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Abstract: Wir berichten von der Entwicklung eines ,, Hetero-
basenpaars®, das durch Bildung einer Schiff’'schen Base ko-
valent verkniipft wird. Diese Vernetzung erzeugt eine hohe
Stabilisierung von DNA-Doppelstringen, aber kann aufgrund
reversibler Iminchemie gedffnet werden. Dariiber hinaus ist
sogar der enzymatische Einbau der Vernetzung moglich. Unser
Heterobasenpaar erdffnet neue Moglichkeiten zur Stabilisie-
rung von DNA-Doppelstringen und -Nanostrukturen unter
Bedingungen, die kompatibel mit biologischen Sytemen sind.

Die DNA-Nanotechnologie macht sich die ausgezeichnete
Selbstorganisationseigenschaft von Oligonukleotiden zunut-
ze, um komplizierte zwei- und dreidimensionale Objekte
aufzubauen.'! Wihrend anfangs die Kontrolle des kompli-
zierten Aufbauprozesses im Fokus der Forschung stand,!t?
befinden wir uns nun in der Phase, in der die Konstruktion
von funktionellen Systemen wiinschenswert ist.?**3 Beispiele
hierfiir sind DNA-Nanostrukturen, die mit Enzymen deko-
riert wurden, und Nanobehilter, die auf einen duBeren Reiz
hin ihre Ladung freisetzen konnen.’! Besonders fiir letztere
Anwendung benétigt man die DNA-basierten Nanostruktu-
ren in Zellen und lebenden Organismen. Bei komplexeren
DNA-Nanoobjekten in lebenden Organismen stofen wir auf
ein fundamentales Problem: Da DNA-basierte Nanostruk-
turen hohe Salzkonzentrationen fiir ihre Entstehung und
Stabilitdt erfordern, wird es schwierig, stabile Strukturen
unter geringen Salzkonzentrationen zu erschaffen, wie sie
z.B. im Zellinneren anzutreffen sind. Bisher wurden DNA-
Strukturen entweder durch Disulfidbriicken,® alkylierenden
Vernetzungen!”! oder unspezifisch durch UV-Strahlung aus-
geloste Vernetzung mit Psoralen stabilisiert.[**®

Bei unserem Ziel, DNA auf eine kontrollierte Art stabil
zu verbinden, konnen wir hiermit iiber die Entwicklung eines
Vernetzungsmolekiils berichten, das DNA-Strukturen hoch
stabil, aber gleichzeitig reversibel erzeugt und durch Poly-
merasen eingefiigt werden kann. Die vernetzenden ,,Basen®
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Abbildung 1. A) Das Anilin:(Hydroxy)Benzaldehyd-Vernetzungsmolekiil
(T,:S"). B) Kalottenmodelle fiir das T,:S"-Molekiils und das natiirliche
A:T-Basenpaar.

(Abbildung 1A) bilden mit der Zeit eine kovalente Ver-
kniipfung, die jedoch durch Aufheizen wieder gedffnet
werden kann. In diesem Sinne kann man die Basen als ,,Post-
it“-artigen Kleber fiir DNA-Doppelhelices bezeichnen und
konnte dieses Prinzip auch fiir DNA-Nanostrukturen bei
niedrigen Salzkonzentrationen verwenden.

Das T,:S"-Vernetzermolekiil entsteht aus einer aromati-
schen Aminbase (T,) und einer Benzaldehydbase mit einer
Hydroxygruppe in ortho-Position (S™). Dabei bildet sich iiber
eine Iminbindung eine reversible Interstrangvernetzung zwi-
schen den Nukleobasen. Das Vorhandensein der ortho-OH-
Gruppe erscheint wichtig, um die Struktur zu stabilisieren,
dhnlich wie beim enzymgebundenen Pyridoxalphosphat.”!
Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde eine Benzalde-
hydbase ohne diese Hydroxygruppe (S") verwendet. Interes-
santerweise entsteht eine Iminbindung auch natiirlich zwi-
schen einem Adenin und dem gegeniiberliegenden Zucker
einer abasischen Stelle (A:AS).["

