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DNA-Enzym-Konjugate

Kovalente Himin-DNA -Addukte zur Herstellung
einer neuartigen Klasse artifizieller Him-
Enzyme**

Ljiljana Fruk und Christof M. Niemeyer*

Ein wichtiges Ziel in der Nanobiotechnologie ist es, die
Herstellung neuartiger Biomaterialien im Bereich weniger
Nanometer prizise zu steuern.!!. DNA-Oligomere spielen
wegen ihrer Fidhigkeit zur hochspezifischen molekularen
Erkennung eine herausragende Rolle als strukturdirigierende
Agentien fiir den Bottom-up-Aufbau nanostrukturierter
Funktionseinheiten. Die Herstellung halbsynthetischer
DNA-Protein-Konjugate ermoglicht es somit, die einzigarti-
gen Eigenschaften von DNA mit der nahezu unbegrenzten
Vielfalt funktionaler Proteinkomponenten zu vereinen, die
durch natiirliche Evolution fiir hochspezifische katalytische
Umsetzungen, Energieumformungen oder Translokations-
vorginge optimiert wurden.”) Will man die Funktionalitit
solcher DNA-Protein-Konjugate nutzen, muss man allerdings
die Aufgabe meistern, Synthesestrategien zu entwickeln, mit
denen sowohl die Stochiometrie als auch die Regioselektivi-
tdt der DNA-Protein-Kupplung steuerbar sind.

Wir berichten hier iiber einen neuartigen Zugang zu
wohldefinierten und hochgradig funktionalen Konjugaten aus
DNA-Oligomeren und Enzymen, die iiber eine Hamin-Ein-
heit (Eisen-Protoporphyrin-IX-Komplex) als prosthetische
Gruppe verfiigen. Im ersten Schritt wurden kovalente DNA-
Hémin-Addukte (hemD,; und hemD, in Schema 1a) an der
Festphase synthetisiert. Nach der Abspaltung von der Fest-
phase und der Reinigung wurden die hemD-Addukte einge-
setzt, um apo-Myoglobin (apo-Mb: Myoglobin mit fehlender
prosthetischer Hamin-Gruppe) zu rekonstituieren.””! Die Re-
konstitution von apo-Mb mit hemD; und hemD, lieferte
enzymatisch aktives Myoglobin, das ein oder zwei DNA-
Oligomer(e) enthielt (MbD, bzw. MbD, in Schema 1b), die
mit dem Enzym in unmittelbarer Nihe des aktiven Zentrums
verkniipft sind. Um zu zeigen, dass die DNA-Oligomere als
adressierbare Einheiten fiir selektive DNA-vermittelte As-
semblierungsreaktionen fungieren konnen, wurden die MbD-
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Konjugate mit komplementdren g
Fianger-Oligomeren  hybridisiert,

die zuvor an einer Festphase immo-
bilisiert wurden (Schema 1c¢). Die
nachfolgende Untersuchung der en-
zymatischen Peroxidase-Aktivitit NC o
zeigte, dass die MbD-Konjugate
deutlich hohere Aktivitdten aufwie-
sen als natives Mb.

Das Sauerstoff-Speicherprotein H,
Mb (Molekulargewicht: 17.6 kDa),
das eine nicht-kovalent gebundene
Hémin-Einheit enthilt, fungierte in
den vergangenen dreiflig Jahren als
Modellsystem fiir die Untersuchung
der funktionalen Rolle des Eisen-
zentrums im Hamin,*¥ weitrei-
chender Elektronentransferprozes-
sel’ sowie der Auswirkungen von
Metallaustausch oder Modifizierun-
gen der Porphyrinseitenketten auf
die Proteineigenschaften."® Artifi-
zielle Mbs sind zwar auch durch
ortsgerichtete Mutagenese zugéng-
lich,”! allerdings ermoglicht die re-
lativ einfache Entfernung von
Héimin und anschlieBende Rekon-
stitution von apo-Mb mit funktio-
nalen Porphyrin-Derivaten eine ef-
fiziente Nutzung dieses Systems
zum Studium artifizieller H&m-
Enzyme.®! So konnten Hayashi
et al. zeigen, dass Hémin, dessen
Propionatketten mit anionischen
Gruppen modifiziert waren, eine
erhohte Peroxidase-Aktivitit von
Mb in Bezug auf kationische Sub-
strate induziert."!

