ZUSCHRIFTEN

Grafik zeigt die Bildung supramolekularer DNA-
Nanoringe (siche Kraftmikroskopieaufnahme in der Mitte
rechts) aus oligomeren Konjugaten (Mitte links). Poten-
tielle Anwendungen in den Life Sciences werden durch die
Mikrotiterplatte (oben) symbolisiert, der Bezug zur Nano-
technologie durch das Modell unten im Bild. (http: //www.
imm.org/ Parts/Parts3.html; Copyright® www.imm.org).

Mehr dazu auf den folgenden Seiten.
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Supramolekulare Nanoringe aus Streptavidin
und DNA **

Christof M. Niemeyer,* Michael Adler, Song Gao und
Lifeng Chi

Die molekulare Nanotechnologie beschiftigt sich mit dem
Aufbau von Struktur- und Funktionselementen aus kleinen
programmierten Molekiilbausteinen, die sich durch Selbst-
organisation zu groBeren Einheiten zusammenfiigen.[! Auf-
grund einzigartig spezifischer und nach einfachen Regeln
vorhersagbarer Rezeptoreigenschaften, hoher physikalisch-
chemischer Robustheit, mechanischer Starrheit und atom-
genauer Prozessierbarkeit ist DNA ein vielversprechender
Werkstoff zum Aufbau nanodimensionierter Systeme.? 3 So
zeigen die Arbeiten von Seeman etal., dass aus DNA
nanostrukturierte Geriistmolekiile,?><! Oberfldchenarchitek-
turen,?¢] sowie mechanische Funktionseinheiten?! aufge-
baut werden konnen. Dariiber hinaus ldsst sich die hoch-
spezifische Hybridisierung komplementirer Nucleinsduren
nutzen, um Makromoleiile wie Proteinel*! oder Nanoclus-
terl*®® 3l selektiv zu positionieren.

Wir haben kiirzlich iiber nanostrukturierte, oligomere
Konjugate 3 berichtet, die durch Selbstorganisation aus
bisbiotinylierter DNA 1 und dem Biotin-Bindungsprotein
Streptavidin (STV) 2 aufgebaut werden.[®! Rasterkraftmikro-
skopische Untersuchungen ergaben, dass in den Oligomeren 3
das Streptavidin trotz seiner Bindungskapazitdt fiir vier
Molekiile Biotin hauptsédchlich als zwei- und dreiwertiges
Bindeglied zwischen den Doppelstrang-DNA(dsDNA)-Frag-
menten fungiert, sodass dominierend lineare und zweidimen-
sional verzweigte Molekiilketten vorliegen (Schema 1). We-
gen ihrer verbleibenden Biotin-Bindungskapazitét lassen sich
die DNA-STV-Oligomere 3 als leistungsstarke Reagentien in
der Immuno-PCRI" verwenden, einer hochsensitiven Spuren-
analyse fiir Proteine und andere Antigene. Wir berichten hier
iiber die Synthese neuartiger supramolekularer DNA-Nano-
ringe 4, die durch thermische Behandlung aus den Oligome-
ren 3 zuginglich sind.

Im Zuge unserer Untersuchungen der supramolekularen
DNA-STV-Oligomere 3 wollten wir deren Denaturierungs-
verhalten testen. Hierzu wurden zunéchst Oligomere herge-
stellt, indem STV 2 mit verschiedenen Moldquivalenten eines
256 Basenpaar (bp) langen dsDNA-Fragments 1b gekuppelt
wurde. Im Falle eines molaren Uberschusses an STV erscheint
das typische Fingerprint-Bandenmuster der supramolekula-
ren Oligomere 3b, bei einem Uberschuss an DNA treten
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1a (485 bp)
1b (256 bp) 2
1c (169 bp)
1d (145 bp)
le (124 bp)
1 (103 bp)
1g (87 bp)

