCTTTTTTAG

TS 363:
5’ Pho-GATTTTTAGACATTTTTTGCGCGTTTTTGAGACTTTTTTGCG

DG 001:
5’ Pho-ACATTTTTGCCCGTTTTTTGAGACACCTGGTAGTTGGGGTTTTGGGGTTCTACCAGGTGCTTTTTGCGCG
TTTTTTCTA

Splint 1: TS 363

Splint 2: T'S 652:
5’ -TATTTGGCCATATTTTTTGAGAGTTTTTCGA

DG 006:
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5’ -GGGGTTTCTCACAGAGTCTTTTTGCGCGTTTTTTCTA

DG 007:
5’ -Pho-ACATTTTTGCCCGTTTTTTGAGATCTCTGTGAGTTTGGGG

Zunichst wurde ein ss minicircle synthetisiert und daran der Rest der Struktur. Die minicircles wut-

den entweder iiber PAGE oder Anionenaustausch-Chromatographie aufgereinigt. Das genaue

experimentelle Vorgehen wurde bereits an anderer Stelle beschrieben.”’

4.9 Gecagete Architekturen

Das Design der minicircles baute auf dem Design der G-Quadruplex-Modul-winicircles (Abschnitt
4.8) auf. Statt DG 001 bzw. DG 006/ DG 007 wurden diese Oligonukleotide verwendet:

TS 363

TS 651

Sequenzen fiir minicircle mit 6-Basen sticky end (gecaget A und wt A™Y):

X (mit cage): 5-GCATGNPPCCTCACAGAGTCTTTTTGCGCGTTTTTTCTA-3
X (wt): 5-GCATGCCTCACAGAGTCTTTTTGCGCGTTTTTTCTA-3¢

Y: 5“ACATTTTTGCCCGTTTTTTGAGATCTCTGTGAG-3¢

Sequenzen fiir minicircle mit 8-Basen sticky end (gecaget B und wt B™):

X (mit cage): 5-TGCATGNPDCACTCACAGAGTCTTTTTGCGCGTTTTTTCTA-3¢
X (wt): 5-TGCATGCACTCACAGAGTCTTTTTGCGCGTTTTTTCTA-3*

Y: 5“ACATTTTTGCCCGTTTTTTGAGATCTCTGTGAG-3°

Sequenzen fiir minicircle mit G-reicher Stimmgabel (gecaget C und wt Cv):

X (mit cage): 5-GGNPIGGTTTCTCACAGAGTCTTTTTGCGCGTTTTTTCTA-3°
X (wt): 5-GGGGTTTCTCACAGAGTCTTTTTGCGCGTTTTTTCTA-3

Y 5“ACATTTTTGCCCGTTTTTTGAGATCTCTGTGAGTTTGGGG-3¢
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Sequenzen fiir minicircle mit 10-Basen sticky end (mit zwei cages D und wt D):

X (mit cages):  5-CONPECTTGCCNPHACCTCACAGAGTCTTTITTGCGCGTTTTTTCTA-3
X (wt): 5-ACCTTGCCACCTCACAGAGTCTTTTTGCGCGTTTTTTCTA-3°

Y: 5“ACATTTTTGCCCGTTTTTTGAGATCTCTGTGAG-3¢

Sequenzen fiir minicircle mit 10-Basen sticky end (mit drei cages E und wt Evt):
X (mit cages):  5-GONPPTGGCNPHAAGNPGTCTCACAGAGTCTTTTTGCGCGTTT

['TTCTA-3"
X (wt): 5“GTGGCAAGGTCTCACAGAGTCTTTTTGCGCGTTTTTTCTA-3
Y: 5“ACATTTTTGCCCGTTTTTTGAGATCTCTGTGAG-3¢

Die Synthese, Aufreinigung und die Bestrahlungsexperimente der gecageten minicircles wurden

detailliert in der Diplomarbeit von meiner Kollegin Julie Thevarpadam beschrieben.23

4.10 DNA-Superhelix

Die rolling circle-Amplifikationsversuche wurden mit einem ssDNA-minicircle aus TS 648 und
TS 649 durchgefithrt. Fir die RCA wurden 2,5 pmol des ss minicircle und 3,5 pmol TS 363 als
Primer eingesetzt. Die Reaktion wurde mit 2 ul @29-Polyamerase nach dem Protokoll des Her-
stellers (NEB) in 50 pul @29-Puffer durchgefiihrt.

