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Konstruktionsprinzip fiir DNA-Rotaxane mit mechanisch versteifter

PX100-A chse**

Damian Ackermann, Stefan-S. Jester und Michael Famulok*

Rotaxane sind ineinander verzahnte molekulare Architektu-
ren, die als einfachste mechanische Einheiten aufgefasst
werden konnen.!"! Ein auf eine Achse aufgefidelter Makro-
cyclus, der durch ,Stopper“ am Abfideln gehindert wird,
kann sich sowohl translatorisch entlang der Achse als auch
rotatorisch um die Achse bewegen. Damit solche molekula-
ren Anordnungen gerichtete mechanische Bewegungen ge-
wihrleisten konnen, miissen die entsprechenden Kompo-
nenten auch die notwendige Formsteifigkeit tiber den ge-
samten Arbeitsraum aufweisen.’! Wenn die mikroskopische
Bewegung des Makrocyclus wirksam in mechanische Energie
tiberfithrt oder als Kraft iibertragen werden soll, dann muss
im Falle eines Rotaxans in erster Linie die Achse (bzw. die
»Hantelstange*) als starres Bauelement vorliegen. Fiihrt die
Bewegung des Makrocyclus lediglich zu einer Deformation
der Achse, kann auch die Energie dieser Bewegung nicht
weiter genutzt werden. Das kiirzlich von uns beschriebene
DNA-Rotaxan® hat eine translatorische Bewegungsampli-
tude von 100 Basenpaaren (bp). Die Persistenzlinge der
doppelstriangigen DNA von rund 130 bp ist jedoch viel zu
kurz, um solchen mechanischen Eigenschaften entlang der
Hantelachse gerecht zu werden.!

In der DNA-Nanotechnologie®™ wurden in vielen syste-
matischen Studien Methoden entwickelt, die durch Selbst-
anordnung von DNA-Sequenzen nicht nur den Aufbau to-
pologisch definierter Architekturen erlauben, sondern auch
zu robusten, zwei- und dreidimensionalen Objekten fiihren.
Die grundlegenden Arbeiten dazu stammen von Seeman. Er
hat gezeigt, dass zwei DNA-Doppelstringe, die durch mehr-
fachen reziproken Strangaustausch ineinander verwoben
sind, zu steifen, molekularen Assemblaten fithren.*”! Unter
ihnen sind es insbesondere die paranemisch iiberkreuzten
(,,paranemic crossover®) Strukturen PX und IX B die fiir
mechanische Schalter in der DNA-Nanotechnologie An-
wendung gefunden haben.”) PX-Elemente zeichnen sich da-
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durch aus, dass an jedem Beriihrungspunkt zweier antiparallel
angeordneter DNA-Doppelstrdnge ein Strangaustausch
stattfindet. Beim JX-Element dagegen wird der Strangaus-
tausch an zwei hintereinander folgenden Positionen aufge-
hoben. Das Besondere an den PX- und JX-Elementen besteht
darin, dass zwei unabhingige DNA-Doppelstriange durch
gegenseitige Basenpaarungen zusammengehalten werden.
Eine paranemisch iiberkreuzte Struktur befindet sich folglich
immer im Gleichgewicht mit den entsprechenden DNA-
Doppelstringen. In Anwesenheit von Mg**-Tonen liegt das
Gleichgewicht stark auf der Produktseite.!”!

Fiir die Assemblierung des dsSDNA-Rotaxans haben wir
ein Einfidelungsverfahren entwickelt, das auf der Bildung
von acht Basenpaaren zwischen der DNA-Achse und dem
Makrocyclus beruht.”! Die Hybridisierung der beiden Kom-
ponenten ist sehr effizient und fiihrt zu einer quantitativen
Bildung des Rotaxans. Wegen der hohen Flexibilitdt der
Einzelstrangregion kann sich die DNA-Achse konformativ
leicht an die vorgegebene Geometrie des Makrocyclus an-
passen, was zu einem quantitativen Einfddeln der Achse
fihrt. Hoher geordnete DNA-Architekturen wie parane-
misch iiberkreuzte DNA oder gar DNA-Origamil'"?! lassen
diese Flexibilitit jedoch nicht mehr zu. Im Gegenteil: Gerade
ihre mechanische Robustheit macht sie so bedeutend in der
DNA-Nanotechnologie. Allerdings bedeutet dies umgekehrt
fur die Einfddelung des Makrocyclus in die Achse eines Ro-
taxans eine besondere Herausforderung, fiir die neuartige
Design-Prinzipien erforderlich sind, welche wir hier be-
schreiben.

