ZUSCHRIFTEN

Experimentelles

2: Zu 300mL einer 0.25M Losung von Li[Al(PH,),] (75 mmol) in
Tetraethylenglykoldimethylether wurden innerhalb von 10 min bei
—30°C unter Riihren 11.46 g (67.4 mmol) SiCl, gegeben. Dabei bildete
sich eine orangefarbene Reaktionslosung. Nach Entfernung der Kiihlung
wurden die fliichtigen Bestandteile (PH;, HSi(PH,); und 2) bei 20°C und
10-3 Torr in eine auf — 196 °C gekiihlte Falle kondensiert und danach durch
Kondensation in hintereinander verbundene Kiihlfallen bei — 10, — 60 und
—196°C fraktioniert. Dabei kondensieren 2 in der bei — 10°C, HSi(PH,); in
der bei —60°C und PH; in der bei —196°C gekiihlten Falle. Ausbeute:
1.94 g (12.1 mmol, 18%); Schmp.: —25°C; 'H-NMR (250 MHz, C,Dq,
25°C): =2.04 (dm); 'P-NMR (101 MHz, C(D, 25°C): 6 = —205.0 (tm,
J(PH)=185.51 Hz, 2J(PP)=1428Hz, 2J(HH)=037Hz, *(PH)=
4.35Hz); ¥Si-NMR (49 MHz, CDg, 25°C): 6=-12.17 (nq, J(Si,P)=
52.5 Hz, 2J(Si,H) =75 Hz); IR (Ar-Matrix, —218°C): #=2289 (vs), 1183
(vs), 840 (w), 721 (m), 633 (m), 566 (w), 478 cm~! (vs); MS (EI): m/z(%):
160 (30) [M*], 127 (100) [M*—PH,], 93 (61) [SiPH(PH,)*], 61 (17)
[SiPH,"].

3/6: Zu 10 mL einer 0.31M Losung von Li[Al(PH,),] (3.1 mmol) in
Ethylenglykoldimethylether wurden bei —45°C unter Riihren 0.60 g
(2.8 mmol) GeCl, getropft. Unter Gasentwicklung (PH;) bildete sich eine
gelbe Suspension, die filtiert wurde. Das klare Filtrat enthielt laut GC-MS
nur 3 und 6 im Verhiltnis von 1:2.5. 3: MS(EI): m/z (%): 206 (10) [M*], 173
(100) [M* — PH,], 137 (100) [GeP,H*], 107 (82) [GePH*], 74 (19) [Ge*], 67
(19) [P,Hs*]. 6: MS(EI): m/z (%): 174 (23) [M*], 140 (90) [M* — PH;], 107
(100) [M* — PH,PH5;], 74 (40) [Ge™].
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Kovalente DNA -Streptavidin-Konjugate als
Bausteine fiir neuartige biometallische
Nanostrukturen**

Christof M. Niemeyer,* Wolfgang Biirger und
Jorg Peplies

Ein Schwerpunkt der Nanotechnologie ist die Herstellung
von Struktur- und Funktionselementen im Nanometerbereich
— vorzugsweise durch Selbstorganisation kleiner Molekiilbau-
steine zu groBeren Einheiten.['! DNA ist wegen ihrer einzig-
artigen Erkennungseigenschaften, physikalisch-chemischen
Stabilitdt und mechanischen Starrheit ein vielversprechender
Werkstoff fiir die Konstruktion nanostrukturierter Gertist-
verbindungen®* und kann beispielsweise zur genauen rium-
lichen Positionierung von leitfihigen Polymeren,”! Protei-
nenl oder nanokristallinen Goldclustern! verwendet wer-
den. Wir haben iiber die Synthese von kovalenten Konjugaten
aus Einzelstrang-DNA und Streptavidin (STV) berichtet.[®!
Die Oligonucleotideinheit erweitert die native Bindungska-
pazitdat des STV fiir vier Molekiile Biotin um eine hoch-
spezifische Bindungsstelle fiir die komplementidre Nuclein-
sdure, so daf3 die Hybride als molekulare Adapter verwendet
werden konnen, um biotinylierte Komponenten an Nuclein-
sduren zu positionieren. Wir berichten nun iiber die Selbst-
organisation der DNA-STV-Addukte 3 zu supramolekularen
Aggregaten 5 und iiber die Verwendung der Adapter zur
Herstellung der nanostrukturierten biometallischen Aggre-
gate 8 und 9 aus biotinderivatisierten Metallkolloiden (Sche-
ma 1).

