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Selbstorganisation eines DNA-Dodekaeders aus 20 Trisoligonucleoti-

den mit C;,-Linker**

Jan Zimmermann, Martin P. J. Cebulla, Sven Monninghoff und Giinter von Kiedrowski*

Seit den bahnbrechenden Arbeiten von Seeman!"™ wird
DNA als Konstruktionsmaterial fiir programmierbare hohle
3D-Nanoobjekte untersucht und genutzt. Nanokonstrukte
aus DNA profitieren von der Rigiditdt kurzer DNA-Dop-
pelstriange, der Skalierbarkeit, der guten Verfiigbarkeit syn-
thetischer und chemisch modifizierter DNA und der Mog-
lichkeit, DNA enzymatisch zu amplifizieren und zu prozes-
sieren. Bisher sind vier Strategien zur Konstruktion von Ob-
jekten wie Polyedern beschrieben worden. Strategie I beruht
auf einer eckenzentrierten Verkniipfung und fiihrt ausgehend
von nichtkovalenten DNA-Verzweigungspunkten zu kova-
lenten Objekten. Nichtkovalente Dreiwegekreuzungen
(three-way junctions) entstehen durch Selbstorganisation von
drei linearen Oligonucleotiden; jeder Arm hat ein kohéisives
einzelstrangiges Ende (sticky end), das mit einem komple-
mentédren einzelstridngigen Ende einer weiteren Dreiwege-
kreuzung hybridisiert und anschlieSend durch DNA-Ligase
kovalent verkniipft wird.) Strategie IT verlduft entgegenge-
setzt zu Strategie I und verwendet Trisoligonucleotide, d.h.
kovalent verkniipfte DNA-Verzweigungspunkte, die sich
nichtkovalent zu den Zielstrukturen selbstorganisieren. 2%
Nichtnatiirliche Kopier-?! und Amplifikationsverfahren®!
wurden vorgeschlagen, um die Replikation und Amplifikati-
on von Trisoligonucleotiden oder der daraus entstehenden
Nanostrukturen zu ermoglichen.”! Strategie III ist ein fli-
chenzentrierter Ansatz, bei dem die Zahl der eingesetzten
Oligonucleotide der Zahl der Flidchen des zu synthetisieren-
den Objektes entspricht. Jedes Oligonucleotid besteht aus
Segmenten, die fiir je eine Kante der Flichen stehen.*
Strategie IV bestimmt als erstes den ldngsten Pfad durch das
Objekt, der alle Eckpunkte durch einen sehr langen DNA-
Strang verbindet. Ein Satz kiirzerer Oligonucleotide ermog-
licht dann die Bildung starrer Double-Crossover-Strukturen,
wihrend zusitzliche Verkniipfungen mithilfe von Paranemic-
Crossover-Motiven erzeugt werden.! Kiirzlich wurde iiber
den Aufbau von Prismen mit drei-, fiinf- und sechseckigen
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Grundfldchen sowie Wiirfeln berichtet. Hierfiir wurde ein
Satz von einzelstrdngigen linearen und cyclischen DNA-Ele-
menten verwendet, wobei letztere starre organische Linker-
molekiile als Ecken enthalten.”

Wir berichten hier iiber eine neue Generation von Tris-
oligonucleotiden und deren Verwendung in Benchmark-Ex-
perimenten, um die Leistungsfihigkeit von Strategie II zu
iiberpriifen. Wir wihlten als Zielstruktur ein Dodekaeder, da
Polyeder mit einer geringeren Zahl von Ecken bereits be-
schrieben wurden.'! Der mogliche Aufbau eines DNA-Do-
dekaeders, das die einem Virus zugrundeliegende Symmetrie
hat, wurde bereits fiir Strategie I1I vorhergesehen,' ist aber
bislang durch keine Strategie realisiert worden.