Um das Anwendungsspektrum mechanisch verzahnter
DNA-Architekturen auch an derartigen hoher geordneten
DNA-Strukturen zu ermoglichen, wollten wir unser Einfa-
delungsprinzip auf ein robustes paranemisch iiberkreuztes
System ausdehnen und das PX100-Rotaxan (Abbildung 1a)
assemblieren. Die Versteifung der Hantelachse wird durch
ein erweitertes iliberkreuztes PX-JX2-System erreicht, bei
dem zwei parallel liegende DNA-Doppelstrange iiber sechs
Doppeliiberkreuzungen (,,double-crossovers®) ineinander
verflochten sind (Abbildung 1b). Entscheidend am Design
der Achse ist der Abschnitt, bei dem zwei mogliche Uber-
kreuzungen nicht realisiert werden, entsprechend einem JX2-
Element. Dieses wurde eingebaut, um eine einzelstringige
Liicke einzufiihren, die bei der Assemblierung des Rotaxans
die Hybridisierung mit dem Makrocyclus erlaubt.

Sowohl die Gap-Region der PX100-Achse als auch die am
Makrocyclus bediirfen dabei einer ganz anderen Konzeption
als bei einem klassischen DNA-Doppelstrang. Unseren
Uberlegungen zufolge muss die Hybridisierung iiber acht
Nukleobasen an einem einzigen durchgehenden DNA-Strang
erfolgen und darf nicht iiber eine Uberkreuzung fiihren. Be-
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Abbildung 1. Paranemische Uberkreuzungen in einem PX100-DNA-
Rotaxan. a) Idealisierte dreidimensionale Darstellung des DNA-Rota-
xans mit formsteifer PX100-Achse (blau), sphirischen Stoppern (griin)
und frei beweglichem Makrocyclus (magenta). b) Die PX100-Achse
wird durch paranemischen Strangaustausch zwischen einer 100-meren
DNA-Hantel (gold) und einem 113-meren DNA-Duplex (blau) mit 5’
Uberhingen gebildet. Die Abbildungen wurden mit NANOENGINEER
erstellt.

sonders wichtig ist, dass die Watson-Crick-Seiten aller betei-
ligten Nukleobasen nach auflen gerichtet sind, denn nur da-
durch konnen sich die beiden Partner im bimolekularen
Einfdadelungsprozess auch finden und ein stabiles Pseudo-
rotaxan bilden. Dementsprechend wurden die DNA-Se-
quenzen so angelegt, dass die beiden separierten DNA-
Doppelstringe in einer 6:5-PX-Anordnung miteinander hy-

a) PX

bridisieren. Die Energieminimierungen sowie die potentiel-
len Paarungsmuster der Sequenzen wurden mithilfe von
MFOLD iiberpriift (siche Hintergrundinformation, Abbil-
dung S1). Die exakte Basensequenz der vollstandigen PX100-
Achse ist in Abbildung 2a dargestellt. Die Wahl der Gap-
Region innerhalb des JX2-Abschnittes stiitzt sich auf eine fiir
die PX100-Achse reprisentative 3D-Darstellung (Abbil-
dung 2b), die mit dem Programm NANOENGINEER er-
stellt wurde. Wie der Abbildung 2b zu entnehmen ist, kann
sich der Makrocyclus iiber den Bereich der acht vorgesehenen
Nukleotide (nt) ungehindert von auBen an die Einzelstrang-
domiéne in der PX100-Achse anlagern, sodass die Einfdde-
lungseffizienz maximiert wird.