Zu 2 pl dieses Amplifikates wurden 150 pmol TS 648 und TS 649 gegeben, und in 30 pl Hybri-
disierungspuffer auf 95°C geheizt und langsam auf Raumtemperatur abgekihlt. In einem Ver-
such wurde an diesem Punkt zusitzlich ligiert.

Nun wurden 0,5 pl einer 1:100-Verdiinnung an Sybr®Gold zugegeben und mit nativem Ladepuf-
fer versetzt und auf ein 2-prozentiges Agarosegel aufgetragen. Nach ca. 10 min wurde die
Elektrophorese beendet, das Gel aus der Elektrophoresekammer entfernt und der Inhalt der

Geltasche vorsichtig herauspipettiert. Diese Losung wurde per AFM untersucht.

4.11 DNA-ROhre mit crossover

Erstes crossover-Design

MK 75:

5 '-AGCACAGCTAAAAACGATCCAAAAACACGGGAGAGAGGTGGAAAAAGAGGGCAAAAAGCGGAGA
MK 76:
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5'-AGGTGCGAGAAAAACAGCGGAAAAACGGAGGTGACTGGAGGAAAAAGGCGCGAAAAAGGGCAGG

MK
MK
MK
MK
MK
MK

77: 5'-GTTTTTAGCTGTGCTCCTGCCC

78: 5'-TGTTTTTCTCGCACCTTCTCCGCTTT

79: 5'-GTTTTTCCCGCCTTTTTCCTCCAGCTTCTCCG
80: 5'-CTTTTTCGGCTGTTTTTCTCGCACTCACCTCC
8l: 5'-GTTTTTGGCCTCTTTTTCCACCTCCTCCTGCC
82: 5'-CTTTTTGCATCGTTTTTAGCTGTGTCTCCCGT

Zweites Design (half crossover-Réhre)

1
2

EY TGACGAGAGGACTGTA GACGAGCGACAAGT CA
5 a c[liflG cMcHcc accllaciEcicic ciEacafcilaachfaacleaClieclelccEcfcFc » BF

TGAACGACAGAGTGGA GAATTGATCTGCTCAC

TAACACTCGAGATAAC GACTACGGTATTGCTT
3 a [FNGHNG A [Glcfilc il » FIERCHCc A A CHlfl A A A CHICEICHIE MEcT/a A CEAMAaCialaa  CIEHE Gl
5 AGAGTTGAATTTGAGC ATGTGTTTCCAATCAT

126 127 126 125 124 125 122 121 120 19 WG W7 W6 WS M MG M2 M 10 109 105 107 105 105 108 103 102 101 100 99 I3 ST I S5 I 33 92 91 90 59 66 &7 &6 85 64 53 52 51 80 19 B W I I 14 73 2 W W 69 63 61 66 65

GGTAGAGCAACTAAGC
A [TGHI A [l A c Fli A Gl c c Al cflcciile A {iF c e

AATACATATGAAATCA

TCGGACCATGGCAAGC
A A A A [GHIGH A @A A A FIEH s
GCTTCACATATTTACA

64 63 62 61 60 53 Se 57 56 55 54 53 52 51 50 4o [N 47 46 45 44 45 42 41 40 39 53 57 55 35|54 33 52 51 G0 29 25 27 25 25 24 23 22 2 20 43 B W M| B W B R M0 & T 6 5 & 5 2 1

MK104 MK108 MK113
MK105 MK109
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Abbildung 130: Sequenzen und Farbschema des half crossover-Réhrendesigns

Geriiststrang 1 (MK 110) fiir minicircle 1:

5/

-TCCTTTGCATAATACGCAGGATTGCTCAGTTATGTATACTTTAGTCCATCTCGTTGATTCGACTTGCTGTCTC

ACCTACTGCTCTCCTGACATCTTAACTAGACGAGTGCTGCTCGCTGTTCAGTTCA

Geriiststrang 2 (MK 111) fiir minicircle 2:

5[

-AATTCAAAGTCGCCTGGTGTTCGTTTACTGATGATTGGAAACACATAAGCAATACCGTAGTCGCTCAAATTCA

ACTCTGTTATCTCGAGTGTTATGTAAATATGTGAAGCGCTTGCCATGGTCCGAGA

Splinte:
MK 112: 5’- TTATGCAAAGGATGAACTGAAC
MK 113: 5’- GACTTTGAATTTCTCGGACCAT

Staple strands:

