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Aufgrund der bestens etablierten Synthese, der gut erforsch-
ten Struktureigenschaften und ihrer Grof3e ist DNA ein in-
teressantes Material fiir den Aufbau von Nanoarchitekturen
nach dem ,,.Bottom-up“-Prinzip, was bereits in zahlreichen
Studien belegt wurde.! Es gelang beispielsweise, Wiirfel,!'*
Oktaeder,® Borromiische Ringe™ sowie Rohren! (Na-
nodrihte) aus DNA zu konstruieren. Dabei wirkt DNA im
NanometermaRstab nicht nur als Geriist, sondern auch als
Funktionsmaterial, um z.B. Temperaturen® oder Krifte
zu messen. Allerdings ist es schwierig, stabile verzweigte,
dreidimensionale Architekturen zu erzeugen, da es sich bei
DNA um ein lineares Polymer handelt.'"l Verzweigte DNA-
Doppelstriange bieten eine mogliche Losung, erfordern aber
den FEinsatz komplexer Kachelkonstruktionen zur Bildung
stabiler Strukturen.* Andere Ansitze nutzen synthetische
DNA-Derivate, um beispielsweise Trisoligonucleotidyl-Ver-
zweigungen zu erzeugen.*!

Polyamide aus nichtproteinogenen Aminosduren mit N-
Methylpyrrol-, N-Methylimidazol- oder N-Methylhydroxy-
pyrrol-Einheiten binden als Haarnadelschleife in die kleine
Furche doppelstringiger DNA.P! Die Sequenz der beiden
antiparallelen Strénge des Polyamids bestimmt dabei, welche
DNA-Basensequenz mit hoher Selektivitdt und Affinitét ge-
bunden wird. Es existieren Paarungsregeln fiir eine direkte
molekulare Erkennung der meisten DNA-Sequenzen durch
ein spezifisches Polyamid. DNA-bindende Polyamide dieses
Typs konnen fiir eine Reihe von Anwendungen, z.B. zur
Genregulierung®! oder zum sequenzspezifischen Anfirben
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von DNA [ verwendet werden. Da die meisten Bezeich-
nungen fiir diese Verbindungsklasse entweder umsténdlich
lang oder ungenau sind, schlagen wir in Anerkennung des
groBlen Beitrags von P. B. Dervan auf diesem Gebiet den
allgemeinen Begriff ,,Dervan-Polyamid* vor.

In dieser Studie berichten wir iiber die Verwendung von
Dervan-Polyamiden als ein mogliches zweites Strukturele-
ment zum Aufbau von DNA-Architekturen, das orthogonal
zur Watson-Crick-Basenpaarung ist. Unser Grundgedanke ist
die Herstellung einer DNA-Stiitze (DNA strut) durch Ver-
kniipfen zweier Haarnadelpolyamide iiber einen langen fle-
xiblen Linker. Jede Seite der Stiitze lagert sich an einen be-
stimmten DNA-Doppelstrang an, sodass die Stiitze als ,,se-
quenzspezifischer Klebstoff den Aufbau stabiler komplexer
Architekturen erleichtert. Bisher existiert nur ein Beispiel, in
dem ein Dervan-Polyamid zwei DNA-Doppelstriange ver-
bindet. Allerdings waren in diesem Fall die beiden Doppel-
striange bereits in einem Nucleosom in nichster Ndhe zuein-
ander angeordnet.”

Um zu untersuchen, ob Dervan-Polyamide allein in der
Lage sind, DNA-Objekte stabil zu verkniipfen, wurde die in
Abbildung 1 gezeigte heterobifunktionale Stiitze S-AB syn-
thetisiert. Sie besteht aus zwei Dervan-Polyamiden, PA-A
und PA-B, die iiber einen Ethylenglycol-Linker verbunden
sind. Details der Synthese und Charakterisierung konnen den
Hintergrundinformationen entnommen werden.