4a-g Sa-g

Schema 1. Synthese supramolekularer DNA-Streptavidin Nanoringe 4.
Ausgehend von 5',5'-bisbiotinylierter Doppelstrang-DNA (dsDNA) unter-
schiedlicher Linge, 1a—g, und Streptavidin (STV) 2 werden oligomere
DNA-STV-Konjugate 3a—g hergestellt. Die schematische Darstellung von
3 ist vereinfacht, da durch drei- und vierfach-konjugiertes STV Verzwei-
gungspunkte auftreten (siche Abbildung 2d). Die oligomeren Konjugate 3
werden 2min auf 95°C erhitzt und anschlieBend im Eisbad rasch
abgekiihlt, sodass sich als Hauptprodukte die supramolekularen DNA-
Nanoringe 4a—g und die linearen DNA,-STV-Konjugate Sa—g bilden. Zur
Vereinfachung sind komplementdre DNA-Stringe als parallele Linien
dargestellt, deren 3'-Enden durch Pfeilspitzen markiert sind. Es ist unklar,
ob die beiden an STV gebundenen DNA-Fragmente an benachbarten oder
gegeniiberliegenden Untereinheiten gebunden sind. Letzteres sollte jedoch
nach dem Modell von Sinha und Chignell zu stabileren Komplexen
fithren.!""]

dagene die charakteristische, verschmierte Bande fiir hoch-
molekulare Oligomere sowie Banden fiir freie dsSDNA- und
DNA-STV-Konjugate unterschiedlicher Stochiometrie, z.B.
DNA,-STV, aufl® (Abbildung 1, Spuren1-4). Die unter-
schiedlichen Préparationen von 3b wurden anschlieBend
durch zweiminiitiges Erhitzen auf 95 °C denaturiert und dann
rasch im Eisbad abgeschreckt. Durch diese Behandlung
vereinfacht sich das Bandenmuster erheblich, wobei die
gebildeten Produkte je nach anfidnglicher Kupplungsstochio-
metrie in unterschiedlichen Mengenverhiltnissen anfallen
(Abbildung 1, Spuren 5-8). Bei den Hauptprodukten handelt
es sich um das Konjugat Sb der Stochiometrie dsDNA,-STV
(Position d in Abbildung 1) und den Nanoring 4b (Posi-
tion b).®l Ferner zeigt der Vergleich von Spur 4 und 8, dass
lediglich im Falle eines dsDNA-Uberschusses freies 1b
gebildet wird (Position a). Die densitometrische Quantifizie-
rung der Bandenintensitidten ergab, dass die Bildung von 4b in
60% Ausbeute am effizientesten verlduft, wenn das anfang-
liche Verhiltnis der Kupplungspartner DNA:STV 1:2 betrégt.

Weitere Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Pro-
duktbildung eine starke Konzentrationsabhidngigkeit auf-
weist. So sinkt bereits bei einer Verdoppelung der Konzentra-
tion an 3 von ca. 0.2 um auf 0.4 pm der relative Anteil an
gebildetem 4 auf ca. 45%. Bei einer Denaturierungskon-
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Abbildung 1. Elektrophoretische Untersuchung zur Synthese der Nanoringe 4b. Gezeigt ist ein nichtdenatu-
rierendes 1.5 % Agarose-Gel nach Anfirbung mit Ethidiumbromid. In den Spuren 1-4 sind oligomere DNA-
STV-Konjugate 3b aufgetragen, die aus unterschiedlichen Kupplungsstochiometrien von STV und dsDNA 1b
hergestellt wurden. Die Denaturierung und rasche Abkiihlung tiberfiihrt die unterschiedlichen Praparationen
3b in niedermolekulare Produkte, wobei als Hauptprodukte das Konjugat DNA,-STV 5b und der Nanoring 4b
anfallen (Spur 5-8). Die Abhéngigkeit der Produktbildung von der anfanglichen Kupplungsstochiometrie
DNA:STV wird durch die prozentualen Angaben unter den Spuren 5—8 deutlich, die durch densitometrische
Analyse der Bandenintensititen bestimmt wurden; Spur M enthilt einen DNA-Molekulargewichtsmarker, die

Liangen sind in Basenpaaren angegeben.