MK 102: 5'-AGGTGAGACAGCAAGTTAACACTCGAGATAAC
MK 103: 5’ -ATGTCAGGAGAGCAGTAGAGTTGAATTTGAGC
MK 104: 5’ -CACTCGTCTAGTTAAGGACTACGGTATTGCTT
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MK 105: 5’ -ACTGAACAGCGAGCAGATGTGTTTCCAATCAT
MK 106: 5’ -ATTATGCAAAGGATGACAGTAAACGAACACCA
MK 107: 5’ -CTGAGCAATCCTGCGTGGCGACTTTGAATTTC
MK 108: 5’ -ACTAAAGTATACATAATCGGACCATGGCAAGC
MK 109: 5’'-CGAATCAACGAGATGGGCTTCACATATTTACA

Die minicircles 1 und 2 wurden per Splint-Ligation aus den linearen Geriiststringen dargestellt
und tber denaturierende PAGE aufgereinigt. Die Geruststringe (der Fa. Sigma-Aldrich) waren
von so geringer Qualitit, dass sie zuvor iber Anionenaustausch-Chromatographie aufgereinigt
werden mussten.

Fir die Synthese der half crossover-Rohre wurden jeweils 5 pmol der beiden minicircles und der
staple strands in einem 100 pl Schnappdeckelgefil3 in Hybridisierungspuffer zusammengegeben.
Diese Schnappdeckelgefile wurden dann mit Metallschrauben beschwert, damit sie an den Bo-
den eines mit kochendem Wasser gefiillten Devar-Gefilles sanken. Die Beschwerung war not-
wendig, da sonst die Fliissigkeit der Hybridisierungsreaktion an die Oberseiten der schwimmen-
den Gefille kondensierte. Die Abkiihlung des Wassers dauerte etwa 5 Tage, worauf AFM Auf-
nahmen erfolgten. Eine Hybridisierung iiber einen so langen Zeitraum in einem PCR-Block war

nicht méglich, da selbst aus sorgfiltig geschlossenen Gefillen simtliches Wasser verdampfte.

4.12 Materialien und Gerate

4.12.1 Chemikalien, Enzyme

Lésungsmittel Sigma Aldrich, Fluka, Actros

Chemikalien Sigma Aldrich, Fluka, Acros (wenn nicht gesondert aufgefiihrt)
Oligonukleotide Metabion (bevorzugt), Sigma-Aldrich, Biolegio, Ella Biotech
DNA-Leiter-Standard Promega, NewEnglandBiolabs

Crosslinker Pierce (Thermo Fisher)

T4-DNA-Ligase 5 U/uL (und entprechender 10x Puffer) Fermentas

BAL-31 Exonuklease (und Puffer) NewEnglandBiolabs

®29 Polymerase (und Puffer) NewEnglandBiolabs

T4 Polynukleotid-Kinase (und Puffer) NewEnglandBiolabs

Sybt®Gold (in DMSO) Invitrogen

Sybt®Green (in DMSO) Invitrogen

Polyornithin (P3655) Sigma-Aldrich
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4.12.2 Gerate

Pipetten

Vortexer
Thermo-Mixer
Tischzentrifuge
Mikrozentrifuge
Vakuumzentrifuge
UV-/Vis-Photometer

UV-Belichtung/LED
Geldokumentationssystem

Spannungsgerat

Gelelektrophorese-Systeme

Horizontalschiittler
Reinstwasseranlage
HPLC

RP-HPLC-Siulen
Anionenaustausch-HPL.C
DNA-Synthesizer

AFM

AFM-Sondenhalter

AFM-Sonden

Glimmer
Massenspektrometer
Waagen
Trockenschrank
Mikrowelle

Eismaschine

(1-1000 pl) Brand

(Vortex-Genie 2) Scientific Industries

(MKR 13) HLC Bio Tech

neoLab

(Centrifuge 5415R) Eppendorf

(Concentrator 5301) Eppendorf

(Evolution 300) Thermo Scientific und

(BioPhotometer plus) Eppendorf

(NCCUO033(T) Nichia) Elektronikwerkstatt Universitit Bonn
(Dark Hood DH40/50) Biostep