Frither verwendete Trisoligonucleotide mit drei unter-
schiedlichen Armen basierten auf asymmetrischen Linker-
konstrukten,?*>® sodass die drei unterschiedlichen Se-
quenzen auf drei verschiedene Arten verkniipft werden
konnten. Linkergeriiste mit C;,-Symmetrie sollten vorteilhaft
sein, weil davon auszugehen ist, dass alle Ecken dieselben
konformativen Einschriankungen erfahren. Dariiber hinaus
werden Mischungen von Diastereomeren, wie sie bei der
Verwendung kommerziell erhéltlicher racemischer Linkera-
midite entstehen, vermieden.[®7)

Bisher wurden Trisoligonucleotide mit Cy,-symmetrischen
Linkern iiber das CCC-Verfahren (chemisches Kopieren von
Konnektivitdtsinformation) hergestellt, also durch Verwen-
dung eines 3’-verkniipften Trisoligonucleotids als Templat fiir
das Trislinking entsprechend 5'-modifizierter linearer Oligo-
nucleotide.

Cy,-symmetrische Linker wurden auch verwendet, um
verzweigte Oligonucleotide mit unterschiedlicher®™! oder
gleicher Sequenzrichtung, aber zweil®! bzw. drei® identi-
schen Sequenzen zu synthetisieren. Erst kiirzlich wurde die
Synthese eines verzweigten Oligonucleotids unter Verwen-
dung eines C;,-symmetrischen Linkers beschrieben, die der
hier prisentierten Synthesestrategie dhnlich ist.[

Schema 1 zeigt das Prinzip unseres Verfahrens. Die zu
synthetisierenden Trisoligonucleotide mit drei unterschiedli-
chen Sequenzen wurden an einem DNA-Syntheseroboter
unter Verwendung eines durch die orthogonal abspaltbaren
4,4'-Dimethoxytrityl- (DMT) und Allyloxycarbonylgruppe
(AOC) geschiitzten Trislinkeramidites aufgebaut. Der erste
Strang wird mit reversen Amiditen (in 5-3'-Richtung) auf-
gebaut. Es folgt die Kupplung des vom Tris-Alkohol 1 abge-
leiteten Linkers 4. Der zweite Strang wird nach Detritylie-
rung des Linkers und der dritte Strang anschlieend nach Pd-
katalysierter Abspaltung der AOC-Gruppe aufgebaut
(Schema 1 A).

Die Synthese des Trislinkeramidits 4 ausgehend von 1,3,5-
Tris(hydroxypropyl)benzol (1) gelang durch Behandlung mit
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Schema 1. A) Trisoligonucleotidsynthese: 1) Der erste Strang wird
unter Verwendung reverser 5'-Nucleosidamidite in 5'—3'-Richtung auf-
gebaut. 2) Das Trislinkeramidit 4 wird gekuppelt und anschliefRend
detrityliert. 3) Der zweite Strang wird in 3'—5'-Richtung mit herkémm-
lichen Amiditen synthetisiert. 4) Nach Pd-katalysierter Entfernung der
AOC-Schutzgruppe wird der dritte Strang — ebenfalls in 3'—5'-Rich-
tung — aufgebaut. B) Synthese des Trislinkeramidits 4: a) 0.85 Aquiv.
Allyloxycarbonylchlorid (AOC-Cl), 0.85 Aquiv. Pyridin, THF;

b) 0.85 Aquiv. 4,4"-Dimethoxytritylchlorid (DMT-CI), Pyridin;

c) 1.3 Aquiv. 2-Cyanethyl-N,N,N’,N'-tetraisopropylphosphordiamidit,
1.3 Aquiv. Diisopropylammoniumtetrazolid, Dichlormethan. Die ange-
gebenen Ausbeuten wurden nach chromatographischer Aufreinigung
bestimmt.

a) Allyloxycarbonylchlorid in Gegenwart von Pyridin (Bis-
Alkohol 2), b) 4,4'-Dimethoxytritylchlorid in Pyridin (Alko-
hol 3) und c) Bannwarths Reagens in Gegenwart von Diiso-
propylammoniumtetrazolid (Phosphoramidit 4) (Sche-
ma 1B).