Das Aminnukleosid T, wurde gemé8 Schema 1 ausgehend
von 1,4-Dibrombenzol (1), dem Furanoselacton 2 und dem
NH-geschiitzten Vinylanilin 4 synthetisiert. Um die C-Gly-
kosylierung zu erreichen, wurde Verbindung 1 monolithiiert
und zum TBS-geschiitzten 2’-Desoxyribose-Furanoselacton 2
zugegeben. Eine anschlieBende Reduktion lieferte das f3-
Arylfuranose-Derivat 3.'"! Danach konnte in einer Heck-
Reaktion zwischen dem N-trifluoracetylierten Vinylanilin 4,
das in zwei Stufen ausgehend vom kommerziell erhiltlichen
2-Bromanilin zuginglich ist, und dem Bromaren 3 das E-
Alken § erhalten werden. Es zeigte sich, dass die Trifluor-
acetyl-Schutzgruppe sowohl fiir die Nukleosidsynthese als
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Schema 1. Synthese des Phosphoramidits 8 und des Aminnukleosids
6. a) 1. nBuli (1.63 Aquiv.), THF, 30 min, —78°C; 2. 2 (1.00 Aquiv.),
THF, 1 h, —78°C; 3. Et;SiH (3.28 Aquiv.), BF;-OFEt, (1.23 Aquiv.),
CH,Cl,, 2 h, —78°C, 23%; b) 4 (1.25 Aquiv.), 8 Mol-% Pd(OAc),,

16 Mol-% P(o-Tol);, NEt,, 70°C, 70%; c) HF-py, NEt,, 6 h, 96%;

d) DMT-CI (1.1 Aquiv.), Pyridin, 3 h, 76%; €) CED-CI (1.1 Aquiv.),
NEtiPr,, THF, 2 h, 92%. TBS =tert-Butyldimethylsilyl, DMT = 4,4'-Dime-
thoxytrityl, CED-Cl = 2-Cyanethyl-N,N-diisopropylchlorphosphoramidit.

auch fiir die nachfolgende DNA-Festphasensynthese geeignet
war. SchlieBlich wurde das Alken 5 in den entsprechenden
Phosphoramdit-Baustein fiir die DNA-Festphasensynthese
umgewandelt. Dafiir folgte auf die Entschiitzung der fert-
Butylsilylgruppen (unter Bildung von 6) und die selektive
DMT-Schiitzung zum Nukleosid 7 schlieBlich die Erzeugung
des Phosphoramidits 8.

Das Aldehydnukleosid S' wurde in einer #hnlichen mo-
dularen Synthese hergestellt. Dafiir wurde das Furanoselac-
ton 2 mit geschiitztem 4-Brombenzaldehyd verkniipft, redu-
ziert, anschlieBend entschiitzt, geschiitzt und in das Phos-
phoramidit umgewandelt (siche S.9 in den Hintergrundin-
formationen). Das Hydroxyaldehydnukleosid S" und das zu-
gehorige Phosphoramidit wurden nach bekannten Methoden
hergestellt.['>18]

Danach wurden DNA-Oligonukleotide, die T, und S be-
inhalten, nach Standardprotokollen fiir die Oligonukleotid-
Festphasensynthese hergestellt (Tabelle 1). Im Fall des T,-
Phosphoramiditeinbaus musste der ,,Capping“-Schritt der
Festphasensynthese weggelassen werden, da es zu Nebenre-
aktionen kam.™ Dies stellte jedoch keine Einschrinkung
dar, weil die Kupplungsausbeuten vom T,-Phosphoramidit 8
und allen folgenden Basen ausreichend hoch waren. Am
Ende konnten durch eine Behandlung der DNA mit NH,Me/
NH; (1:1) in Wasser bei 65°C die Trifluoracetylgruppe und
alle anderen Schutzgruppen entfernt und dabei das Oligo-
nukleotid vom Festphasentriger abgespalten werden."*! An-
schlieBend untersuchten wir die biophysikalischen Eigen-
schaften der Vernetzer T,:S" und T,:S". Als erstes wurden die
Schmelzpunkte aller synthetisierten DNA-Doppelhelices
(Tabelle 1) durch UV-Spektroskopie bestimmt. Als Beispiel
dafiir sind in Abbildung 2A typische Schmelzkurven fiir die
Doppelstrange D1c¢ und D1d gezeigt.
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Tabelle 1: Sequenzen der untersuchten Oligonukleotide fiir T,,- und CD-
Experimente.

Doppelstrang Oligonukleotidsequenzen T. [°C]
Dla 5'- CACATTAATGTTGTA -3’ 48
3’- GTGTAATTACAACAT —5’
D1b 5'- CACATTACTGTTGTA -3’ 35
3’- GTGTAATAACAACAT -5’
Dlc 5'- CACATTAT,TGTTGTA —3' 386l 421
3'- GTGTAATS'ACAACAT —5'
D1d 5'- CACATTAT,TGTTGTA -3’ 386l 79!