(PowerPac Basic™) Bio-Rad

Model B1 EasyCast™ Mini Gel (f. Agarosegele) Owl Separa-
tion Systems

PROTEAN® II xi Cell (fiir PAGE) Bio-Rad

(HS 260 basic) IKA

Milli Q plus) Millipore

(Series 1200 mit Autosampler, Sidulenofen, Diodenarray-
Detektor) Agilent Technologies

(Nucleosil 100-5 C18) Chromatographie Service
(DNAPac® PA200) Dionex

(ABI 392) Applied Biosystems

(Dimension 3000 mit Nanoscope I1la Controller) Veeco
(Multimode mit Nanoscope IV Controller) Veeco
(PicoSPM 1) Molecular Imaging Inc. (jetzt Agilent)
DTFML-DD (f. Puffer) Veeco

DAFMCH (Luft) Veeco

ACT (Luft) APP Nano

DNP-S (Puffer) Veeco

TR800PB (Puffer) Olympus

(muscovite grade) Plano

mictOTOF-Q II (ESI) Bruker

(SI-234 und SI-2002) Denver Instrument

(TK/L E 117) Ehret

Severin

Ziegra
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4.12.3 Verbrauchsmaterial

Zentrifugationsfilter 0,2/ 0,45 um, 500 pl) VWR

Gelfiltrationssdulen llustra™ MicroSpin™ G-25 GE Healthcare

Membran-Mikrozentrifugationssdulen (3 kDa, 50 kDa und 100 kDa cutoff)
Amicon, Millipore

PCR Isolationskits Fermentas

Schnappdeckel-Reaktionsgefilie: (100 pl; 500 ul; 1,5 und 2 ml) Eppendorf
Fir Experimente bei nM Konzentrationen:
LoBind (1,5 ml) Eppendorf

Zentrifugenréhrchen (10 ml, 50 ml) VWR

Glaskuvetten (2.5 ml) (zur UV-Bestrahlung) Roth

Pipettenspitzen Eppendorf

Transparent-Klebestreifen (Tesa) Beiersdotf (no-name-Produkte meiden,

da sonst beim Abziehen der Glimmer-Plattchen Klebstoff-

riickstinde zurlickbleiben)

4.12.4 Puffer

Alle Puffer wurden mit Milli-Q-Wasser angesetzt.

TEAA-Puffer (pH 7.5)
0,1 M Triethylamin (pH-Einstellung: 1 M AcOH);

Hybridisierungspuffer (pH 7.6)
50 mM TRIS-HCIL; 10 mM MgCl,

Nativer Gel-Ladepuffer
50 Vol % Glycerin; 50 Vol % Hybridisierungspuffer; (zugesetzter Farbstoff: Bromphenolblau )

Denaturierender Ladepuffer
90 Vol % Formamid; 10 mM NaOH; (zugesetzter Farbstoff: Bromphenolblau)

Gelextraktionspuffer (pH 7.5)
500 mM NH;OAc; 1 mM EDTA; 10 mM MgCl,
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1 X TBE-Puffer (pH 8)
89 mM Tris; 2 mM EDTA; pH-Einstellung: H3BO3

TEAMg-Puffer (pH 7.5)
40 mM Tris (pH-Einstellung AcOH); 2.5 mM EDTA; 12.5 mM MgCl,

Borat-Puffer (pH 8.5)
500 mM H;BOs3; pH-Einstellung mit 1 M NaOH

4.12.5 HPLC-Gradienten

Polyamid-Gradient:

Zeit [min] MeCN [%] (auf 100 % mit 0,1 % TFA)
0 0

30 60

32 100

36 100

40 0

DNA-Gradient

Zeit [min] MeCN [%] (auf 100 % mit 0,1 M TEAA-Puffer)
0 5

2 5

35 40

37 100

40 100

45 5

Anionenaustausch-Gradient

Zeit [min)] 1,25 M NaCl in 40 mM Tris-Puffer (pH 8) [%0]
(auf 100 % mit 40 mM Tris-Puffer)

0 10

1 10

3 35

8 45

23 55

25 100
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27 100
29 0

4.12.6 Software

Der Grof3teil der Grafiken wurde mit Adobe Illustrator (CS3) erstellt.

Computermodelle von DNA wurden entweder aus der Protein Data Bank (www.pdb.org) ent-

nommen oder mit Hyperchem Professional (Version 7.5) von Hypercube Inc. generiert.