Die Trisoligonucleotide wurden im 1.3-pmol-Maf3stab an
einer kommerziell erhiltlichen Polystyrolfestphase herge-
stellt, an die zuvor das Starternucleosid in Form des 5'-
Bernsteinsiureesters gekuppelt wurde.”!? Nach Abspaltung
von der Festphase wurden die Trisoligonucleotide durch Po-
lyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) gereinigt, aus dem
Gel extrahiert, durch GroBenausschlusschromatographie
entsalzt (NAP-25 Sdulen), durch UV-Spektroskopie quanti-
fiziert und durch MALDI-TOF-MS charakterisiert. Die
Ausbeuten lagen nach der Aufreinigung zwischen 30 und
100 nmol.

Ein regelmiBiges Dodekaeder besteht aus 30 Kanten und
20 Ecken, die zwolf regelmifBige pentagonale Flachen bilden,
von denen sich drei an jeder Ecke berithren. Um das Stab-
modell eines Dodekaeders herzustellen, ist ein Satz von 20
Trisoligonucleotiden notwendig: Die Zentren der Tris-
oligonucleotide représentieren die Ecken, die Kanten ent-
stehen durch Hybridisieren komplementédrer Stringe be-
nachbarter Trisoligonucleotide. Ein Satz von 30 unabhéngi-
gen, 15 Basenpaaren langen doppelstrangigen DNA-Se-
quenzen mit &dhnlichen Schmelzpunkten wurde mit dem
Programm DNA Sequence Generator von Feldkamp et al.
erstellt (Bedingungen: T, zwischen 52.3 und 56.2°C, neutra-
ler pH-Wert, 50 mm NaCl).""? Die doppelstringigen Sequen-
zen wurden dann den Kanten des Dodekaeders zugewiesen,
sodass ein Schlegel-Diagramm mit einer Zuordnung der
Ecken (Abbildung 1) und eine Tabelle der Trisoligonucleoti-
de resultiert, die die entsprechenden Konnektivititen der
Ecken definiert (Tabelle 1).
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Abbildung 1. Schlegel-Diagramm mit den Nummern der den Ecken zu-
geordneten Trisoligonucleotide (siehe Tabelle 1). Jedes 3'-Ende ist tiber
eine Phosphorsiurediesterbindung mit Linker 1 verbunden.

Tabelle 1: Sequenzen der den 20 Ecken zugeordneten Trisoligonucleoti-
de; Konnektivitaten wie in Abbildung 1.

Sequenz 5'-3’ Ecke Sequenz 5'-3’ Ecke
CGTACTGCCTCTTTC vl CTCGAACCTGAACTG vl
GCATGACGGAGAAAG GAGACACGGAAGATC
CACTAGCAGCTAGAC GGCGAAACGTTATAC