Bei der Untersuchung unserer Hypothese der Verbindung
zweier DNA-Doppelstrange durch DNA-Stiitzen wurden die
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Abbildung 1. Die heterobifunktionale Stiitze S-AB mit ihren zwei DNA-
bindenden Subdoméinen PA-A und PA-B.
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in Abbildung 2 gezeigten Haarnadel-DNAs eingesetzt. Die
Haarnadeln H-A und H-B enthalten jeweils passende Bin-
dungstellen fiir PA-A bzw. PA-B. Jede Polyamiddoméne
konnte nur mit einer doppelten Fehlpaarung an die jeweils
andere DNA binden, und die Haarnadel H-C enthilt keine
Bindungsstelle fiir die beiden Polyamiddoménen.

21bp
5 3
5-ATGGCCA-3
H=A H=A 3-TACCGG TS
5-ATGGTAT-3
=B B 3-TACCATAS
5-AGCTCCAJ
H-C R-C 3-TCGAGG TS

Abbildung 2. Ubersicht der DNA-Haarnadeln und DNA-Ringe, die in
der vorliegenden Studie verwendet wurden. Die Positionen der Bin-
dungsstellen sind dunkelgrau markiert, die entsprechenden Sequenzen
sind rechts aufgefiihrt.

Gewohnlich wird das Bindungsverhalten von Dervan-
Polyamiden iiber ,Footprinting“-Methoden untersucht.”
Wihrend dieses etablierte Verfahren effizient ist, um die
Bindung in bindren Polyamid/DNA-Komplexen zu studieren,
ist es zum Nachweis von terndren Komplexen, wie den hier
betrachteten Komplexen aus zwei DNA-Doppelstrangen und
der Stiitze S-AB, ungeeignet. Daher wurde auf die Fluores-
zenzkorrelationsspektroskopie (FKS) als Analysenmethode
zuriickgegriffen.”)

Bei diesem Verfahren werden zwei Wechselwirkungs-
partner mit unterschiedlichen Fluorophoren markiert. Ge-
messen werden die zeitaufgelosten Fluoreszenzfluktuationen
innerhalb eines sehr kleinen fokalen Volumenelements (ca.
1 fL), erzeugt und begrenzt durch zwei Laserstrahlen, die auf
die beiden Fluoreszenzmarker abgestimmt sind. Um nur
wenige Molekiile zu detektieren, werden Konzentrationen im
nanomolaren Bereich verwendet. Die zeitaufgeloste Fluo-
reszenz eines jeden Fluorophors wird separat ermittelt. Die
aufgenommenen Intensititsfluktuationen werden durch die
Korrelationshardware verarbeitet und die resultierenden
Autokorrelations- und Kreuzkorrelationskurven analysiert.

Daraus erhidlt man Informationen iiber die Diffusions-
koeffizienten und die Konzentrationen der fluoreszierenden
Molekiile in der Losung. Bilden zwei markierte Wechselwir-
kungspartner einen Komplex, so entsteht eine neue fluores-
zierende Spezies, die mit zwei Farbstoffen versehen ist. Auf
diese Weise konnen die Konzentrationen der beiden fluo-
reszierenden Spezies und ihres doppelt markierten Reakti-
onsproduktes parallel bestimmt werden, ohne dass man sie
voneinander trennen muss.

Ausgehend von der Konzentration der freien und ge-
bundenen Reaktionspartner kann der Kp-Wert berechnet
werden. (Details dieser Analysenmethode wurden an anderer
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Stelle beschrieben:Ps zu experimentellen Details siche die
Hintergrundinformationen.) Zuerst wurden die Dissoziati-
onskonstanten von Komplexen aus den einzelnen Dervan-
Polyamiden PA-A und PA-B und den drei DNA-Haarnadeln
mit FKS bestimmt (Tabelle 1). Dabei bindet PA-A hoch

Tabelle 1: Durch FKS ermittelte Dissoziationskonstanten Ky von DNA-
Komplexen.

Chemie

Cy5®

RGP

unmarkiert

Ko [nm]19

Bemerkung

H-A
H-A
H-B
H-B
H-C
H-C
H-A
H-C
H-A
R-A
R-C
R-A

PA-A
PA-B
PA-A
PA-B
PA-A
PA-B
H-B
H-B
H-B
R-B
R-B
R-B

S-AB
S-AB
S-AB
S-AB

5+1
n.d.
n.d.
2+1
n.d.
n.d.
20+5
n.d.
n.d.
30+5
n.d.
n.d.