Die PX100-Achse setzt sich aus insgesamt drei DNA-
Sequenzen zusammen. Zwei davon sind 113 Nukleotide lang
und bilden zusammen den blau dargestellten Doppelstrang,
an dessen 5'-Uberhinge spiter die Stopper ligiert werden
(Abbildung 1b und 2a). Die 191-mere Sequenz faltet sich
unter Bildung zweier Haarnadelstrukturen zum braun ge-
zeigten Doppelstrang. Dieser weist auerdem eine neun nt
lange Liicke auf, die spiter dem Einfddeln des Makrocyclus
durch Hybridisierung dient.

Die Assemblierung der PX100-Achse erfolgte durch
langsames Abkiihlen der drei DNA-Sequenzen von 95°C auf
15°C mit einer Abkiihlrate von 36°Ch™' in TAE-MgCl,-
Puffer (Seeman-Puffer). Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE) zeigt eine fast quantitative Bildung der PX100-
Achse (Abbildung S2). Um bei der Rotaxansynthese uner-
wiinschte Nebenprodukte zu vermeiden, wurde die PX100-
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Abbildung 2. Design des DNA-Rotaxans mit PX100-Achse. a) Aufbau der PX100-Achse. Die DNA-Sequenzen der PX100-Achse wurden so angelegt,
dass sich die Komponenten in einem 6:5-PX-Muster anordnen. b) Reprasentative dreidimensionale Darstellung der PX100-Achse mit eingefadel-
tem Makrocyclus. Die Gapregion im JX2-Teil wurde so gewihlt, dass die acht fiir das Einfideln relevanten Nukleobasen (CCGTCTCC, gold) nach
auflen zeigen und sich der Makrocyclus (magenta) dadurch optimal an die Achse anlagern kann. c) Dreidimensionale Darstellung des Makro-
cyclus PX100GR in seiner bevorzugten Konformation. Die Hybridisierungsstelle (GGAGACGG, gelb) mit der PX100-Achse verlduft in seiner Mitte
(G mit rotem Pfeil) durch eine dufere Position, sodass sich der Makrocyclus ohne Reorientierung an die Achse anlagern kann.
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Achse iber schwache Anionentauscher (WAX) mittels
HPLC aufgereinigt. In Seeman-Puffer bleibt die aufgerei-
nigte Achse iiber Monate hinweg stabil.

Um eine moglichst hohe Effizienz beim Einfiddeln der
Achse in den Ring zu erreichen, wurde gleichzeitig auch der
Ort der Einzelstrang(Gap)-Region™® im Makrocyclus opti-
miert. Dabei orientierten wir uns an der NMR-Struktur eines
(AT)6-Bereichs, aus der sich ableiten ldsst, dass das 5'-A-
Nukleosid des (AT)6-Bereichs bevorzugt die duBere Position
im Ring einnimmt (Abbildung 2¢).'! Die Einzelstrangregion
im Makrocyclus wurde so gewihlt, dass der mittlere Teil der
Hybridisierungsstelle ebenfalls an einer AuB3enposition liegt
(Abbildung 2c, roter Pfeil und gelbe Sequenz).

Zur Untersuchung der Einfadeleffizienz wurden zunéchst
Pseudorotaxane hergestellt, bei denen einfache 168 bp grofie
Ringstopper an die Hantelstange ligiert wurden (Abbil-
dung 3a). Auch wenn dieses Vorgehen nicht zu mechanisch
stabilen Rotaxanen fiihrt, haben solche Pseudorotaxane

a) c)