GTAGCGGATATGCTG v12
GTATAACGTTTCGCC
GAACGAAGGATTCGG

GTCTAGCTGCTAGTG v2
CCTCACGAATCTAGC
CAGCATATCCGCTAC

GCTAGATTCGTGAGG v3
CGCATATGGAAAGCC
CGGATCTTGCTAGAC

CCGAATCCTTCGTTC vi3
GTTCAGTCTTAGCCG
GTCGCGTATCTATGG

GGCTTTCCATATGCG v4
CTGAGTCGCTTACAC
CTGAGCTGTCGATAC

CTTTCTCCGTCATGC vi4
CGGCTAAGACTGAAC
GAGGTCATAAGCGAG

CTCTAGGAGATGCAG v15
CTCGCTTATGACCTC
GAACAGATCGCTTGG

GAAAGAGGCAGTACG v5
GTATCGACAGCTCAG
CTACTCTGATCGCAC

GTGCGATCAGAGTAG v6
CTGCATCTCCTAGAG
CATTGCTGTATTGCG

CCAAGCGATCTGTTC v16
GCATTCCGCAAAAAG
GTCTAAGGTCTTGCG

CGCAATACAGCAATG v7
CTCGTTCAAGACAGG
CGTCTGATGTGTACG

CCATAGATACGCGAC v17
CTTTTTGCGGAATGC
GATCACTCTTGCGTG

GTGTAAGCGACTCAG v8
CCTGTCTTGAACGAG
GAACGTTAATACGGC

GATCTTCCGTGTCTC vi8
CACGCAAGAGTGATC
GATGACTCTGTAGCG

GCCGTATTAACGTTC v9
CTTACGAATCCGGTG
CACACCTTACTAGCG

CGCTAGTAAGGTGTG v19
CGCTACAGAGTCATC
GTTGTAGAGGAAGCG

CGTACACATCAGACG v20
CGCAAGACCTTAGAC
CGCTTCCTCTACAAC

GTCTAGCAAGATCCG v10
CACCGGATTCGTAAG
CAGTTCAGGTTCGAG

Fiir die Selbstorganisation des Dodekaeders wurden alle
20 Trisoligonucleotide in dquimolaren Mengen vereinigt (ty-
pisches Experiment: 0.5 um je Trisoligonucleotid, 10 mm
HEPES-Puffer pH 7.4, 100 mm NaCl). Die besten Ergebnisse
wurden erzielt, wenn sub-mikromolare Konzentrationen je
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Trisoligonucleotid und ein Temperaturprogramm verwendet
wurden, das ein Aufschmelzen (90°C, 5 Minuten), eine
Temperung bei 45°C (etwa 10°C unter dem Schmelzpunkt
der Doppelstringe) fiir wenigstens 30 Minuten und schlieB3-
lich einen Kiihlschritt auf 4°C umfasst. Gelelektrophorese
der getemperten Mischungen in nativen Agarosegelen ergab
eine einzelne diskrete Bande mit einer elektrophoretischen
Mobilitit, die etwa der von linearer doppelstrangiger DNA
von 400 Basenpaaren (3% Gel) bzw. 450 Basenpaaren (2 %
Gel) Linge entspricht, was in Ubereinstimmung mit der tat-
sdachlichen Zahl von 450 Basenpaaren des komplett zusam-
mengesetzten Dodekaeders ist (Abbildung2, siehe auch
Hintergrundinformationen).
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Abbildung 2. Natives Agarosegel (2%) des Dodekaeders und von Teil-
sitzen a) bevor und b) nach Behandlung mit Mungbohnen-Nuclease
(Verdau einzelstrangiger DNA). Bahn M: DNA-Leiter von 100 bp
Linge. Bahn 1a,b: v14-v17; Bahn 2a,b: v13-v17; Bahn 3a,b: v1, v2,
v12-v17; Bahn 4a,b: v1, v2, v11-v18; Bahn 5a,b: v1, v2, v5, v6, v11—
v18; Bahn 6a,b: v1, v6, v12-v18, v20; Bahn 7a,b: v1-v20.

Behandlung des nichtkovalenten Produkts mit Mung-
bohnen-Nuclease fiihrte zu keiner Verdnderung der elektro-
phoretischen Mobilitdt, wéahrend in Verdauexperimenten mit
Teilsdtzen des Dodekaeders solche Verdnderungen beob-
achtet wurden (Abbildung 2). Dies ist zu erwarten, da das
vollstdndig zusammengesetzte Dodekaeder nur aus doppel-
strangiger DNA besteht, widhrend Teilsdtze zwangsldufig
verdaubare einzelstrangige Arme enthalten. Wie bereits in
fritheren Untersuchungen an einem Tetraeder aus Trisoli-
gonucleotiden beobachtet wurde, erscheint das vollstidndig
aufgebaute Produkt als eine einzelne Bande, wihrend Frag-
mente oft zwei oder mehr Banden im Gel aufweisen.”s) Wir
sind versucht, dies als Hinweis auf eine kooperative struktu-
relle Integritdt des vollstindig zusammengesetzten Objekts
zu deuten.

Rasterkraftmikroskopie des selbstorganisierten Produkts
in Fliissigphase auf Glimmer zeigte gleichformige Partikel
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von etwa 20 nm Durchmesser, was unseren Erwartungen
entspricht (Abbildung 3). Die auf 4 nm beschrinkte Hohe
weist darauf hin, dass das Dodekaeder flexibel gegeniiber

Abbildung 3. Das AFM-Bild von v1-v20, adsorbiert auf Glimmer, zeigt
diskrete Objekte von etwa 20 nm Gréfe (Tapping-Modus in Flissig-
phase, 10 mm HEPES-Puffer, pH 7, 100 mm NaCl, 1 mm NiCl,).