3'- GTGTAATS"ACAACAT —5'
[a] T, fur das Abkiihlen. [b] T,, fiir das Aufheizen.

(A)

-Th, =38°C

— 7, =a2cD1c
- Tn =38°C
— 7, =799cD1d
T T T T T 1
5 20 35 50 65 80 95
T(°C) —

B)

H S

Heizen g Hydrolyse
4 des Imins

Abbildung 2. A) UV-Schmelzkurven von Doppelstrang D1c, mit Aufhei-
zen (blaue Linie) und Abkiihlen (blau gestrichelt), und Doppelstrang
D1d, mit Aufheizen (rote Linie) und Abkiihlen (rot gestrichelt). Die
Experimente wurden fiir D1a—d bei 260 nm in 150 mm NaCl, 10 mm
CHES pH 9 mit 2 um Doppelstrang durchgefiihrt. B) Vorgeschlagenes
Modell fiir den Schmelz- und Anlagerungsprozess.

Unter den gewdhlten Bedingungen hatte die Doppelhelix
fiir die Referenz D1a (A:T) einen Schmelzpunkt von 48 °C.[]
Der Schmelzpunkt fiel auf 7,, =35°C, wenn das zentrale A:T-
Paar durch eine A:C-Fehlpaarung (D1b) ersetzt wurde. Mit
dem T,:S-Vernetzerpaar hatte der Doppelstrang eine 7}, von
42°C. Dieses Ergebnis zeigt, dass T,:S' ohne die phenolische
OH-Gruppe eine eher destabilisierende Situation erzeugt, in
der die gebildete Iminbindung nicht stabil ist (Abbil-
dung 2A). Im Unterschied dazu hat der Doppelstrang D1d
mit dem T,:S"-Vernetzer (mit der phenolischen OH-Gruppe)
einen hohen Schmelzpunkt von 79°C (Abbildung?2A).
Dieses Ergebnis bestitigt unsere Hypothese, dass die Hy-
droxygruppe das gebildete Imin iiber eine intramolekulare
Wasserstoffbriicke stabilisiert.!'’)
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Wihrend in typischen Schmelzpunktanalysen die erhal-
tenen Kurven beim Aufheizen und Abkiihlen von natiirlichen
Oligonukleotiden deckungsgleich sind, wurde fiir die Dop-
pelhelix D1d eine betriachtliche Hysterese beobachtet (Ab-
bildung 2 A). Wir erkliren diese Eigenschaft des T,:S"-Paars
mit einem Modell, das eine langsame Iminhydrolyse und
Iminbildung vorsieht (Abbildung 2B). Beim Aufheizen
schmelzen die kanonischen Basenpaare, aber der Doppel-
strang wird durch das zentrale T,:S"-Vernetzermolekiil zu-
sammengehalten (c), bis die Iminbindung hydrolysiert (d).
Wihrend des Abkiihlens konnten sich die flankierenden na-
tiirlichen Basen zuerst wieder paaren, wéhrend das zentrale
nichtkanonische Vernetzermolekiil zunéchst eine typische
Fehlpaarung darstellt (a). Dieses verwandelt sich langsam in
eine stabilisierende kovalente Iminverkniipfung (b).

Um einen weiteren Beleg fiir unseren vorgeschlagenen
Mechanismus zu finden, untersuchten wir das UV-Schmelz-
verhalten unter Variation der Aufheiz- und Abkiihlge-
schwindigkeiten. Tatsdchlich zeigte das Ausmaf3 der Hyste-
rese eine kritische Abhédngigkeit von der Temperaturénde-
rung.'”! Wenn wir das Aufheizen/Abkiihlen von 0.5°Cmin"
(AT,,=31.5) auf 0.1°Cmin~" (AT, =18.5) verlangsamten,
beobachteten wir eine stark herabgesetzte Hysterese. Hin-
gegen konnte eine Zunahme der Hysterese detektiert
werden, wenn das Aufheizen/Abkiithlen auf 1.0°Cmin
(AT,,=39.0) beschleunigt wurde. Diese Ergebnisse stiitzen
die Vorstellung, dass die Bildung der Iminbindung und damit
die Entstehung einer kovalenten Bindung der geschwindig-
keitsbestimmende Schritt in der Doppelstranghybridisierung
ist.