Aufgrund dieser umfangreichen
Kenntnisse iiber artifizielle Mbs
wihlten wir dieses Protein als
erstes Modellsystem zur Untersu-
chung des in Schema 1 dargestellten
Konzepts der DNA-Konjugation.
Zu diesem Zweck wurde ein 5'-Alkylamino-modifiziertes
12-mer-Oligonucleotid (5'-Amino-TCTCAACTCGTA) mit-
tels konventioneller Phosphoramidit-Chemie synthetisiert.
Himin wurde mit O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetrame-
thyluroniumhexafluorophosphat (HBTU) und N,N-Di-
isopropylethylamin (DiPEA) in DMF/CH;CN aktiviert und
anschliefend die so erhaltene Losung in den DNA-Synthe-
sizer injiziert, um die Kupplung mit der Aminogruppe des
Oligomers durchzufiihren. Nach 30-miniitiger Inkubation und
nachfolgender Entschiitzung unter milden Bedingungen (tert-
Butylamin, MeOH, H,0) wurde das Oligonucleotid durch
Reversed-Phase-HPLC gereinigt.'!! Die zwei Hauptprodukte
wurden durch MALDI-MS als Hidmin-Konjugate identifi-
ziert, die entweder ein oder zwei DNA-Oligomer(e) enthal-
ten (hemD, bzw. hemD, in Schema 1a).

b)

apo-Mb
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Schema 1. Schematische Darstellung der Synthese und Assemblierung von Konjugaten aus DNA
und Ham-Enzym; a) Festphasen-basierte Synthese der kovalenten DNA-Hamin-Addukte hemD, und
hemD,, die ein bzw. zwei DNA-Oligomer(e) enthalten; b) die Rekonstitution von apo-Myoglobin
(apo-Mb) mit den DNA-Hamin-Addukten fiihrt zur Bildung der DNA-Mb-Konjugate MbD; und
MbD,; c) DNA-vermittelte Immobilisierung der DNA-Mb-Konjugate. CPG = controlled porous glass;
HOBt=1-Hydroxybenzotriazol.

Sowohl hemD, als auch hemD, wurden fiir die Rekonsti-
tution von apo-Mb eingesetzt, um hierdurch die Konjugate
MbD, bzw. MbD, zu erhalten (Schema 1b). Die chromato-
graphische Analyse der Rekonstitution mittels Anionenaus-
tausch-FPLC zeigte, dass die Aufnahme von hemD, deutlich
langsamer verlief als die von hemD, (36 bzw. 24 h). Dies
konnte auf den hoheren sterischen Anspruch von hemD,
zuriickzufiihren sein, der die Diffusion und den Einschluss
von hemD, in die Hdamin-Bindungstasche von apo-Mb be-
hindert. Gemil3 den in Abbildung 1 dargestellten reprisen-
tativen Chromatogrammen der hemD-Reinigung unterschei-
det sich die Retentionszeit von apo-Mb deutlich von jenen
der entsprechenden hemD- und MbD-Konjugate, was eine
rasche und effiziente Trennung der Komponenten ermoglich-
te. Die UV/Vis-Spektren von MbD, und MbD, zeigen ein
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Abbildung 1. Chromatogramme (FPLC) zur Rekonstitution von apo-Mb
mit hemD, (a) oder hemD, (b). Die gepunkteten und durchgezogenen
Linien zeigen die Absorption bei 280 bzw. 405 nm.

Absorptionsmaximum bei 408 nm (scharfe Soret-Bande)
sowie schwache Banden bei 502, 543 und 632nm (Q-
Banden), die in Ubereinstimmung mit Literaturwerten sind,
sowie einen verbreiterten Peak bei 276 nm, der durch die
Absorption von Protein und DNA zustande kommt.['!]

Zur weiteren Charakterisierung der halbsynthetischen
MbD-Konjugate verglichen wir die Peroxidase-Aktivitidt von
MbD, und MbD, mit der von nativem Mb.'”l Um eine
maximale Nachweisempfindlichkeit zu erreichen, wéhlten wir
Amplex UltraRed (Molecular Probes) als Substrat, das in
Gegenwart von H,0O, durch Peroxidasen zu einem fluores-
zenten Farbstoff umgesetzt wird."™™ In Abbildung2a ist die
Zunahme der Fluoreszenz aufgrund der enzymatischen Um-
setzung von Amplex UltraRed durch 5 pmol natives Mb,
MbD, oder MbD, dargestellt. Es ist klar ersichtlich, dass die
Aktivitdt von MbD, und MbD, deutlich hoher ist als die von
nativem Mb. Interessanterweise zeigt MbD, eine noch hohere
Aktivitdat als MbD,, obwohl bei MbD, das aktive Zentrum
vermutlich durch die zwei DNA-Oligomere sterisch stdrker
abgeschirmt ist. Dieser Aktivitdtszuwachs, dessen Ursache
noch unklar ist, ermoglichte den Nachweis von nur sehr
geringen Mengen MbD, (ca. 0.1 pmol im Vergleich zu ca.
2 pmol bei nativem Mb). Weitere Untersuchungen der Per-
oxidase-Aktivitét, besonders unter Verwendung anderer Sub-
strate, finden derzeit statt.
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Abbildung 2. a) Peroxidase-Aktivitit von 5 pmol nativem Mb (-----),
MbD, (+++++) und MbD, (—). Die Umsitze wurden in Lésung mit
dem Substrat Amplex UltraRed gemessen. Die gestrichelt-gepunktete
Linie (-+—+) zeigt eine Kontrollreaktion in Abwesenheit einer Peroxi-
dase; b) Peroxidase-Aktivitat von MbD, (-----) und MbD, (——) nach
DNA-vermittelter Immobilisierung in Kavititen von Mikrotiterplatten,
die komplementire Fanger-Oligomere enthielten. Die Kontrollreaktio-
nen mit nicht-komplementaren Fangern (se««+ und —+-¢) zeigen die
Spezifitit der Immobilisierungsreaktion.