Kompression und Adsorption ist. Zukiinftige Anwendungen
konnten von der induzierten Deformierbarkeit solcher
»Softbille® profitieren.

Um die mogliche Verwendung der Dodekaeder als Ge-
riistbausteine zu demonstrieren, bauten wir Dodekaeder auf,
die ein bis sechs Trisoligonucleotide enthielten, die in jeweils
einem Arm um eine lberhdngende Sequenz verldngert
waren. Diese Objekte wurden dann mit Losungen der kom-
plementdren 5'-Fluorescein-markierten Oligonucleotide zu-
sammengebracht. Abbildung 4 zeigt das Agarosegel der zu-
sammengesetzten Objekte. Wie erwartet, steigt die Fluores-
zenzintensitdt mit der Zahl der an das Geriist gebundenen
Fluoreszenzmarkierungen (Abbildung 4A), wihrend die
damit einhergehende Abnahme der elektrophoretischen
Mobilitit gerade noch erkennbar ist. Ahnliche Experimente
wurden mit neu entwickelten!!! Goldclustern als Markierung
durchgefiihrt (siehe Hintergrundinformationen).

Wir haben gezeigt, dass die Selbstorganisation von 3'-
Trisoligonucleotiden mit einem Cj,-Linkerkern die dodeka-
edrische Zielstruktur als das Hauptprodukt generiert. Uber-
hangsequenzen hybridisieren mit Hybridmolekiilen, die aus
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Abbildung 4. Natives Agarosegel (3%, 1x TBE-Puffer, 6.7 Vem™', 60
Minuten bei 5°C) der dodekaedrischen Konstrukte mit unterschiedli-
cher Zahl von Uberhangsequenzen, hybridisiert mit Fluorescein-mar-
kierten komplementaren Oligonucleotiden (siehe Tabelle S8 in den
Hintergrundinformationen); A) vor und B) nach Behandlung mit SYBR-
Gold-Nucleinsiurefirbung.

einer komplementédren Erkennungssequenz und einer mo-
dularen Funktion wie einem Farbstoff oder einem nanoska-
ligen Cluster bestehen. Bis zu sechs Positionen sind bisher
erfolgreich adressiert worden, was Grund zu der Annahme
gibt, dass der Aufbau hochkomplexer Aggregate durch
Selbstorganisation von multimodularen DNA-Geriisten im
Rahmen dieses Ansatzes moglich ist. Vorstellbare Anwen-
dungen solcher Konstrukte sind weitldufig und reichen vom
Einfang und der Funktionalisierung nanoskaliger Objekte bis
hin zu multimodularen Maschinen.

Experimentelles
1 wurde nach Lit. [12] synthetisiert.