zentration von 1 pM werden die Nanocyclen nur noch zu ca.
20% gebildet, und es entstehen zunehmend hochmolekulare
Oligomere. Auch die Abkiihlgeschwindigkeit nach der ther-
mischen Denaturierung von 3 beeinflusst die Effizienz der
Nanoringbildung. Wird beispielsweise mit einer niedrigen
Abkiihlgeschwindigkeit von 0.5° min~! renaturiert, bilden sich
bevorzugt hohermolekulare, oligomere DNA-STV-Produkte,
und die Ausbeute an 4 sinkt auf etwa 35 %. Eine quantitative
Oligomerisierung kann durch langsame Abkiihlung bei einer
Konzentration von 1 um erreicht werden. Wird dieses oligo-
mere Netz, das als eine immobile Bande im Gel erscheint,
einer erneuten Denaturierung mit anschlieBender rascher
Renaturierung unterworfen, werden wiederum die Produkte

Tabelle 1. Ausbeute und Abmessungen der Nanoringe 4a—g.

4 und 5 zuriickgebildet. Diese
Befunde zur Abhéngigkeit der
Produktverteilung von Tempe-
ratur und Konzentration sind im
Einklang mit fritheren Berich-
ten zur Selbstaggregation oligo-
valenter Bausteine.> 1]

Um das Phédnomen der Cyc-
lenbildung n&her zu untersu-
chen, wurde die Linge des
dsDNA-Fragments in 3 variiert,
sodass bei der Denaturierung
Nanoringe 4 unterschiedlicher
GroBe entstehen (4a-—g). Die
in Tabelle 1 aufgefiihrten, elek-
trophoretisch bestimmten Um-
sdtze zeigen, dass die Effizienz
der Bildung von 4 mit abneh-
mender dsDNA-Lédnge sinkt.
Stattdessen werden zunehmend
hohermolekulare Produkte und
freie dsDNA gebildet. Dieses
Ergebnis diirfte auf die groflere
Starrheit kiirzerer dsSDNA-Frag-
mente zuriickzufiihren sein, die
einer intramolekularen Cyclisie-
rung entgegenwirkt."

Zur Charakterisierung von 4
wurde die cyclische Struktur zu-
nédchst durch einen Ferguson-
Plotl'?l abgesichert, in dem die
elektrophoretische Mobilitit li-
nearer und cyclischer DNA-STV-Spezies in Abhéngigkeit von
der Dichte der Gelmatrix aufgetragen wird. Wihrend der Plot
der linearen Supramolekiile eine einheitliche Steigung fiir
5a-—c aufweist, nimmt die Steigung bei den Nanoringen 4a—c
mit zunehmender Lénge der dsDNA zu. Hieraus ldsst sich
abschétzen, dass die Reibungskonstante der Nanoringe 4a
und 4b groBer ist als die der analogen linearen Spezies Sa und
Sb, wihrend 4¢ eine geringere Reibungskonstante aufweist
als 5¢.[P Ferner ldsst sich aus dem Vergleich der Ferguson-
Plots von z.B. 5b und einem linearen 500-bp-dsDNA-Frag-
ment schlieBen, dass die Kupplung des STV-Molekiils zu einer
Verringerung der Reibungskonstante fiihrt. Dies diirfte auf
die im Vergleich zur starren DNA-Doppelhelix erhohten

4a 4b 4c 4d 4e 4f 4g
Linge der dsDNA [bp] 485 256 169 145 124 103 87
Anteil an 4 vor Denaturierung [% ] 30 10 10 4 2 <1 <1
Anteil an 4 nach Denaturierung [% ]1! 77 60 62 49 50 52 28
Anteil an § nach Denaturierung [% ]1! 20 30 25 12 13 11 17
Durchmesser von 4 [nm]"! 61 29 22 17 15 15 -
Abweichung [% ]! 21 14 9 6 4 2 -
berechneter Durchmesser [nm](“ 54.6 29.9 20.4 17.8 15.5 13.2 11.5

[a] Bestimmt durch densitometrische Analyse der Bandenintensititen; der durchschnittliche Fehler betrigt ca. +5%. [b] Bestimmt aus den Kraftmikro-
skopieaufnahmen; dazu wurden jeweils mehr als 50 Strukturen ausgemessen. Aufgelistet sind der arithmetische Mittelwert sowie die prozentuale
Standardabweichung von diesem mittleren Ringdurchmesser. [c] Berechnet aus der Linge des dsDNA-Fragments unter der Annahme einer B-DNA-
Konformation. Der Durchmesser von STV wurde mit 4.6 nm® und die Linge der zwei Spacerketten zwischen DNA und STV mit 2 nm veranschlagt.
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Beweglichkeit der beiden DNA-Molekiile um die zentrale
STV-Einheit in § zuriickzufiihren sein.