Ausgehend von sechs 5'-Thiol-modifizierten Oligonucleo-
tiden mit unterschiedlicher Basensequenz, 1a—f, und rekom-
binantem STV 2 wurden unter Verwendung des heterobispe-
zifischen Crosslinkers Sulfosuccinimidyl-4-(p-maleimidophe-
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Schema 1. Schematische Darstellung der DNA-Protein-Hybride. A) Auf-
bau supramolekularer Aggregate aus DNA-STV-Konjugaten 3, die durch
kovalente Verkniipfung aus 5'-Thiol-modifizierten Oligonucleotiden 1 und
Streptavidin 2 synthetisiert wurden. (Die Pfeilspitzen markieren das 3'-
Ende der Oligonucleotidkomponenten, die geschldngelten Linien stellen
Spacerketten zwischen DNA und Protein dar.) Die Konjugate 3 mit den
Basensequenzen a—f fiigen sich in Gegenwart des RNA-Molekiils 4, das
komplementdre Sequenzabschnitte enthilt, durch Selbstorganisation zu
supramolekularen Verbinden 5 zusammen. B) Aufbau biometallischer
Aggregate. Monoamino-Goldcluster 6 wurden in Biotinderivate 7 iiber-
fithrt und an DNA-STV Addukte 3 gekoppelt. Die resultierenden Hybride
bilden in Gegenwart des RNA-Carriers 4 und von Helfernucleotiden 1
supramolekulare Aggregate wie 8[acf]. (Die Buchstabenfolge in eckigen
Klammern entspricht den enthaltenen Proteinbausteinen.) Das einen
Antikorper enthaltende Aggregat 9 wurde analog aus goldmarkiertem
3a-e und einem separat hergestellten Konjugat aus 3f und einem
biotinylierten IgG erhalten.

nyl)butyrat (sSMPB) die DNA-STV-Hybride 3 syn-
thetisiert.”! Die Nucleinsduresequenzen der Adapter 3a—f
stammen von einem Abschnitt aus ca. 170 Basenpaaren des
Antisense-Strangs des Bakteriophagen M13mp18 und wurden
beziiglich ihres Hybridisierungsverhaltens untersucht.['?) Als
Templat fiir die supramolekulare Organisation der Adapter
wurde durch In-vitro-Transkription ein RNA-Molekil 4
hergestellt, das die zu 3a—f komplementidren Sequenzab-
schnitte in der Abfolge 5'-a’-b’-c’-d’-e’-f'-g’-3’ enthilt.

Um die Organisation mehrerer Proteinkomponenten am
Carrier-Molekiil und die entstandenen Aggregate 5 unter-
suchen zu konnen, wurde der hiufig zur Analyse von Bio-

2392

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1998

molekiilwechselwirkungen verwendete elektrophoretische
Gel-Shift-Assay!"!l meBtechnisch veréindert: Durch Markie-
rung mit einer 5'-Fluorescein-derivatisierten Oligonucleotid-
sonde (G18), die komplementir zum Bindungsbereich g’ des
RNA-Carriers ist, lassen sich die DNA-Protein-Aggregate
mit einem Sequenzierautomaten charakterisieren. Diese
Methode eignet sich wegen der hohen Empfindlichkeit und
Quantifizierbarkeit der Fluoreszenzdetektion und der gegen-
iiber konventionellen Elektrophoresemethoden deutlich ho-
heren Trennleistung im hochmolekularen Bereich ausgezeich-
net zur Analyse supramolekularer DNA-Protein-Aggregate
ebenso wie fiir grundlegende Untersuchungen des Selbst-
organisationsprozesses.