Paarung
Fehlpaarung
Fehlpaarung
Paarung
Fehlpaarung
Fehlpaarung
Paarung
Fehlpaarung
Paarung
Fehlpaarung
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[a] Dieser Wechselwirkungspartner ist mit Cy5 markiert [b] Dieser
Wechselwirkungspartner ist mit Rhodamingriin markiert. [c] n.d. =nicht
detektiert.

spezifisch an H-A, und PA-B in gleicher Weise an H-B, da sie
jeweils tiber passende Bindungsstellen verfiigen. Alle ande-
ren Kombinationen weisen wenigstens doppelte Fehlpaa-
rungen auf, und wie erwartet wurde durch FKS keine Bin-
dung detektiert. Die Kp-Werte der Bindungsereignisse im
unteren nanomolaren Bereich sind im Einklang mit den
Werten fiir lineare DNA-Doppelstrange und PA-A respek-
tive PA-B.I''

Um zur Konstruktion komplexer dreidimensionaler Ar-
chitekturen beizutragen, miissen die DNA-Stiitzen in der
Lage sein, zwei DNA-Doppelstriange stabil zu verbinden.
Zum Nachweis wurde die Stiitze S-AB mit den fluorophor-
markierten Haarnadeln H-A und H-B, welche die passenden
Bindungsstellen enthalten, zusammengegeben, und der er-
wartete terndre Komplex konnte eindeutig detektiert werden
(Tabelle 1). Der wichtige Beweis, dass die Sequenzspezifitét
der Polyamiddominen erhalten bleibt, wurde dadurch er-
bracht, dass keine Bindung detektiert wurde, wenn H-A
durch H-C - ohne passende Bindungsstelle fiir die Poly-
amiddoménen von S-AB - ersetzt wird, was somit das gleiche
Ergebnis liefert wie das Negativ-Kontrollexperiment ohne S-
AB.

Nach diesen ermutigenden Resultaten sollte das Konzept
auf groBere DNA-Objekte erweitert werden. Dazu wurden
DNA-Ringe aus 168 Basenpaaren mit einer Masse von
104 kDa synthetisiert. Jeder Ring besteht aus drei gleich
langen synthetischen DNA-Segmenten, die in einer Eintopf-
reaktion zugénglich sind, was die einfache Herstellung un-
terschiedlicher Ringe ermoglicht. Der Ringschluss gelang
durch das Einfiithren von Poly-A-Sequenzen, die eine Kriim-
mung der DNA bewirken"? (siehe die Hintergrundinforma-
tionen). Nichtzirkulire DNA wurde durch die Behandlung
mit Exonuclease entfernt. Bei der Ligation wurde eine Se-
quenz intern fluoreszenzmarkiert, um FKS-Messungen zu
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ermoglichen. Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse der FKS-Mes-
sungen der DNA-Ringe mit S-AB, und in Abbildung 3 ist der
zeitliche Verlauf der Kreuzkorrelationsfunktion wiedergege-
ben. Diese Resultate bestitigen wiederum eindeutig die
spezifische Bildung eines terndren Komplexes zwischen den
Ringen R-A und R-B und S-AB, nicht aber mit R-C, der keine
passende Bindungsstelle enthilt. Ohne S-AB bilden R-A und
R-B keinen Komplex!
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—-- R-C,RR-B
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Abbildung 3. Durch FKS-Messungen erhaltene zeitliche Verldufe der
Kreuzkorrelationsfunktionen der angegebenen Wechselwirkungspart-
ner.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass das hetero-
bifunktionale Dervan-Polyamid S-AB sequenzspezifisch und
hoch affin bindet und somit zum kontrollierten Aufbau von
DNA-Architekturen dienen kann. Bedenkt man die Tatsache,
dass S-AB im Falle der Ringe R-A und R-B mit nur 1% zu
der absoluten Masse des terndren Komplexes beitrégt, ist die
hohe Affinitédt, mit der die beiden Ringe zusammengehalten
werden, recht beeindruckend. Auch die Sequenzspezifitit ist
bemerkenswert, da S-AB zuverléssig zwischen zwei 100 kDa
schweren DNA-Objekten, R-A und R-C, differenziert, die
sich lediglich um drei Basenpaare unterscheiden. Mit diesen
Eigenschaften ist das Ziel des einfachen Aufbaus stabiler
Strukturen aus kleineren DNA-Objekten, die durch mehrere
Stiitzen zusammengehalten werden, in greifbare Néhe ge-
riickt.