PX100 gap-Ring
Stopper168
PX100-Achse
ROs

Abbildung 3. PX100-Pseudorotaxan. a) Vereinfachte Darstellung des
Pseudorotaxans mit Ringstoppern (griin), PX100-Achse (blau) und ge-
bundenem Makrocyclus (magenta). b) Agarose-Gel (2.2%) der
Pseudorotaxan-Synthese. Spur 1: PX100-Gap-Ring; Spur 2: Stop-
per168; Spur 3: Rohprodukt der Hantelsynthese; Spur 4: Rohprodukt
der Pseudorotaxansynthese; Spur 5: Durch Zugabe der beiden ROs
zum Pseudorotaxan wird dieses vollstiandig zur Hantel und zum freien
Makrocyclus abgebaut. c) AFM-Bilder des aufgereinigten Pseudorota-
xans. Der Makrocyclus ist jeweils in der Mitte der Achse lokalisiert
(Mafstableiste 100 nm, Farbkodierung der Hhe 0.0-1.0 nm).

gleich zwei bedeutende Vorteile. Erstens lassen sich die pla-
naren Architekturen einfach auf Glimmer adsorbieren und
mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM) gut charakterisieren.
Zweitens ist das durch , Release-Oligonukleotide (ROs)“
getriggerte Ausfiddeln des Makrocyclus von der Hantel ein
direkter Beleg fiir den verzahnten Charakter der Struktur
(vor der Zugabe der RO) und fiir die freie Beweglichkeit des
Makrocyclus nach dem Abldsen von der Achse. Das Pseudo-
rotaxan wurde in zwei Schritten assembliert. Zunéchst
wurden der Makrocyclus und die PX100-Achse iiber Nacht
bei 12°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Ringstopper an
die beiden Enden der Achse ligiert.

Die Ligation wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese
verfolgt. Aus dem Verhiltnis zwischen der Hantel- und der
Rotaxanbande kann die Effizienz des Einfiddelns bestimmt
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werden. Bei einer Gesamtkonzentration von 25 mm MgCl, in
1 x Ligase-Puffer bei 12°C wurde eine Effizienz von rund
50% erreicht (Abbildung S3). Eine weitere Erhohung der
Mg?*"-Konzentration hatte keinen Einfluss auf das Einfideln.
In einem weiteren Gelshift-Experiment wurde gezeigt, dass
durch Zugabe der beiden ROs unseren Erwartungen ent-
sprechend der Ring von der Achse abgelost wird und das
Pseudorotaxan iiber einen ,slippage“-Mechanismus™ zur
entsprechenden Hantel und dem freien Ring abgebaut wird
(Abbildung 3b). AFM-Aufnahmen von durch WAX-HPLC
aufgereinigtem Pseudorotaxan belegen die Struktur der ver-
zahnten Architektur (Abbildung 3c). Ein besonderes Au-
genmerk gilt dabei der PX100-Achse, die sich im Durch-
messer und im Hohenprofil deutlich vom einfachen DNA-
Doppelstrang der Ringstopper und des Makrocyclus unter-
scheidet. AuBlerdem sitzt der eingefiddelte Makrocyclus er-
wartungsgemifl immer in der Mitte der PX100-Achse, die
entweder komplett gerade verlduft oder an der Ring-Bin-
dungsstelle minimal geknickt ist. Diese Beobachtung deckt
sich vollstindig mit unserer Vorstellung von der steifen
Achse, die sich in Abwesenheit der ROs innerhalb der JX2-
Domine minimal beugen l&sst.

Aus einer vorangegangenen Studie wissen wir, dass die
mechanische Blockierung des Makrocyclus auf der Hantel,
und damit die Herstellung eines echten Rotaxanes, erst unter
Verwendung von sphirischen Stoppern moglich wird.”! Die
bisherige Synthese der sphirischen Stopper ist vergleichs-
weise aufwindig, weil sie iiber drei Stufen verlduft. Mittels
einer abgednderten Methode gelingt es uns nun, die Cross-
over-Ringe in einem Zweistufen-Verfahren ohne Zwischen-
aufreinigung zu assemblieren.