In einer ersten Versuchsreihe wurde der schrittweise Auf-
bau eines Aggregats aus sechs DNA-STV-Addukten unter-
sucht (Abb. 1 A). Das Gemisch aus dem RNA-Carrier 4, der
Fluoreszenzsonde G18 und dem Hybrid 3a im Uberschu
(Spur 1 in Abb. 1 A) gab neben den Banden der freien Sonde
und des RNA-G18-Heteroduplexes lediglich eine weitere
Bande im Bereich hoherer Molekulargewichte, die dem
Aggregat 4-3a- G18 zugeordnet wurde. DaB trotz des Uber-
schusses an 3a keine hohermolekularen Produkte auftraten,
ist ein Hinweis darauf, daf3 die Aggregation ausschlielich auf
spezifischer Watson-Crick-Basenpaarung beruht. Dagegen
fithrte die Zugabe weiterer, zum Carrier komplementirer
Addukte wie 3b (Spur2 in Abb.1A) zur Bildung neuer
Spezies mit geringerer elektrophoretischer Mobilitidt. Nach-
folgend wurden supramolekulare Aggregate aus bis zu sechs
Proteinkomponenten aufgebaut und so definierte Molekiil-
verbidnde mit relativen Molekulargewichten von mehr als
400 kDa gebildet (Spuren 3—6 in Abb. 1 A). Die Quantifizie-
rung der Fluoreszenzbanden ergab eine Zunahme der Ag-
gregationsausbeute mit der Zahl gebundener Konjugate 3.
Dies ist ein Hinweis auf kooperative Effekte beim Selbst-
organisationsprozef3, die durch das zunehmende Aufbrechen
von Sekundirstrukturen des Nucleinsdure-Carriers und die
damit einhergehende Stabilitdtserh6hung der DNA-Protein-
Aggregate hervorgerufen werden.'2 Um diesen Effekt zu
untersuchen, wurde der Aufbau exemplarischer Aggregate
mit Kontrollreaktionen verglichen, in denen die noch freien
Positionen des Carriers durch ,,Helfer-Oligonucleotide“['?
abgesittigt sind (Abb. 1B). Bei Aggregaten mit zwei Pro-
teinkomponenten, z.B. 5[ad] und 5[bd], bewirkten die
Helfer-Oligonucleotide nicht nur eine Verdoppelung der
Signalintensitdten, sondern auch die Komplettierung der
zuvor unvollstdndigen gemeinsamen Aggregation beider Pro-
teinkomponenten. Diese Ergebnisse zeigen, daf die oligonu-
cleotidvermittelte Selbstorganisation molekularer Kompo-
nenten durch Vermeidung von Sekundérstrukturen im Nu-
cleinsduregeriist erheblich verbessert werden kann.[™