Obwohl es sich um die Bildung einer kovalenten Bindung
handelt, untersuchten wir anschlieBend, ob die T,:S"-Ver-
netzung enzymatisch durch eine DNA-Polymerase geschaffen
werden kann. Das konnte fiir den Aufbau ldngerer DNA-
Stringe interessant sein. Dafiir fiigten wir die T,-Base in ein
30-mer-Templat ein und hybridisierten dieses mit einem 23-
mer-Primer, der genau eine Base vor dem T, endete (Abbil-
dung 3A). Das Desoxy-S"-triphosphat (dS"TP) wurde syn-
thetisiert (S.13), und zahlreiche Polymerasen und Bedingun-
gen wurden systematisch auf die Féahigkeit hin iiberpriift, die
T,:S"-Paarung herzustellen. Erste kinetische Studien zeigten,
dass die Klenow-Polymerase (Kf) in der Lage ist, dS"TP ge-
geniiber dem T, innerhalb von 10 Minuten vollstdndig ein-
zubauen (Abbildung S6). Es fillt auf, dass im Vergleich zur
+ 1-Positivkontrolle, in der die T,:S"-Vernetzung durch ein
A:T-Basenpaar ersetzt ist, das 24-mer mit dem eingebauten
dS" sich langsamer in der Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE) bewegt (Abbildung 3B, Spur 3 und 5). Dies ist
in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen, die bereits fiir
das S"-Selbstpaar gemacht wurden.'®! AnschlieBend analy-
sierten wir die enzymatische Selektivitit fiir den dS"TP-
Einbau gegeniiber der T,-Base. Bei Verwendung der Kf war
die Selektivitdt gut. Nur dATP wurde zu einem gewissen Teil
fehleingebaut (Abbildung S7). Wihrend dS"TP fast voll-
stindig den um +1 verlingerten Primer lieferte (Abbil-
dung 3B, Spur 3), ergab das Zufiigen aller ANTPs zum Ein-
zelnukleotideinbau hauptsédchlich nichtverlidngerten Primer,
und nur wenig Verlingerung wurde beobachtet (Abbil-
dung 3B, Spur 4).
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Abbildung 3. A) Sequenz des Templat- und Primerstrangs. Der Primer
war am 5'-Ende mit Fluorescein markiert. B) PAGE von Primerverlan-
gerungsexperimenten mit 1 pmol Doppelstrang, 200 pm dNTPs,

400 um dS"TP, 2U DNA-Polymerase. M: Marker; Spur 1: Negativkon-
trolle; Spur 2: +1 Positivkontrolle (24-mer); Spur 3: Einzelnukleotid-
einbau dS"TP (10 min, Kf, 37°C); Spur 4: wie Spur 3, aber dNTPs;
Spur 5: dXTPs (6 h, Kf(exo™); Spur 6: dXTPs zwei Polymerasen (1. Kf,
dann Bst Pol I; 2. 10 min, 37°C; 3. 6 h, 60°C). Eine bestimmte Reihen-
folge bei der Zugabe der Bestandteile ist nicht notwendig.

Trotz der denaturierenden Bedingungen wihrend der
PAGE (7m Harnstoff) und ausgiebigem Aufheizen der
Proben vor dem Laden (95°C, 10 min), konnten wir im Gel
Banden des Doppelstrangs detektieren (Abbildung 3B). In
Ubereinstimmung mit den beabsichtigten stabilisierenden
Effekten festigt die Vernetzung die Doppelhelix so sehr, dass
einige der Doppelstriange nicht schmelzen.

Als nidchstes untersuchten wir die Moglichkeit, vollver-
langerte Primer zu erzeugen. Dazu wurde zuerst mit allen 5
dXTPs (vier dNTPs und dS"TP) und der Kf(exo™)-Polyme-
rase experimentiert. Dabei wurde zusitzlich zu einem pro-
minenten 24-mer- und 25-mer-verldngerten Produkt eine sehr
schwache Bande fiir das vollstdndig verldngerte 30-mer-Pro-
dukt detektiert (Abbildung 3B, Spur 5). Wihrend die Kf-
(exo™) offensichtlich ein wenig vollverldngerten Primer her-
stellen kann, wurden die besten Ergebnisse schliellich mit
einer Kombination der Polymerasen Kf und Bst Pol I in Ge-
genwart aller dXTPs erzielt (Abbildung 3B, Spur 6).1) In
diesem Fall war das Hauptprodukt der vollverldngerte
Primer.