Dazu wird die Kugel in zwei Ringe (Ring B, Ring C)
aufgeteilt (Abbildung 4a). Ring B weist vier Uberhénge auf,
die an die beiden Einzelstrangregionen des Doppel-Gap-
Rings binden. In einem ersten Schritt wurden die beiden
Ringe separat assembliert und ligiert. Werden die beiden
Ringe unter Ligationsbedingungen vereint, dann entsteht die
Kugel (Abbildung 4b) als einziges, einheitliches Produkt
(Hintergrundinformationen, Movie 1). Nach Aufreinigung
iber WAX-HPLC werden die Crossover-Ringe in zufrie-
denstellender Ausbeute von 10-20% erhalten. Wir haben
zwei Arten dieser sphirischen DNA-Architekturen herge-
stellt: die erste Variante enthielt eine ,,Drei-Wege-Kreuzung®
an einem der Ringe, die mit einer zu dem blauen Einzel-
strang-Uberhang der PX100-Achse komplementiren Se-
quenz endet (Abbildung 1b), welche spiter fiir die Ligation
der kugelformigen Stopper verwendet wird. In einer zweiten
Variante fehlte diese Verzweigung. Hier erhielten wir die in
Abbildung 4b rechts gezeigte sphérische DNA-Architektur,
deren iiberkreuzte, kugelformige Struktur im AFM-Bild in
sehr guter Auflosung zu erkennen ist (Abbildung 4c). Diese
rein sphérischen, aus iiberkreuzten DNA-Nanoringen as-
semblierten DNA-Nanostrukturen konnten potentiell An-
wendungen als DNA-Kifige fiir die Verkapselung von mo-
lekularem Frachtgut dienen, dhnlich wie es kiirzlich fiir te-
traedrische Architekturen beschrieben wurde.'!

Um ein mechanisch stabiles Rotaxan der in Abbildung 4d
schematisch gezeigten Struktur zu erhalten, wurden die ver-
zweigten sphérischen Stopper an die PX100-Achse mit dem
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Abbildung 4. Assemblierung der sphirischen DNA-Stopper und des
PX100-DNA-Rotaxans. a) Vereinfachte Darstellung der Intermediate bei
der Kugelsynthese: Ring B (links) mit vier Uberhingen, Ring C (rechts)
mit zwei Einzelstrangliicken. b) Illustration zum Aufbau der Holliday-
Junction (links) und Darstellung der Kugel mit vier zirkuldren Einzel-
stringen (rechts). c) AFM-Bilder der aufgereinigten Kugel (Maf3stab-
leiste 100 nm). d) Vereinfachte Darstellung des PX100-Rotaxans mit
sphirischen Stoppern. Im Unterschied zum Pseudorotaxan mit Ring-
stoppern wird das Pseudorotaxan durch Zugabe der ROs in ein me-
chanisch stabiles Rotaxan iiberfuihrt. ) Agarose-Gel (2.2%) der PX100-
Rotaxan-Synthese. Spur 1: PX100-Gap-Ring; Spur 2: sphirische Stop-
per; Spur 3: Rohprodukt der Hantelsynthese; Spur 4: Rohprodukt der
Pseudorotaxansynthese mit ca. 50% Einfideleffizienz; Spur 5: Durch
Zugabe der beiden ROs zum Pseudorotaxan wird dieses in ein echtes
Rotaxan tberfiihrt. f) AFM-Bilder des aufgereinigten Pseudorotaxans.
Die Position des Makrocyclus ist nicht mehr auf das Zentrum be-
schrankt (Maf3stableiste 100 nm).