Angeregt durch Arbeiten zur oligonucleotidvermittelten
Organisation von Goldclustern wollten wir priifen, ob sich
die Adaptermolekiile 3 zur Herstellung von nanostrukturier-
ten Metallaggregaten eignen (Schema 1B). Dazu wurden
préparative Mengen der supramolekularen Aggregate 5 aus
Kombinationen der DNA-STV-Einzelkomponenten synthe-
tisiert und durch Gelfiltrationschromatographie von den nicht
assoziierten Einzelkomponenten getrennt. Die Kalibrierung
der Filtrationssédule ergab fiir die Aggregate S[acf] und 5[a-f]
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Abb. 1. Untersuchung des supramolekularen Aufbaus der DNA-STV-
Aggregate 5 durch Fluorezenz-Gel-Shift-Analyse. A) Die Spuren 1-6
entsprechen dem schrittweisen Aufbau des oligomeren Aggregats S[a—f].
Der Pfeil markiert die Bande der freien RNA 4. Die zunehmende Zahl
gebundener Proteinkomponenten fiihrt zu hoherer Bandenintensitit. (Die
im Original blauen Fluoreszenzbanden sind hier schwarz-wei$3 dargestellt.)
Die penta- und hexameren DNA-Protein-Aggregate (Spuren 5 und 6)
zeigen verstdrkt Dissoziation, die im Verlauf der Gelelektrophorese durch
das Fehlen von Kationen, die die Doppelhelix stabilisieren, begiinstigt ist.
B) Liniendiagramme der Gel-Shift-Analyse von 5[ad] und 5[bd] (Spuren 2
und 4). Die Komplexbildung ist unvollstindig, so da$} z.B. in Spur 2 binire
Aggregate gleicher Mobilitdt (5[a] und 5[d]) neben dem ternidren
Aggregat 5[ad] vorliegen. , Helfer-Oligonucleotide®, die komplementér
zu den nicht belegten Sequenzabschnitten sind, bewirken die Komplettie-
rung der Aggregation und fiithren zur Verringerung der elektrophoreti-
schen Mobilitdt von 5[ad] (Spur 3) und 5[bd] (Spur5). Spur 1: DNA-
Lingenstandard (GeneScan-2500 Rox, Liangenangabe in Basenpaaren).
Spur 6: Uberlagerung von fiinf Gelspuren des sukzessiven Aufbaus eines
pentameren Aggregats analog zur Gel-Shift-Analyse in A).

Molekulargewichte von ca. 240 bzw. 440 kDa. Als Metall-
komponenten wurden kommerziell erhiltliche Goldcluster 6
von 1.4 nm Grofle mit einem Monoaminosubstituenten ver-
wendet. Nach Derivatisierung mit N-Hydroxysuccinimidyl-
biotin lassen sich die Metallkolloide 7 an die DNA-STV-
Adapter binden. Das Vorliegen von Goldpartikeln in den
Protein-Hybriden wurde bei der chromatographischen Isolie-
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rung durch die charakteristische Absorption bei 420 nm
verifiziert.

Bei der Untersuchung der Biometallaggregate durch Trans-
missions-Elektronenmikroskopie (TEM) lieBen sich mehrere,
an ein STV-Molekiil gebundene Goldcluster optisch nicht
differenzieren. Die mittleren TeilchengroBen betrugen -
abhingig von der Stochiometrie der Kopplung — 1.34+0.2,
23403, 3.64+0.3 und 4.5+0.3 nm und sind nach Modell-
betrachtungen™! in Einklang mit Mono-, Di-, Tri- bzw. Tetra-
Addukten von 7 mit STV. TEM-Aufnahmen der goldmar-
kierten Aggregate zeigen sowohl gestreckte als auch gewin-
kelte Strukturen (Abb. 2). Aggregate aus drei Protein-Kom-
ponenten 8[acf] haben TeilchengréBen von ca. 4.5 nm und
zwei charakteristische Teilchenabstinde von ca. 5+2 und
10+3 nm (Abb.2A). Dieses Ergebnis korreliert mit der

50 nm

50 nm

Abb. 2. TEM-Aufnahmen von goldclustermarkierten supramolekularen
Aggregaten. A) DNA-Protein-Aggregat 8[acf] aus drei DNA-STV-Adap-
tern und RNA. Die Zentralteilchen typischer Aggregate sind durch Pfeile
markiert. B) Aggregat 9 aus fiinf goldmarkierten Adaptern 3a—e, Anti-
Maus-IgG-Konjugat 3f und RNA. Da die vier STV-gebundenen Cluster
nicht aufgelost sind, erscheinen einzelne goldmarkierte Adapter als runde
kontrastreiche Strukturen. Die schattigen Bereiche im Hintergrund
werden von der zunéchst aufgebrachten Protein-Matrix — Poly-D,L-Lysin
in A), Maus-IgG in B) — hervorgerufen.

schematischen Aggregatstruktur (Schema 1), da die beiden
Nucleinsdure-Spacerregionen aufgrund der Liicken im
Riickgrat der Doppelhelix eine hohe Flexibilitdt aufweisen.