Erneut hielten einige der Doppelstrédnge sogar die dena-
turierenden Bedingungen der Gelelektrophorese aus. Als wir
anschlieBend Primerverlingerungen mit dT,TP (siche S.14
fiir die Synthese) und der S"™-Base im Templatstrang durch-
fithrten, fanden wir heraus, dass der Einbau von dT, gegen-
iiber S" fiir die Polymerasen Kf, Bst Pol I und weitere (Ab-
bildung S9) ebenfalls moglich ist. Der vollstindige Einzel-
nukleotideinbau wurde bei Kf innerhalb von 20 min beob-
achtet (Abbildung S10). Die Selektivitit des enzymatischen
dT,TP-Einbaus gleicht den Ergebnissen des dS"TP-Einbaus
gegeniiber T,. Abermals wurde etwas dA-Fehleinbau erhal-
ten, aber nur das kiinstliche dT, TP ergab vollstindig den + 1-
verldngerten Primer (Abbildung S11). Diesmal war eine
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Vollverldngerung des Primers schwieriger, und nur geringe
Mengen des Produkt wurden gebildet (Abbildung S12).

Um etwas iiber die sterische Natur des T,:S"-Vernetzers
zu erfahren, wurde ein DNA-Doppelstrang mit dem Vernet-
zermolekiil an Position n—5 im Komplex mit Bst Pol I ko-
kristallisiert (Abbildung 4 A; PDB-Code 4UQG). In diesem

(A)

Abbildung 4. A) Kristallstruktur der Bst Pol | im Komplex mit einer
T,:S" enthaltenen DNA. B) Der T,:S"-Vernetzer iiberlagert mit einem
kanonischen dG:dC-Basenpaar. Der C1-C1’-Abstand von 10.8 A fur das
nichtnatiirliche Vernetzermolekiil ist identisch mit dem Abstand, der
fiir das natiirliche Basenpaar beobachtet wird. C) Die Seitenansicht
des T,:S"-Vernetzermolekiils zeigt eine Drehung aus der Ebene.

T, gelb, S" orange. Fiir die Elektronendichte zu (B) und (C), siehe
Abbildung S14.

Experiment ist der Vernetzer auBerhalb des aktiven Zen-
trums der Polymerase, die hier als ,,Kristallisationsvorlage*
diente. Die Struktur zeigt, wie sich die T,:S"™-Basen gegen-
iiberstehen und kovalent iiber die erwartete Iminbindung
verbunden sind.

Eine Uberlagerung mit der Struktur eines kanonischen
dG:dC-Basenpaar an dieser Position zeigt, dass der T,:S"-
Vernetzer nur kleine Strukturdnderungen in der Doppelhelix
hervorruft (Abbildung 4B). Der Abstand von 10.8 A zwi-
schen den C1’ der Desoxyribosen des kiinstlichen Vernetzers
ist praktisch identisch zu einem natiirlichen Basenpaar. Da-
gegen ergibt das bereits veroffentlichte Metall-Ethylendi-
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amin-vermittelte S"-Selbstbasenpaar einen Abstand von
11.4 A (Abbildung S15). Die verbesserte Passform des T,:S"-
Vernetzers wird dadurch erreicht, dass die T,-Base eine fiir
uns iiberraschende Konformation einnimmt, in der die Stil-
ben-Doppelbindung von der Gegenbase wegrotiert ist.
Moglicherweise besteht der Grund fiir die langsame weitere
Verlangerung nach dem Einbau des dT, TP gegeniiber einem
S"™ im Templatstrang darin, dass zunéchst diese Rotameren-
konformation erreicht werdem muss.

Die T,:S"-Vernetzung ist nicht perfekt planar, da S" leicht
aus der Ebene des T, gedreht ist (Abbildung 4 C). Das Sau-
erstoffatom der S"-Base und die Iminbindug befinden sich in
derselben Ebene und #hneln so einem bicyclischen System,
das den sterischen Zusammenstofl mit dem Alken vermeiden
will.

Wir berichten hier iiber eine neue Vernetzereinheit
(T,:S"), die durch Iminbildung eine selektive reversible und
besonders thermostabile DNA-Interstrangvernetzung er-
zeugt. Primerverldngerungen zeigten, dass der enzymatische
Einbau der Vernetzung auch moglich ist, besonders dann,
wenn sich die T,-Base im Templatstrang befindet. In der
Kristallstruktur zeigt sich, wie T,:S" die Form der kanoni-
schen Basenpaare nachahmt. Wir glauben, dass diese Art von
,Post-it“-Vernetzer fiir den Aufbau stabiler DNA-Nano-
strukturen hilfreich sein konnte.
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