Eingegangen am 2. Februar 2007
Online veroffentlicht am 25. April 2007

Stichwérter: Dervan-Polyamide - DNA-Erkennung -
Nanostrukturen

[1] a) N. C. Seeman, Nature 2003, 421, 427-431; b) U. Feldkamp,
C. M. Niemeyer, Angew. Chem. 2006, 118, 1888—1910; Angew.
Chem. Int. Ed. 2006, 45, 1856 —1876.

[2] a) W. M. Smith, J. D. Quispe, G. F. Joyce, Nature 2004, 427, 618 —

621; b) C. Mao, W. Sun, N. C. Seeman, Nature 1997, 386, 137 -

138; ¢) D. Liu, S. H. Park, J. H. Reif, T. H. LaBean, Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 2004, 101, 717-722.

a) R. Tashiro, H. Sugiyama, Angew. Chem. 2003, 115, 6200—

6202; Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 6018-6020; b) C. Al-

brecht, K. Blank, M. Lalic-Miilthaler, S. Hirler, T. Mai, 1. Gil-

bert, S. Schiffmann, T. Bayer, H. Clausen-Schaumann, H. E.

Gaub, Science 2003, 301, 367 -370.

[4] a) T. Fu, N. C. Seeman, Biochemistry 1993, 32,3211 -3220; b) G.
von Kiedrowski, L. H. Eckardt, K. Naumann, W. M. Pankau, M.
Reimold, M. Rein, Pure Appl. Chem. 2003, 75, 609—-619.

[5] P. B. Dervan, Bioorg. Med. Chem. 2001, 9, 2215-2235.

[6] a) P. B. Dervan, A. T. Poulin-Kerstien, E. J. Fechter, B. S. Edel-

son, Top. Curr. Chem. 2005, 253, 1-31; b) V. C. Rucker, S. Foi-

ster, C. M. Melander, P. B. Dervan, J. Am. Chem. Soc. 2003, 125,

1195-1202.

a) R. S. Edayathumangalam, P. Weyermann, J. M. Gottesfeld,

P.B. Dervan, K. Luger, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2004, 101,

6864-6869; b) R. S. Edayathumangalam, P. Weyermann, P. B.

Dervan, J. M. Gottesfeld, K. Luger, J. Mol. Biol. 2005, 345, 103 -

114.

[8] J. W. Trauger, P. B. Dervan, Methods Enzymol. 2001, 340, 450 -

466.

a) A. Koltermann, U. Kettling, J. Bieschke, T. Winkler, M. Eigen,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1998, 95,1421 -1426; b) P. Schwille, J.

Bieschke, F. Oehlenschlager, Biophys. Chem. 1997, 66,211 -228;

c) Application Manual, LSM 510— Confocor 2 Fluorescence-

CorrelationSpectroscopy, Carl Zeiss, Jena.

[10] Fiir das unmarkierte PA-A und die zugehorige Bindungsstelle
wurde ein Kp-Wert von 0.1 nM bestimmt (analog 0.2 num fiir PA-
B),""' und es ist bekannt, dass der Kpp-Wert nach Konjugation mit
einem Fluorophor ungefihr um eine Gro3enordnung hoher ist.

[11] S. E. Swalley, E. E. Baird, P. B. Dervan, J. Am. Chem. Soc. 1997,
119, 6953 -6961.

[12] a) D. MacDonald, K. Herbert, X. Zhang, T. Polgruto, P. Lu, J.
Mol. Biol. 2001, 306, 1081 -1098; b) L. Ulanovsky, M. Bodner,
E. N. Trifonov, M. Choder, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1986, 83,
862 - 866.

3

—_—

[7

—

[9

—

www.angewandte.de

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angew. Chem. 2007, 119, 4460 —4462


http://www.angewandte.de