2: 80g (31.7nmol) 1 und 22mL (2.1g, 26.5 mmol) Pyridin
wurden in 40 mL wasserfreiem Tetrahydrofuran unter Argonatmo-
sphére gelost. Die Losung wurde unter Riihren auf 0°C gekiihlt und
tropfenweise mit einer Losung von 2.85 mL (3.24 g, 26.9 mmol) All-
yloxycarbonylchlorid in 20 mL wasserfreiem Tetrahydrofuran ver-
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setzt. Die Reaktionsmischung wurde weitere 3 h geriihrt, wihrend
dessen sie sich auf Raumtemperatur erwiarmte. Es wurde filtriert, das
Filtrat wurde evaporiert und das Rohprodukt durch Flashchromato-
graphie an Silicagel (Cyclohexan/Ethylacetat 3:1) gereinigt. Man er-
hielt 3.97g (11.8mmol, 44%) der Verbindung 2. 'H-NMR:
(400 MHz, [D4]DMSO): 6 =1.66-1.73 (m, 4H, CH,CH,0OH), 1.85-
1.92 (m, 2H, CH,CH,0AOC), 2.52-2.59 (m, 6H, CH,CH,CH,0H
und CH,CH,CH,0A0C), 341 (m, 4H, CH,OH), 4.08 (t, *J=
6.48 Hz, 2H, CH,0AOC), 4.41 (t, °J=5.08 Hz, 2H, CH,0H), 4.59
(dt,*J=5.56,°] = 1.5 Hz, 2H, CH,CH=CH,), 5.23-5.35 (2 dm, */ 1y =
17.2,%]4=10.41 Hz, 2H, CH=CH,), 5.93 (m,, 1 H, CH=CH,), 6.83 (s,
2H, ArH), 6.84ppm (s, 1H, ArH). “C-NMR: (100.6 MHz,
[Dg]DMSO): 0=30.26 (CH,CH,0AOC), 31.59
(CH,CH,CH,0AOC), 32.04 (CH,CH,CH,0OH), 34.80 (CH,CH,OH),
60.63 (CH,OH), 67.47 (CH,0AOC), 68.14 (CH,CH=CH,), 118.69
(CH,CH=CH,), 126.08 126.48 (H-C,,), 132.72 (CH,CH=CH,), 141.15
142.55 (CH,Cy,), 154.83 ppm (O(CO)0O). MALDI-TOF-MS, m/z ber.
fiir C,oH,3OsNa ([M+Na]"): 359.42; gef.: 359.43. ESI-MS, m/z ber. fiir
[M+H]": 337.44; gef.: 337.1.

3: Eine Losung von 3.38 g (10 mmol) 4,4-Dimethoxytritylchlorid
in 20 mL wasserfreiem Pyridin wurde tropfenweise iiber einen Zeit-
raum von 30 Minuten zu einer Losung von 3.97 g (11.8 mmol) 2 in
30 mL wasserfreiem Pyridin gegeben. Die Reaktionslosung wurde
16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Rohprodukt wurde an Sili-
cagel mit Cyclohexan/Ethylacetat (2:1, 0.5% Triethylamin) als Elu-
tionsmittel chromatographiert. Es wurden 2.57 g der Verbindung 3
(4.0 mmol, 40%) erhalten. '"H-NMR: (400 MHz, [D]DMSO): 6 =
1.62-1.71 (m, 2H, CH,CH,0OH), 1.75-1.90 (m, 4H, CH,CH,0), 2.47-
2.67 (m, 6 H, CH,CH,CH,), 2.97 (t,*] = 6.2 Hz,2H, CH,0DMT), 3.40
(m, 2H, CH,OH), 3.73 (s, 6H, OCH;), 4.04 (1, *J=7.0Hz, 2H,
CH,0AOC), 4.41 (t,°J =5.0 Hz, 1 H, CH,OH), 4.60 (dt, *J = 5.56,] =
1.52 Hz, 2H, CH,CH=CH,), 5.21-5.36 (2 dm, *J,,,,=17.3, 3/ ;=
10.36 Hz, 2H, CH=CH,), 5.93 (m,, 1 H, CH=CH,), 6.74-7.39 ppm (m,

16H, ArH). BC-NMR: (100.6 MHz, [DgDMSO): &=30.24
(CH,CH,0A0C), 31.56 (CH,CH,ODMT), 31.59
(CH,CH,CH,0AOC), 32.02 3223 (CH,CH,CH,0), 34.76

(CH,CH,0OH), 55.43 und 55.40 (OCH,), 60.63 (CH,OH), 62.52
(CH,ODMT), 67.44 (CH,0AOC), 68.11 (CH,CH=CH,), 85.65 (C,
DMT), 113.32 (C-3, C-3, C-5, C-5 DMT), 118.64 (CH,CH=CH,),
126.07 126.13 126.46 (H-C,,), 126.95 128.10 128.17 (C,, DMT), 130.0
(C-2, C-2, C-6, C-6/ DMT), 132.69 (CH,CH=CH,), 136.51 (C-1, C-1’
PhOCH; DMT), 141.09 142.03 142.52 (CH,C,,), 145.68 (C-1 Ph
DMT), 154.83 (O(CO)O), 158.41 ppm (C-4, C-4 PhOCH; DMT).
MALDI-TOF-MS, m/z ber. fiir C,H,;O;Na ([M+Na]*): 661.80; gef.:
661.97; ESI-MS, m/z ber. fiir [M+Na]*: 661.8; gef.: 661.3.