Als néchstes sollte eine funktionelle Proteinkomponente in
die Biometallaggregate integriert werden. Zur Herstellung
des Immunglobulin(IgG)-haltigen Konstruktes 9 wurden in
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getrennten Anséitzen zunédchst das DNA-STV-Hybrid 3 f mit
biotinyliertem Antikorper gegen IgG der Maus und die
Hybride 3a—-3e mit biotinderivatisierten Goldclustern ge-
koppelt. Nach Organisation der Komponenten am RNA-
Carrier und chromatographischer Reinigung wurde das Pro-
duktaggregat auf seine Funktionalitét gepriift. Dazu wurden
TEM-Netze mit Maus-IgG beschichtet und kurz mit einer
Losung von 9 in Kontakt gebracht. Wihrend bei Kontroll-
reaktionen mit Kaninchen-IgG keine Metallkolloide beob-
achtet wurden, zeigten TEM-Aufnahmen der Antigen-modi-
fizierten Oberflichen deutliche Clusteransammlungen, in
denen auch isolierte Kettenstrukturen erkennbar waren
(Abb.2B). Die Metallaggregate haben mittlere Teilchen-
durchmesser und Partikelabstdnde von 4.6 £0.3 bzw. 2.7+
0.4 nm. Daraus ergibt sich fiir die Nucleinsduredoméne in
den DNA-STV-Einzelkomponenten eine Linge von etwa
7.3 nm. Dies entspricht dem erwarteten Wert von 7.1 nm fiir
eine 21-bp-Doppelhelix. Die Lénge der drei Kettenstrukturen
betrdgt ca. 33+2nm und korreliert ebenfalls mit dem
theoretischen Wert von ca. 37 nm fiir eine 108-bp-Doppel-
helix, wenn man die Flexibilitdt des 1.2-nm-Spacers zwischen
Oligonucleotid und STV beriicksichtigt.

Diese Experimente belegen, daf3 kovalente Konjugate aus
Oligonucleotiden und Streptavidin als vielseitige Adapter-
molekiile fiir den Aufbau neuartiger nanostrukturierter
Molekiilverbinde eingesetzt werden konnen. Weitere grund-
legende Untersuchungen im Hinblick auf Struktur, Stabilitét,
Bildungseigenschaften und Modifizierbarkeit von supramo-
lekularen Aggregaten auf Nucleinsdurebasis werden zeigen,
ob biotechnische Anwendungen wie die Entwicklung von
Sensor- oder Schaltelementen, von synthetischen Multien-
zymkomplexen oder Interface-Strukturen zwischen elektro-
nischen und biologischen Systemen realisierbar sind.