Die Modelle der DNA  minicircles wurden mit dem 3D-Dart webserver generiert.
(http:/ /haddock.chem.uu.nl/dna/dna.php). Nach meiner Anregung an den Betreiber des Web-
servers wurde die Méglichkeit implementiert, auch eine Helix-Gangweite von 10,5 bp zu ermdg-

lichen. Die in dieser Arbeit verwendeten Modelle haben allerdings noch eine Gangweite von nur

10 bp.

3D-Modelle von Molekiilen wurden mit dem Discovery Studio Visualizer (Version 2.0 und 2.5)
von Accelrys erstellt und bearbeitet. Komplexe (wie der aus Polyamiden und DNA) wurden aus

mehreren Quellen zusammengefiigt, energieoptimiert und angeordnet.
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5

5.1

2D

3D
abs.
AcOH
AFM
APS
ATP
Boc
BS3
BSA

bzw.

Da
DIPEA
DMF
DMSO
DNA
Dp

ds

DSS
DX
EDC
EDTA
EM

¢q

et al.

Fa.

GABA

Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

zweidimensional

dreidimensional

absolutiert

Essigsdure

atontic force microscopy
Ammoniumpersulfat
Adenosintriphosphat
tert-Butyloxycarbonyl
Bis-(sulfosuccinimidyl)suberat
bovines Serumalbumin
beziehungsweise

centi (x10-2)

Dalton

Diisopropylethylamin (Hiinig-Base)
N,N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

Deoxcyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsiure)
(N,IN-Dimethylmino)propylamin
double-stranded (doppelstringig)
Disuccinimidylsuberat

donble crossover (doppelte Kreuzung)
3-(Ethyliminomethylenamino)-N,N-dimethylpropyl-1-amin
Ethylendiamintetraacetat
Elektronenmikroskop (-ie)
Aquivalent (-e)

et alii (und andere)

femto (x10-15)

Firma

Erdbeschleunigung

y-Aminobuttersiure
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HBTU 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphat

HIV buman immunodeficiency virus (Humanes Immundefizienz-Virus)

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

Hp Hydroxypyrrol

HPLC high performance liguid chromatography (Hochleistungs-Flissigchromatographie)

Hz Hertz

Im Imidazol

k kilo (x10%)

1 Liter

LED light-emitting diode (Licht emittierende Diode)

LILBID laser induced liguid bead ionization/ desorption (Laser induzierte Flissigkeits-
Tonisation/ -Desorption)

o mikro (x10-6)

m (allein oder als Suffix) Meter

m (als Prifix) milli (x10-3)

M (allein oder als Suffix) molar (mol/I)

M (als Prifix) mega (x106)

mAU milli absorption units (Milliabsorptionseinheit)

max. maximal

min Minuten

mP Millipolarisationseinheit

MS Massenspektrometrie

n nano (10°9)

N Newton

NHS N-Hydroxysuccinimid

NMR nuclear magnetic resonance (Kernspinresonanz)

NPE 1-(2-Nitrophenyl)ethyl

NPP 2-(2-Nitrophenyl)propyl

nt Nukleotid (-e)

OD optische Dichte

p.a. pro analysi (zur Analyse)

PA Polyamid

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Salzlésung)

PEG Polyethylenglycol

PX paranenzic crossover (Paranemische Kreuzung)

Py Pyrrol

RCA rolling circle amplification
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RP
rpm
RT

s.u.
SELEX
SPM
SPR

55

STM
TBE
TEAA
TEG
TEM
TEMED
TFA
Tris
TsCl
D¢

uv

Vol

wt
z.B.

ribonucleic acid, Ribonukleinsiure

reversed phase (Umkehrphasen)

revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

Seite

Sekunde

siche unten

Systematic evolution of ligands by exponential enrichment
scanning probe microscope (Rastersondenmikroskop)
surface placmon resonance (Oberflichenplasmonresonanz)
single-stranded (einzelstringig)

scanning tunneling microscope (Rastertunnelmikroskop)
Tris-Borat-EDTA

Triethylammoniumacetat

Tetraethylenglycol

transmission electron microscopy (Transmissionselektronenmikroskopie)
Tetramethylethylendiamin

Trifluoressigsdure
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
para-Toluolsulfonsiurechlorid

triple crossover (dreifache Kreuzung)

unit (Einheit bei Enzymen)

Ultraviolett

Volt

Volumen

Watt

Wildtyp

zum Beispiel
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