Elektrophoretisch gereinigte Priaparationen von 4 wurden
mittels Rasterkraftmikroskopie untersucht (Abbildung 2).
Bis hin zum 103-bp-dsDNA-Ring 4f konnte sowohl die
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Abbildung 2. Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen der DNA-Ringe 4a (a), 4b (b) und 4¢ (c) und

der oligomeren DNA-STV-Konjugate 3b (d).

supramolekulare Ringstruktur als auch das dquimolare Kupp-
lungsverhiltnis von STV und dsDNA optisch eindeutig
verifiziert werden. Eine statistische Auswertung der Kraft-
mikroskopieaufnahmen ergab, dass nach einmaliger Reini-
gung mehr als 90 % der abgebildeten Molekiile die charakte-
ristische Ringstruktur aufweisen. Die kraftmikroskopisch
bestimmten mittleren Ringdurchmesser korrellieren mit den
erwarteten Werten, wobei die experimentell ermittelten
Abweichungen vom Molekiildurchmesser mit abnehmender
RinggroBe sinken (Tabelle 1). Dies diirfte die bei kiirzeren
dsDNA-Fragmenten hohere Ringspannung widerspiegeln,
die bewirkt, dass beispielsweise 4¢ eher einem idealen Ring
entspricht als 4a (Abbildung 2).

Uber die Ursachen der von der anfinglichen Kupplungs-
stochiometrie abhingigen Produktverteilung (Abbildung 1)
und auch iiber den Bildungsmechanismus der Nanoringe
lassen sich gegenwértig nur Vermutungen anstellen. Da die
Denaturierungstemperatur von ligandgesittigtem STV bei
112°C liegt, erscheint es plausibel, dass im Zuge der
Denaturierung ein Quasi-Ubergangszustand vorliegt, in dem
STV mit zwei biotinylierten Einzelstrang-DNAs konjugiert
ist, die bei Komplementaritét intramolekular hybridisieren.
Da statistisch jedoch 50% der zweifach konjugierten STV-
Molekiile im Ubergangszustand zwei zueinander nichtkom-
plementére Einzelstrange enthalten sollten, deutet die bis zu
77% betragende Effizienz der Bildung von 4 darauf hin, dass
auch andere Mechanismen an der Ringbildung beteiligt sein
konnten. So ergaben Denaturierungsversuche in Gegenwart
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von freiem D-Biotin, dass eine Verdringung der dsDNA-
Liganden aus dem STV erfolgt. Dies legt nahe, dass die
Bindung zwischen STV und der biotinylierten dsDNA bei
hoheren Temperaturen zunehmend labil wird, sodass auch
Liganden-Austauschreaktionen zur Bildung von 4 beitragen
konnten.[]

Wir haben hier iiber eine einfache und
effiziente Synthese neuartiger, supramo-
lekularer DNA-Nanoringe 4 berichtet,
die durch thermische Denaturierung und
rasches Abkiihlen aus oligomeren DNA-
STV-Netzen 3 zuginglich sind. Uber den
Aufbau von DNA-Ringen und deren
mogliche Verwendung als Bausteine fiir
nanostrukturierte Elemente wurde be-
reits berichtet.['% 16171 Diese Arbeit erwei-
tert die bisherigen Ansétze, da das endo-
gene STV-Molekiil in den Nanoringen als
Ankerpunkt fiir weitere Funktionalisie-
rungen genutzt werden kann.*® '8 Dies-
beziigliche Arbeiten zur Modifizierung
und lateralen Anordnung der Nanoringe
sind im Gange.