Experimentelles

Kovalente DNA-STV-Addukte aus 5'-thiolierten Oligonucleotiden
(NAPS, Gottingen) und rekombinantem STV (Boehringer, Mannheim)
wurden unter Verwendung des heterobispezifischen Crosslinkers sSSMPB
(Pierce) in ca. 10-15% Ausbeute synthetisiert.[)’ Die Basensequenzen
der verwendeten Oligonucleotide la-f lauten: 5-Thiol-TCCTGT-
GTGAAATTGTTATCCGCT-3' (1a); 5-Thiol-GTAATCATGGTC-
ATAGCTGTT-3' (1b); 5'-Thiol-CCG GGTACCGAG CTCGAATTC-3'
(1c); 5'-Thiol-CAG GTCGACTCTAGAGGATCC-3' (1d); 5'-Thiol-AG-
TGCCAAGCITGCATGCCTG-3' (1e); 5'-Thiol-GTTTTCCCAGTC-
ACGACGTTGTAA-3' (1f). Zur Herstellung des RNA-Carriers 4 wurde
ausgehend von M13mp18-DNA ein doppelstringiges 189-bp-DNA-Frag-
ment mit den Primern M13T7 (5-GTAATCATG GTCATAGCT GTT-
GTAATCATGGTCATAGCTGTT-3) und MI13G3 (5'-GTAATC-
ATG GTC ATA GCT-3') durch Polymerasekettenreaktion (PCR) syntheti-
siert. Der Primer M13T7 enthidlt die Promoter-Region fiir T7-RNA-
Polymerase (unterstrichen). Die In-vitro-Transkription des gereinigten
PCR-Produkts lieferte ca. 10 Mol-Aquiv. der entsprechenden 170-mer-
RNA, die konventionell durch Elektrophorese an Acrylamidgel (10 % ) mit
7M Harnstoff unter Verwendung eines DNA-Léngenstandards (GIBCO)
charakterisiert wurde.

Fluoreszenz-Gel-Shift-Analysen wurden mit einem ABIPrism-377-DNA-
Sequenzierautomaten (Perkin Elmer) durchgefiihrt. Die Basensequenz der
5'-Fluorescein-derivatisierten G18-Oligonucleotidsonde (NAPS) lautet: 5'-
Fluorescein-GTA ATG GTCATAGCT GTT-3". In einem typischen Expe-
riment wurden 3 pmol der Hybridkomponenten (3um Stammlgsungen in
Tris(hydroxymethyl)aminomethan(Tris)-Puffer, pH 7.3 mit 150mm NaCl)
mit 0.5 pmol RNA 4 und 0.5 pmol G18-Sonde gemischt und 30 min bei
37°C inkubiert. Sind keine temperaturempfindlichen Komponenten ent-
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halten, kann die Aggregation auch in 2 min bei 50°C erfolgen. Von den so
hergestellten Proben wurde 1 puL auf ein nicht denaturierendes Poly-
acrylamid-Gel (4 %) aufgetragen und durch Elektrophorese bei 750 V und
50 mA in 3.5 h bei 20 °C getrennt. Die Fluoreszenzbanden wurden mit dem
Programm ABI-Prism-GeneScan 2.0.2 (Perkin Elmer) analysiert.

20 nmol aminomodifizierte 1.4-nm-Goldcluster (Monoamino-Nanogold,
Nanoprobes) in 100 uL Phosphatpuffer wurden mit 10 Aquiv. NHS-Biotin
(Pierce) 1h bei Raumtemperatur umgesetzt und chromatographisch
gereinigt (Superdex-Peptide-FPLC-Sdule, Pharmacia). Zur Konjugation
mit 3 wurden 100 pmol der DNA-STV-Hybride mit 2—8 Mol-Aquiv. 7
gemischt, 1h inkubiert, 100 pmol RNA 4 zugegeben und erneut 1h
inkubiert. In einigen Ansédtzen wurden zunichst die Aggregate 5 pripa-
riert, chromatographisch gereinigt (Superdex-200, Pharmacia) und an-
schlieBend mit 7 umgesetzt. Nach erneuter Reinigung wurden die
Aggregate durch Ultrafiltration konzentriert (Centricon, Millipore) und
photometrisch quantifiziert. Zur Herstellung von 9 wurden vor der RNA-
Zugabe in getrennten Ansitzen 3a—e mit 7 und 3 f mit biotinderivatisier-
tem Ziege-anti-Maus-IgG (Dianova) gekuppelt. Zur TEM-Charakterisie-
rung wurden Kupfernetze (400 mesh) mit einer diinnen Graphitfolie
(Plano) verwendet, die mit Proteinen (IgG aus Maus oder Kaninchen
oder Poly-p,L-Lysin (Boehringer-Mannheim) 1 mgmL~' in phosphatge-
pufferter NaCl-Losung (PBS)) beschichtet wurden. Zur Immobilisierung
wurde ein 5-pL-Tropfen der Gold-markierten Aggregate (1-10nwm) auf das
Netz gegeben und 2 min inkubiert. Die TEM-Bilder wurden mit einem
EM-420-Gerit (Philipps) bei 120 kV Beschleunigungsspannung aufge-
nommen.