aufgefiddelten Makrocyclus ligiert. Der Aufbau wurde wie-
derum mittels Agarose-Gelelektrophorese verfolgt (Abbil-
dung 4e). Aus dem Verhiltnis der Banden, die dem Pseudo-
rotaxan und der Hantelstruktur entsprechen (Abbildung 4e,
Bahn 4), ist eine Einfidelungseffizienz von fast 50% er-
sichtlich. Durch Zugabe der beiden Release-Oligonukleotide
bildete sich das mechanisch stabile Rotaxan (Abbildung 4e,
Bahn 5). Die in Abbildung 4 f gezeigten AFM-Bilder des
mechanisch stabilen PX-100-DNA-Rotaxans offenbaren
einige bemerkenswerte Eigenschaften dieser neuartigen
Klasse von DNA-Rotaxanen mit formstabiler Achse. Zu-
néchst zeigen die Hohenprofile, dass sowohl die sphérischen
Stopper als auch die PX100-Region der Achse im Vergleich
zum Makrocyclus, aber auch hinsichtlich der kurzen Dop-
pelstrangregionen an der Ligationsstelle deutlich hervorge-
hoben sind. Besonders interessant ist aber die Beobachtung,
dass sich der DNA-Makrocyclus in einigen Scans in Abbil-
dung4f in der Ndhe der Stopper aufhilt, was seine freie
Beweglichkeit belegt. Aulerdem zeigt die in Abbildung 4 f
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unten rechts dargestellte Struktur einen Zustand mit abge-
winkelter Haarnadelstruktur am Ende der PX100-Achse
(griiner Pfeil). AFM-Aufnahmen der aufgereinigten PX100-
Achse bestdtigen diese Beobachtung (Abbildung S4).

Zusammenfassend konnten wir ein neuartiges Konstruk-
tionsprinzip etablieren, das erstmals die Einfddelung eines
DNA-Makrocyclus in eine mechanisch versteifte paranemi-
sche PX100-Struktur ermoglicht. Die so erhaltene DNA-Ar-
chitektur kann an sphirische DNA-Stopper ligiert werden,
iber deren vereinfachten Aufbau wir hier ebenfalls berichten.
Durch Zugabe der ,Release-Oligodesoxynukleotide® zum
Pseudorotaxan erhielten wir ein stabiles DNA-Rotaxan mit
einem mechanisch verzahnten, aber frei beweglichem Ma-
krocyclus, das iiber eine mechanisch versteifte Achse verfiigt,
die — anders als in bisher beschriebenen DNA-Rotaxanen® -
kaum noch verformbar ist. Diese Art verzahnter DNA-Ar-
chitekturen sollte prinzipiell fiir die wirksame Uberfithrung
der Bewegung des Makrocyclus in mechanische Energie ge-
eignet sein und konnte potentiell Anwendung in der Nano-
mechanik finden.

In der Biologie gibt es eine Reihe von Prozessen, die auf
der wirksamen Ubertragung mechanischer Kréfte beruhen.
Prominente Beispiele dafiir sind Muskel-, Motor- und
Transportproteine."”! Dabei fiihrt die Energie, die durch die
Bindung von Molekiilen oder die Hydrolyse chemischer
Bindungen freigesetzt wird, zur Erzeugung von Kréften oder
mechanischer Arbeit entlang einer Koordinate. Die hier
vorgestellten DNA-Architekturen sollen in unseren weiteren
Studien der Ubertragung von Kriften in gerichtete Bewe-
gungen dienen und so weiter entwickelt werden, dass sie zur
Verrichtung von mechanischer Arbeit fihig werden. Solche
komplexen Systeme verlangen eine graduelle Weiterent-
wicklung, zu der auch die hier gezeigten Moglichkeiten der
mechanischen Verfestigung und ihre Integration in hoher
geordnete Assemblate zédhlen. Ganz allgemein kann man
diese Strukturen als Modellsysteme auffassen, mit deren
Hilfe es gelingen kann, mechanische Phinomene in biologi-
schen Systemen zu emulieren und besser zu verstehen.

Experimentelles

Reagentien. Die DNA-Sequenzen fiir die PX100-Achse stammen von
der Firma Biolegio. Alle anderen Sequenz stammen von der Firma
Metabion. Alle Sequenzen wurden mit einem 5'-Phosphat in HPLC-
Qualitdt erhalten. Fiir die verwendeten Sequenzen siehe Hinter-
grundinformation. Seeman-Puffer: 40 mm Tris, 20mm AcOH,
12.5 mm MgCl,, 2.5 mm EDTA. 1x DNA-Lagerpuffer: 10 mm Tris-
HCI, 50 mm NaCl, 10 mm MgCl,, pH 7.5.