Experimentelles

Zu 24 pL einer 1.0um Losung von STV in 10 mm
Tris(hydroxymethyl)methylamin(Tris)-Puffer

(pH 7.3) mit 2mm Ethylendiamintetraessigsédure
(EDTA) werden 6.8 uL einer 1.75um Losung der
bisbiotinylierten dsDNA 1c¢ im gleichen Puffer
gegeben, sodass eine Endkonzentration von
0.39 pmoluL~! an dsDNA vorliegt. Die Losung wird 15 min bei Raum-
temperatur unter Schiitteln inkubiert und dann mit Tris-Puffer auf eine
Endkonzentration von 0.2 um an DNA verdiinnt. Das oligomere DNA-
STV-Konjugat wird 2 min bei 95°C denaturiert und im Anschluss im
Eisbad auf 0°C abgekiihlt. Die Analyse und Aufreinigung der Produkte
erfolgt durch native Gelelektrophorese in einem Agarose-Gel, wobei der
Agarosegehalt je nach Linge des dsDNA-Fragments bei 1 (DNA >
400 bp), 1.5 (400-150 bp) oder 2.2 % (150-80 bp) liegt. Nach Anfirbung
des Gels mit Ethidiumbromid wird das Hauptprodukt ausgeschnitten und
unter Verwendung einer Micropure-0.22-um-Kartusche (Millipore) durch
10 min Zentrifugieren bei 5000 Umdrehungen pro Minute aus dem Gel
eluiert. Die Immobilisierung von 4 auf Glimmer und die Untersuchung
durch Kraftmikroskopie erfolgten wie zuvor beschrieben. !
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Dynamische Untersuchungen der durch
Phospholipase A, katalysierten Hydrolyse
einer DPPC-Monoschicht an der
Wasser-Luft-Grenzflache**

Junbai Li,* Zhijian Chen, Xiaoli Wang,
Gerald Brezesinski und Helmuth Mohwald*

Viele chemische Reaktionen, besonders solche im kristal-
linen Zustand, hingen von der lokalen Umgebung der
Reaktanten ab. Um ihre Mechanismen zu verstehen, miissen
diese Reaktionen in Abhéngigkeit von der lokalen Ordnung
untersucht werden; dabei sollten auch Ordnungsdnderungen
im Verlauf der Reaktion verfolgt werden. Amphiphile
Monoschichten sind fiir diese Zwecke bestens geeignet, da
ihre Ordnung gezielt verdndert und bestimmt werden kann.
Die chemische Reaktion kann dabei mit neuen spektrosko-
pischen und mikroskopischen Techniken verfolgt werden.
Dariiber hinaus konnen die Reaktanten mit der jeweils
benachbarten Phase auf kontrolliertem Wege ausgetauscht
werden.

Ein fiir die Biologie und technische Bereiche wichtiges
System ist die Phospholipase A, (PLA,), die die Hydrolyse
einer Phospholipid-Monoschicht an einer Grenzfliche kata-
lysiert. Es ist bekannt, dass diese Reaktion vom Zustand der
Monoschicht abhéngt. Inzwischen kann die molekulare Ord-
nung von Monoschichten bereits in einzelnen Domédnen mit
mikroskopischer Auflésung untersucht werden, wobei haupt-
sdchlich Methoden der Rontgenbeugung an Oberfldchen, FI-
IR-Spektroskopie und Brewster-Winkel-Mikroskopie (BAM)
angewandt werden. Dieses Verfahren wird hier zur detail-
lierten Beschreibung der Enzymreaktion genutzt. Die Korre-
lation von Verdnderungen der molekularen Ordnung mit der
katalytischen Aktivitdt sollte das Verstdndnis dieser Reak-
tionsmechanismen fordern.

PLA, ist ein Calcium-abhéngiges Enzym, das reichlich in
lebenden Organismen vorhanden ist. Die enzymatische Re-
aktion mit der Membranoberfldche besteht aus einem mole-
kularen Erkennungsprozess und einer Spaltungsreaktion.[!]
PLA, hydrolysiert stereoselektiv die sn-2-Esterbindung von
L-Phospholipiden, wodurch Fettsduren und Lysophospholipi-
de freigesetzt werden (Abbildung 1a). Die Aktivitdt von
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