Um zu demonstrieren, dass die DNA-Oligomere tatséch-
lich als Erkennungsstellen fiir die selektive Bindung an
komplementire Oligonucleotide genutzt werden konnen,
fihrten wir eine DNA-vermittelte Immobilisierung von
MbD, und MbD, an der Festphase durch (Schema 1c). Aus
fritheren Untersuchungen zur DNA-vermittelten Immobili-
sierung ging hervor, dass diese Methode vorziiglich fiir die
reversible und ortsspezifische Funktionalisierung von festen
Substraten mit Proteinen und anderen Komponenten geeig-
net ist.' Nach erfolgter Immobilisierung von MbD, und
MbD, in Streptavidin-beschichteten Kavitidten einer Mikro-
titerplatte, die mit komplementédren biotinylierten Finger-
Oligomeren (5'Biotin-TACGAGTTGAGA) funktionalisiert
waren, wurde die Peroxidase-Aktivitit gemessen (Abbil-
dung 2b). Wiederum war das MbD,-Konjugat deutlich akti-
ver als das MbD,-Konjugat. Kontrollmessungen in Kavitéten,
die nicht-komplementére Fianger-Oligomere enthielten, zeig-
ten keine nennenswerte Enzymaktivitédt — dies belegt eindeu-
tig, dass die Immobilisierung tatsdchlich auf einer spezifi-
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schen Watson-Crick-Basenpaarung zwischen den Mb-gebun-
denen DNA-Einheiten und den Fanger-Sequenzen beruht.

Wir haben hier gezeigt, dass neuartige artifizielle Myo-
globine durch Rekonstitution von apo-Mb mit kovalenten
DNA-Himin-Addukten herstellbar sind. Wir konnten die
chemische Zusammensetzung und die chromatographischen
Eigenschaften dieser neuen DNA-Mb-Konjugate analysie-
ren, allerdings steht die Aufkldrung ihrer speziellen kataly-
tischen Eigenschaften erst am Anfang. Zukiinftige Arbeiten
werden sich nicht nur mit der Peroxidase-Aktivitit, sondern
auch mit der Charakterisierung der Redox- und Elektronen-
transfer-Eigenschaften der neuen DNA-Mb-Konjugate be-
fassen.'”’ Des Weiteren sollen die hoch spezifischen Bin-
dungseigenschaften der DNA-Einheit genauer untersucht
werden, indem die DNA-Mb-Konjugate sowohl im Mikro-
meter- wie auch im Nanometer-MafBstab assembliert werden.
Konjugate im Mikrometermaf3stab sind fiir die Herstellung
von Enzym-Mikroarrays nutzbar und solche im Nanometer-
mafstab fiir die Herstellung multifunktionaler Protein-Kon-
strukte fiir Anwendungen in der Materialforschung™! und
den Life-Sciences.*!

Mb fungierte in dieser Arbeit als Modellsystem fiir die
erstmalige Demonstration unseres Konzepts zur Herstellung
wohldefinierter DNA-Hadm-Enzym-Konjugate durch Rekon-
stitution der apo-Enzyme mit kovalenten DNA-H&amin-Ad-
dukten. Dieser Ansatz sollte auch auf andere Him-Enzyme
ubertragbar sein und folgerichtig den Weg zu einer Vielzahl
neuartiger Redox-Biokatalysatoren bahnen. Wegen der guten
Programmierbarkeit der auf der DNA-Einheit basierenden
Bindungseigenschaften diirften solche halbsynthetischen
DNA-Protein-Konjugate fiir eine breite Palette von Anwen-
dungen in Frage kommen - von der Biokatalyse iiber Sensor-
und Transducer-Elemente bis hin zu Bausteinen fiir mikro-
und nanostrukturierte Funktionseinheiten.
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