4: 1.0 g (1.57 mmol) 3, 0.31 g (1.86 mmol) Diisopropylammoni-
umtetrazolid und 0.59 mL (0.56 g, 1.86 mmol) 2-Cyanethyl-N,N,N',N'-
tetraisopropylphosphordiamidit wurden in 20 mL abs. Dichlorme-
than 2 h bei Raumtemperatur umgesetzt. Das Rohprodukt wurde an
Silicagel mit Cyclohexan/Ethylacetat (2:1, 0.5% Triethylamin) als
Elutionsmittel chromatographiert. Es wurden 0.87 g (1.03 mmol,
66 %) der Verbindung 4 erhalten. '"H-NMR: (400 MHz, CDCL;): 6 =
1.19-1.24 (2 d, 3/ =7.04, 6.84 Hz, 12H, NCH(CH,),), 1.88-2.02 (m,
6H, CH,CH,CH,0), 2.63-2.70 (m, 8H, CH,CH,CH,0 und CH,CN),
313 (t, 2H, *J=6.32Hz, CH,0ODMT), 3.58-3.92 (m, 6H,
OCH,CH,CN und CH(CHj;), und CH,CH,CH,OP), 3.82 (s, 6H,
OCH,), 4,18 (t, > = 6.48 Hz, 2H, CH,0AOC), 4.66 (dt, *J=5.8, ] =
128 Hz, 2H, CH,CH=CH,), 5.27-5.42 (2 dm, *Jyu,=17.2, *J 4=
10.4 Hz, 2H, CH=CH,), 5.92-6.04 (m, 1H, CH=CH,), 6.81-6.87 (m,
7H, ArH), 7.20-7.48 ppm (m, 9H, ArH). *C-NMR: (100.6 MHz,
CDCl;): 6=20.69 20.76 (CH,CN), 24.90 24.97 25.04 (CH(CHs;),),
30.70 3220 3321 3328 (CH,CH,0), 3225 3251 3296
(CH,CH,CH,0), 43.36 43.48 (CH(CHs;),), 55.54 (OCH3;), 58.61 58.80
(CH,CH,CH,0P), 63.24 (CH,O0DMT), 63.33 63.50 (OCH,CH,CN),
67.87 (CH,OAOC), 68.70 (CH,CH=CH,), 86.10 (C, DMT), 113.32
113.35 (C-3, C-3, C-5, C-5' DMT), 117.95 (CN), 119.20 (CH,CH=
CH,), 126.31 126.41 126.71 (H-C,,), 126.93 128.13 128.59 (C,, DMT),
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130.38 (C-2, C-2', C-6, C-6' DMT), 132.04 (CH,CH=CH,), 137.07 (C-
1, C-1' PhOCH; DMT), 141.32 142.28 142.91 (CH,C,,), 145.74 (C-1
Ph DMT), 155.42 (O(CO)O0), 158.71 ppm (C-4, C-4’ PhOCH; DMT).
SIP_.NMR: (162 MHz, CDCl,, Phosphorsiure): 6 = 148.71 ppm. ESI-
MS, m/z ber. fiir [M+H]": 840.04; gef.: 839.4.

