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Abstract: Sich selbststindig anordnende DNA-basierte Na-
nostrukturen finden weitverbreitete Anwendung bei der pri-
zisen Positionierung organischer und anorganischer Kompo-
nenten im Nanometerbereich. Besonders vielversprechend ist
ihre Verwendung als programmierbare Systeme fiir den ziel-
gerichteten Wirkstofftransport. Um DNA-basierte Strukturen
zu entwickeln, die robust gegen Zersetzung bei erhohten
Temperaturen, niedrigen lonenkonzentrationen, ungiinstigen
pH-Bedingungen oder durch DNAsen sind, haben wir 6-Helix-
Biindel aus 24 Oligonukleotiden konstruiert, die an ihrem 3'-
Ende Alkingruppen und an ihrem 5'-Ende Azidgruppen
tragen. Mithilfe einer sanften Klick-Reaktion wurden die
beiden Enden ausgewdhlter Oligonukleotide kovalent mitein-
ander verbunden, um Ringe und verschrinkte DNA-Stringe
zu erzeugen. Auffallenderweise blieben diese DNA-Catenane
in Wasser oder selbst nach Ethanolfillung topologisch intakt.
Gleiches galt, wenn die Strukturen Temperaturen iiber 95°C
ausgesetzt wurden, sofern alle 24 Stringe kovalent cyclisiert
wurden.

Das multidisziplindre Gebiet der DNA-Nanotechnologie,
das theoretisch™ und experimentell® von Seeman begriindet
wurde, ebnete den Weg hin zu synthetischen Strukturen von
bislang unerreichter Prézision auf der Nanometerskala.
Heute werden DNA-Origamil® und die ,,Single-stranded-
tile“(SST)-Methode!*! routinemiBig zur Selbstanordnung
komplexer Nanostrukturen fiir zahlreiche mégliche Anwen-
dungen verwendet.! Beispielsweise fiihrte der Gebrauch von
Nanosystemen fiir biomedizinische und diagnostische
Zwecke zu neuen Ansitzen fiir zelluldire Immunstimulation,!
kontrollierten Wirkstofftransport auf zelluldrer Ebene,” die
Entwicklung und Synthese von Impfstoffen’® oder die An-

ordnung von Membrankanilen.” Dennoch sind DNA-Na-
nostrukturen in den meisten biologischen Anwendungen
Bedingungen ausgesetzt, die sich negativ auf die Watson-
Crick-Basenpaarung auswirken und zum vorzeitigen Zerfall
von DNA-Doppelstrangen fithren konnen. Zellmedien bei-
spielsweise weisen oft Konzentrationen divalenter Kationen
unter 2 mM auf, was eine GroBlenordnung unter den in den
meisten Faltungsprotokollen fiir DNA-Strukturen verwen-
deten Mg*"-Konzentrationen liegt. Neueste Studien konnten
zeigen, dass niedrige Konzentrationen divalenter Kationen in
Kombination mit Temperaturen iiber 35°C ausreichen, um
den Zerfall einer Reihe von DNA-Strukturen innerhalb von
24 Stunden oder weniger zu verursachen.!”! Eine verbreitete
Methode, um die Stabilitdt von DNA gegen den Abbau durch
Nukleasen zu erhohen, basiert auf der Eingliederung nicht-
natiirlicher Basen oder dem Austausch des Phosphatriick-
grats. Um die topologische Unversehrtheit aufrechtzuerhal-
ten, ist es erstrebenswert, alle Riickgratunterbrechungen
zwischen den einzelnen Strangen kovalent zu schlieen. Im
Laufe der letzten Jahre wurde von leicht erhShter thermischer
Resistenz von DNA-Origami-Strukturen durch unspezifische
Photovernetzung der DNA-Striange mit 8-Methoxypsoralen
berichtet."! Auferdem wurden topologisch verschrinkte
DNA- und RNA-Nanostrukturen, darunter Catenane mit
zwei bis maximal fiinf Untereinheiten,'” Borromiische
Ringe,"¥ Kleeblattschlingen und andere Knoten" aus ein-
zelstrdangigen und doppelstriangigen Nukleinsduren reali-
siert.™