Eingegangen am 29. Dezember 1997,
verdnderte Fassung am 9. April 1998 [Z11301]

Stichworter: DNA-Hybridisierung - Nanostrukturen - Su-
pramolekulare Chemie
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Einhaltung moderater Hybridisierungstemperaturen. Die RNA 4
bildet bei diesen Temperaturen Sekundérstrukturen mit dhnlicher
Stabilitit (AG ~— 44.6 kcalmol!) wie die Oligonucleotid-Doppelhe-
lices!'” (AG =—34.2 bis —44.7 kcalmol~!). Dadurch wird die ther-
modynamische Stabilitdt der bindren Aggregate 5 je nach Sequenz
unterschiedlich stark beeinflulit. Versuche mit gednderten Aggrega-
tionszeiten und -temperaturen lassen darauf schlieBen, daf sich das
System unter den angegebenen Bedingungen im thermodynamischen
Gleichgewicht befindet. Der EinfluB durch Helfer-Oligonucleotide
héngt somit nicht nur von der Basensequenz, sondern auch von der
Zahl der DNA-STV-Hybride ab. Wihrend die Bildung binérer
Aggregate je nach Sequenz durch Helfer-Oligonucleotide positions-
abhingig (z.B. bei 5[d], 5[e]) bis etwa zum 20fachen erhoht wird,
zeigt der Vergleich terndrer Aggregate — abhéngig von den verwen-
deten Bausteinen — eine bis zu dreifach hohere Signalintensitét. Diese
Steigerungsraten sind in Einklang mit der berechneten Sekundér-
struktur von 4, wonach insbesondere der Sequenzabschnitt d'-e’-f" als
stabile doppelhelicale Doméne vorliegt. Bei Aggregaten mit vier und
mehr Proteinkomponenten wird kaum eine Steigerung erreicht.

[14] Das Protein mifit ca. 4 x 4.2 x 5.6 nm, die vier Biotin-Bindungszentren
im Inneren des Molekiils bilden einen verzerrten Tetraeder mit einer
mittleren Kantenldnge von ca. 2.3 nm; P. C. Weber, D. H. Ohlendorf,
J. J. Wendoloski, F. R. Salemme, Science 1989, 243, 85. Die Markie-
rung von Avidin mit dhnlichen Goldclustern (1 nm) ergab einen
Abstand von ca. 2nm zwischen den Biotin-Bindungstellen; D. E.
Safer, J. Hainfeld, J. S. Wall, J. E. Reardon, Science 1982, 218, 290.

Oligomere mit intercalierenden Cytosin-
Cytosin"-Basenpaaren und Peptidriickgrat:
Analoga des DNA-i-Motivs**

Ulf Diederichsen*

Die Enden von Chromosomen werden von telomerer DNA
gebildet, die aus einem Guanin-reichen Strang sowie der
komplementédren Cytosin-reichen DNA in bis zu 1000 Wie-
derholungssequenzen besteht.l! Die Organisation des Gua-
nin-reichen Stranges in Tetraden ist ein bekanntes Struktur-
motiv, in dem das Donor/Acceptor-Muster des Guanins eine
gleichzeitige Paarung iiber die Watson-Crick- und die Hoog-
steen-Seite erlaubt.’). Unerwartet war hingegen, dal auch
Cytosin-reiche Oligomere Tetraden bilden, da Pyrimidine
keine Hoogsteen-Seite aufweisen und grundsitzlich einen
kleineren Beitrag zur Stabilitdt durch Basenstapelung bei-
steuern. Durch Semiprotonierung eines C-C-Basenpaares bei
pH 4.5-6.5 kann jedoch eine dreizihnige Paarung im rever-
sen Watson-Crick-Modus unter paralleler Anordnung der
DNA-Striange verwirklicht und durch Intercalation von zwei
C-C*-paarenden Doppelstrangen weitere Stabilisierung in
einer C-Tetrade erreicht werden.-!
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Die Wechselwirkung der Basenpaarebenen beruht lediglich
auf einer Wechselwirkung der Carbonyl- und Aminogruppen,
die mit entgegengerichtetem Dipol iibereinander zu liegen
kommen (Schema 1). Diese Anordnung der Basenpaare