HPLC-Aufreinigung. Schwache Anionentauscher; HPLC-S4ule
TSKgel DEAE-NPR 4.6 mm x 35 mm (Tosoh); Puffer A: 20 mwm Tris-
HCI, pH 9.0; Puffer B: Puffer A + 1M NaCl; Gradient 40-65% B in
30 min. Nach der Aufreinigung wurden die Fraktionen mit Ultracel
Centrifugal Filters (YM-30, YM-100, Millipore) aufkonzentriert,
zweimal mit DNA-Lagerpuffer gewaschen und in 100 uL DNA-La-
gerpuffer aufgenommen.

Gelelektrophorese: Agarosegele wurden in 0.5 x TAE (Trisace-
tat-EDTA) wihrend 15-20 min bei 120 V gefahren und mit Ethidi-
umbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die Synthese des Ma-
krocyclus PX100GR und der Stopper168 erfolgte wie beschrieben.?!

Assemblierung der DNA-Kugeln. 1600 pmol jeder DNA-Se-
quenz (siche Hintergrundinformationen) fiir Ring B und ebenso fiir
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Ring C wurden in 1 x Ligasepuffer (200 uL) (Fermentas) auf 60°C
aufgeheizt und mit 36°Ch™" auf 15°C abgekiihlt. Ligase (4 pL, 20 U,
Fermentas) wurde zugegeben und iiber Nacht bei 15°C ligiert. Die
beiden Proben Ring B und Ring C wurden vereint, nochmals mit
Ligase (4 uL, 10 U) versetzt und weitere 24 h bei 15 °C inkubiert. Das
Rohprodukt wurde tiber WAX-HPLC aufgereinigt. Die Assemblie-
rung der sphérischen Stopper erfolgte nach gleichem Protokoll unter
Verwendung der entsprechenden Sequenzen (RingSE a und RingSE
b fiir Ring C' anstelle von GE-5, siche Hintergrundinformationen).

Assemblierung der PX100-Achse. Die drei DNA-Sequenzen HP-
PX, AK1-PX und AK2-PX (jeweils 1000 pmol) wurden in Seeman-
Puffer auf 95°C aufgeheizt und mit eine Abkiihlrate von 36°Ch™" auf
15°C abgekiihlt. Das Rohprodukt wurde iiber WAX-HPLC aufge-
reinigt, iiber Ultracel Centrifugal Filters (YM-30, Millipore) auf-
konzentriert und sofort auf Seeman-Puffer umgepuffert. Die As-
semblierung wurde mit Agarosegelektrophorese (2.2%) verfolgt
(Hintergrundinformationen).

Herstellung des Rotaxans. Die PX100-Achse (10 pmol,
1.0 Aquiv.) und der PX100GR (2.0 Aquiv.) wurden im 1 x Ligase-
puffer mit zusitzlichem MgCl, (25 mm Gesamtkonzentration) bei
12°C iiber Nacht inkubiert. Die Stopper (Ringstopper bzw. sphéri-
sche Stopper, jeweils 2.5 Aquiv.) wurden zugegeben, die Proben mit
Ligase (2 pL, 10 U) versetzt und 2 h bei 12°C inkubiert (Gesamtvo-
lumen 100 pL). AnschlieBend wurde zuerst das lingere Release-
Oligonukleotid PXGR-RO (5 Aquiv.) und nach 30 min das kiirzere
PX-RO (10 Aquiv.) zugegeben und 30 min weiter ligiert. Zur struk-
turellen Charakterisierung mit AFM wurde das Pseudorotaxan mit
Ringstoppern vor Zugabe der ROs iiber WAX-HPLC aufgereinigt,
das mit sphérischen Stoppern nach der Zugabe der ROs.

Rasterkraftmikroskopie (AFM). Nanowizard 3, JPK Instru-
ments; Messmodi: HyperDrive in Fliissigkeit (Kugel); AC an Luft
(Rotaxanstrukturen); Substrat: Glimmer mit linearem Polyethylen-
imin als Haftvermittler.
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