Die kiinstliche Herstellung verketteter Strukturen aus
mehr als fiinf DNA-Ringen oder noch komplexerer Systeme
wie etwa die , kettenhemdartige DNA, welche in bestimm-
ten einzelligen Flagellaten (Trypanosomatida)!'® zu finden ist,
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stellt jedoch weiterhin eine Herausforderung dar."”’ Dennoch
sind solche groen DNA-Catenane von Interesse fiir zu-
kiinftige Anwendungen der DNA-Nanotechnologie wie etwa
in der Biomedizin, wo die Stabilitdt gegeniiber denaturie-
render Bedingungen unabdingbar ist. Wir berichten hier iiber
die Verwendung mit SST hergestellter DNA-Nanorohren,
kombiniert mit einer hocheffizienten Klick-Reaktion, als ef-
fizientes Herstellungsverfahren fiir DNA-Catenane mit bis zu
24 DNA-Ringen und beispielloser Komplexitdt. Unsere Er-
gebnisse demonstrieren die stochiometrische Synthese sol-
cher , Kettenhemd“-DNA mit nahezu quantitativer Ausbeu-
te.

SST-Faltung ist eine zuverldssige Methode zur Faltung
zwei- und dreidimensionaler DNA-Nanoarchitekturen aus-
gehend von synthetischen Oligonukleotiden als Baustei-
nen.!"s! Wir nutzten hier ein 6-Helix-Biindel,"” im Folgendem
6-Helix-Rohre (6HT) genannt, bestehend aus 24 Oligonu-
kleotiden (Schema 1). Um die Bildung von DNA-Catenanen
zu erreichen, wurden ausgewihlte benachbarte Strénge der
6HT gegen (3'-Alkin,5'-Azid)-modifizierte Oligonukleotide
(,,Klick-Kacheln®; Schema 1a) ausgetauscht. So entstanden
modifizierte Rohren (MX-Rohren, wobei X die Anzahl der in
die Struktur eingebauten Klick-Kacheln ist). Die intramole-
kulare Cyclisierung wird erleichtert durch die vorherige Or-
ganisation innerhalb der gefalteten Rohre. Dariiber hinaus
resultiert die simultane intramolekulare Cyclisierung in Ge-
genwart mehr als einer verschriankten Klick-Kachel in der
Bildung von topologisch verschriankter ssDNA (Schema 1b-
d). Die durch Kupfer(I)-Ionen katalysierte Cycloaddition

a Modifizierte SST: m

\\ ﬂ, N = -N, Azd
llx

Reaktion

d ‘ Catenan

Denaturierung
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Schema 1. Graphische Darstellung der Klick-Reaktion (a) in der DNA-
Nanostruktur (b, c) in einer vororganisierten Art, die in einem DNA-
Catenan (d) resultiert.
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zwischen Alkin- und Azidgruppen (CuAAC)®) ist hier der
entscheidende Faktor. Dabei ist CuA AC aufgrund der hohen
Reaktivitit der Komponenten in Kombination mit chemi-
scher Stabilitidt, der kommerziellen Verfiigbarkeit und der
Bioorthogonalitédt zu beispielsweise Nukleinsduren das wohl
prominenteste Beispiel fiir Klick-Chemie.??!

Zunichst integrierten wir zwei Klick-Kacheln, jeweils 42-
mere, in die 6HT-Struktur, um eine M2-Ro6hre zu erhalten
(Schema 1b). Eine Agarose-Gel-Analyse (2%, 1 x TE, 11 mm
MgCl,) der gefalteten M2-Rohren zeigte keine nachweisbare
Verschiebung der Bande in Bezug auf das nichtmodifizierte
6HT bei vergleichbaren Faltungsertrdgen bis 90 %. Aufnah-
men mit dem Transmissionselektronenmikroskop (TEM)
bestdtigten die korrekte Faltung beider Strukturen. Klick-
Reagentien (baseclick GmbH) wurden dann sowohl zu den
nichtmodifizierten 6HTs als auch zu den modifizierten M2-
Rohren hinzugegeben, und es wurde eine Reihe von Klick-
Reaktionsbedingungen getestet. In Ubereinstimmung mit
veroffentlichten Daten'®! beschiidigten die Klick-Reagentien
weder die gefalteten Strukturen, noch beeinflussten sie die
elektrophoretischen Eigenschaften beider Strukturen, der
nichtmodifizierten 6HT und der modifizierten M2-Rohren,
selbst nach einigen Stunden Reaktionszeit bei 4°C bis 45°C.