Polystyrolfestphase fiir die reverse DNA-Synthese: Die Fest-
phasen wurden synthetisiert, indem 3’-O-Succinat-5-O-DMT Nu-
cleoside (hergestellt nach Lit. [13]) an eine Custom Primer Support
200 Amino (GE Healthcare) gekuppelt wurden; 3'-O-Succinat-5-O-
DMT-Nucleoside wurden nach Lit. [9b,c] synthetisiert. Die Bern-
steinsidureester wurden an die Festphase (200 pmol Aminofunktionen
pro g) gekuppelt, indem dquimolare Mengen der 3'-O-Succinat-5-O-
DMT-Nucleoside und aminomodifizierter Festphase mit 1.3 Aqui-
valenten HBTU und 2 Aquivalenten Triethylamin in wasserfreiem
DMF (4 mL pro g Festphase) langsam in einer Fritte 16 h bei
Raumtemperatur durchmischt wurden. Nicht umgesetzte Amino-
funktionen wurden acetyliert, indem 1 g Festphase in einer Losung
von 25 mg DMAP und 0.5 mL Essigsdureanhydrid in 7.5 mL Pyridin
suspendiert und in einer Fritte 16 h bei Raumtemperatur durchmischt
wurde. Die Beladungen der Festphasen lagen zwischen 50 und
60 umol pro g.

Synthese der Trisoligonucleotide: Reverse Amidite (ChemGene)
wurden 5 min am DNA-Synthesizer (Gene Assembler Plus) unter
Verwendung von 5-Benzylmercaptotetrazol (emp Biotech) als Akti-
vator gekuppelt. Standardprotokolle fiir Detritylierung, Capping und
Oxidation wurden bei allen drei Striangen verwendet. Linker 4 wurde
zweifach jeweils 5 Minuten gekuppelt, die Kupplungszeiten im
zweiten Strang betrugen 1.5 min, wéhrend beim dritten Strang das
erste Amidit 3 x 15 min und die nachfolgenden Amidite 3 x2 min
gekuppelt wurden. Die Entfernung der AOC-Schutzgruppe am
DNA-Synthesizer erfolgte durch Behandlung mit einer Losung von
17.1 mg Bis(diphenylphosphan)ethan, 24.7 mg Bis(dibenzylidenace-
ton)palladium (Acros Organics) und 10.7 pL Pyrrolidin in 10.0 mL
Acetonitril fiir 15 min bei einer Flussrate von 0.5 mL pro min.

Aufreinigung der Trisoligonucleotide und Charakterisierung
durch MALDI-TOF-MS: Nach Abspaltung von der Festphase (konz.
Ammoniak, 55°C, 16 h) wurden die Trisoligonucleotide durch dena-
turierende PAGE (12 %, TBE-Puffer, 450 V, 4 Stunden) aufgereinigt,
aus dem Gel extrahiert und iiber NAP-25-Sdulen (Amersham Bio-
sciences) entsalzt. MALDI-MS (Bruker Daltonics) wurde unter
Verwendung von 3-Hydroxypicolinsdure als Matrix durchgefiihrt.

Selbstorganisationsexperimente: Die Trisoligonucleotide wurden
stochiometrisch in HEPES-Puffer (10 mm, pH 7.4, 100 mm NaCl)
zusammengegeben, sodass eine Konzentration von 0.5 uMm je Trisoli-
gonucleotid erreicht wurde. Diese Losung wurde auf 90°C erhitzt
(5 min), auf 45°C abgekiihlt (0.1°Cs~!, 40 min) und schlieBlich auf
4°C gekiihlt (0.1°Cs™"). Verdau einzelstringiger DNA mit Mung-
bohnen-Nuclease (Promega) wurde fiir 30 min bei 30°C in Acetat-
puffer (S0 mm, pHS5, 1 mm Zn>*) unter Verwendung von 10U
Mungbohnen-Nuclease pro pg DNA durchgefiihrt. AFM-Bilder
(Flisssigphase, Tapping-Modus) wurden mit einer Siliconnitrid-Spitze
(AU NM-10, Radius der Spitze 10 nm, Veeco) an einem Solver-Pro-
AFM (NT-MDT), ausgestattet mit einer AU028NTF-Justiereinheit,
aufgenommen und mit Image Analysis 2.2.0 prozessiert. Die DNA-
Nanostrukturen wurden auf Glimmer in einem 10 mm HEPES-Puffer
(10 mm, pH 7.4, 100 mm NaCl) fixiert, der zusitzlich 1 mm NiCl,
enthielt.
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