1%

Schema 1. Benachbarte C-C*-Basenpaarebenen in einer dem DNA-i-
Motiv analogen Alanyl-PNA-Tetrade.

leistet einen erheblichen Beitrag zur Stabilisierung, der sich in
einem Basenpaarabstand von nur 3.1 A #uBert. Derartige C-
C*-DNA-Tetramere werden in Anlehnung an die Intercala-
tion zweier Doppelstriange als i-Motiv bezeichnet und wurden
von Gehring et al. in einer NMR-Strukturanalyse des DNA-
Oligomers d(TCCCCC)P! und von Chen et al. basierend auf
einer Kristallstruktur von d(C,) beschrieben. Inzwischen
sind die C-Tetraden aus intercalierenden C-C*-Doppelstrian-
gen als DNA-Strukturmotiv etabliert.’] Die Intercalation
erfordert ein Aufwinden der Doppelhelix und fiithrt beim
i-Motiv zu einer Helicitdt von nur 12.4°-16°. Die Cytosin-
Cytosin-Selbstpaarung hat uns im Rahmen unserer Unter-
suchung von Alanyl-PNA[‘ besonders interessiert, da die fast
bis zur Linearitit gestreckte Riickgratstruktur im i-Motiv fiir
Alanyl-PNA eine analoge Struktur erwarten lief3.

Alanyl-PNA besteht aus einem reguldren, alternierend
konfigurierten Peptidriickgrat aus Alanyleinheiten mit Nu-
cleobasen in fS-Position und paart in Doppelstringen mit
gestrecktem Riickgrat. Die Linearitit der Alanyl-PNA-Paa-
rungskomplexe ist strukturimmanent, da der Abstand aufein-
anderfolgender Seitenketten dem DNA-Stapelungsabstand
von 3.4 A sehr nahe kommt. Die Alternanz der Nucleoami-
nosédure-Konfiguration ist erforderlich, um die Nucleobasen
auf einer Seite des Riickgrats zu orientieren.

Zur Untersuchung der C-C-Paarung haben wir die Okta-
mere H-(AlaC-AlaC),-Lys-NH, 1 und H-(AlaC-AlaC),-Lys-
NH, ent-1 (AlaC=f-(Cytosin-1-yl)alanin, D-konfigurierte
Aminosduren sind unterstrichen; Lysinamid wurde C-termi-
nal aus Loslichkeitsgriinden eingefiihrt) synthetisiert,” bei
denen der Abstand der Nucleobasen keine Intercalation
zuldBt und weiteres Strecken des Doppelstranges nicht
moglich ist. Hingegen erlaubt bei den Oligomeren H-(Gly-
AlaC),-Lys-NH, 2 und H-(Gly-AlaC),-Lys-NH, ent-2 das in
jeder zweiten Einheit vorhandene Glycin rdumlich die Inter-
calation linearer Doppelstringe (Schema 2). Die Synthese der
Oligomere in jeweils beiden enantiomeren Formen war
erforderlich, da aufgrund der Paarungsselektivitdt von Ala-
nyl-PNA der fiir die C-C-Paarung einzig mogliche reverse
Watson-Crick-Modus nur mit antiparalleler Strangorientie-
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