Um zu untersuchen, ob die Bildung der zwei Ringe in-
nerhalb der M2-Rohre nach der Klick-Reaktion erfolgreich
war, wurden sowohl die nichtmodifizierten 6HT als auch die
modifizierten M2-Rohren vor und nach der Klick-Reaktion
mit RP-HPLC, LC-MS (sieche die Hintergrundinformationen)
und denaturierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese ana-
lysiert. Im Fall der nichtmodifizierten Réhren und der M2-
Rohren nach der Klick-Reaktion waren nur Banden fiir
Spezies mit niedrigem Molekiilgewicht unter der 50-mer-
Leiterbande sichtbar, die den einzelnen Strédngen zugeordnet
werden konnten (Abbildung 1a). ErwartungsgemiB zeigten
nur die modifizierten M2-Rohren nach der Klick-Reaktion —
bezeichnet als M2*-Rohren — eine klare Bandenverschiebung
bei ca. 100 bp. Diese Bande wurde einem neu gebildeten
Heterodimer aus 84 Basen zugeschrieben (Schema 1d). Jeder
Ring besteht aus einem Oligonukleotid, das an seinen Enden
kovalent iiber eine Triazolgruppe verbunden ist, die durch die
intramolekulare CuA AC zwischen der 5'-Azidgruppe und der
3’-Alkingruppe der Oligonukleotide zustande kommt. Die
vorherige rdumliche Anordnung dieser beiden modifizierten
Stridnge innerhalb der Struktur stellt die ortliche Selektivitét
dieser Reaktion sicher: die reaktiven Gruppen eines Oligo-
nukleotids sind eine Helixwindung (3.4 nm) von denjenigen
im zweiten modifizierten Strang entfernt. Um diese Hypo-
these zu stiitzen, wurde ein konkurrierendes freies Azid bei
der Klick-Reaktion der M2-Rohre hinzugegeben. Die dem
zweigliedrigen Ring zugeordnete Bande blieb erhalten,
obwohl das konkurrierende freie Azid in hohem molarem
Uberschuss vorhanden war (Abbildung S15 in den Hinter-
grundinformationen).

Um herauszufinden, ob unser Ansatz auf die Synthese von
Multiring-DNA-Catenanen ausgeweitet werden kann, kon-
struierten wir vier weitere 6-HT, die jeweils eine verschiedene
Zahl an Klick-Kacheln enthielten und entsprechend unserer
Nomenklatur mit M7-, M11-, M20- und M24-Rdhren benannt
wurden. Die Namen modifizierter Rohren, die mit der Klick-
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Abbildung 1. a) 10% denaturierende PAGE-Analyse des 6HT mit zwei Azid- und Alkin-modifizierten (M2) Stringen (,M2-Rshre*) nach 1.5-stiindi-
ger Klick-Reaktion bei 4°C, 20°C und 45 °C (siehe auch Abbildung S10). b) Native 2 %-Agarose-Gelelektrophorese ohne MgCl, der Strukturen mit
einer steigenden Zahl an Klick-Kacheln. Modifizierte Strukturen nach der Klick-Reaktion sind durch ein Sternchen gekennzeichnet (M7*-M24%*)
und zeigen die jeweilige Catenan-Bande. Unbehandelte Strukturen (M7-M24 und 6HT) entfalten sich wihrend der Gelelektrophorese und resultie-
ren in Banden der Einzelstringe mit niedrigem Molekulargewicht. c) Balkendiagramm der gemessenen Schmelztemperaturen vor (grau) und nach

(rot) der Klick-Reaktion.

Reaktion unterworfen worden waren, wurden mit einem
Sternchen versehen. Das Hinzufiigen von mehr als zwei
Klick-Kacheln beeinflusste die korrekte Faltung der Struk-
turen nicht, wie TEM-Aufnahmen bestitigten. Auch verin-
derte sich dadurch die Wanderungsgeschwindigkeit in der
Agarose-Gel-Analyse nicht (siche die Hintergrundinforma-
tionen). AuBerdem hatte die darauf folgende Klick-Reaktion,
die sowohl mit den nichtmodifizierten als auch mit den mo-
difizierten Rohren durchgefiihrt wurde, keine Strukturidnde-
rungen der gefalteten Rohren zur Folge.

Das Vorhandensein von Salzen — vorzugsweise divalente
Kationen wie Mg®" — ist notwendig fiir die Stabilitidt von
DNA-Nanostrukturen.!'® Das 6HT, welches in dieser Studie
verwendet wurde, bendtigte 20 mm MgCl, fiir eine korrekte
und effiziente Faltung. Wenn gefaltete DNA-Nanordhren
mithilfe von Agarosegelen analysiert werden, die keine Ionen
enthalten, entfalten sich die Nanorohren, und nur die ein-
zelnen Striange werden als Banden niedrigen Molekularge-
wichts sichtbar. Dieses Prinzip wurde genutzt, um die Faltung
und Stabilitdt der modifizierten M7%-, M11*-, M20*- und
M24*-Rohren, welche die Klick-Reaktion durchlaufen
hatten, zu untersuchen. Wie erwartet zerfallen sowohl die
nichtmodifizierten 6HT als auch die Rohren vor der Klick-
Reaktion vollstindig (Abbildung 1b); dagegen zeigen die
Rohren nach der Klick-Reaktion langsamer wandernde
Banden fiir Catenane. Bemerkenswerterweise ist in der Bahn
der M24*-Rohren beinahe keine schnell laufende Bande in-
dividueller Strdnge sichtbar, was die Effizienz dieser sto-
chiometrischen Eintopf-Multicyclisierung demonstriert.*!
Dieses Ergebnis wurde weiterhin durch eine separate Reihe
von Experimenten bestétigt, in denen fluoreszenzmarkierte
Klick-Kacheln zum Einsatz kamen. Auffallenderweise
wurden dhnliche Ergebnisse nach Ethanolfillung der Nano-
strukturen erzielt (sieche die Hintergrundinformationen), oder
wenn die Catenane auf 95°C erhitzt und anschlieBend in das
Gel geladen wurden.

Im nédchsten Schritt wurden die Schmelztemperaturen der
Rohren unter Verwendung eines fluorometrischen Tests mit
DNA-interkalierenden  Farbstoffen  gemessen:®  Die
Schmelztemperaturen sanken mit hoheren Mengen an Klick-
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Kacheln vor der Reaktion, wihrend eine Erhohung der
Schmelztemperatur fiir Rohren mit steigender Zahl an ge-
schlossenen Ringen (cyclisierte Stridnge, Abbildung 1) ge-
messen wurde. Verglichen mit nichtmodifizierten 6HT wurde
eine um 3.6°C gesenkte Schmelztemperatur gemessen, wenn
alle 24 Striange der Rohre durch die entsprechenden Klick-
Kacheln ersetzt wurden. Dies konnte an einem Stabilitéts-
verlust durch die Eingliederung der Alkin- und Azidgruppen
in die DNA-Struktur liegen. Wenn andererseits die Klick-
Reaktion durchgefithrt wurde und die Catenane gebildet
wurden, erhohte sich die Schmelztemperatur um 6.3 °C fiir die
24-Ring-Struktur. Dieser Effekt kann der erhohten lokalen
Konzentration der gepaarten DNA-Sequenzen in den Cate-
nanen zugeschrieben werden.

Wir erwarteten, dass die M24*-Rohre ein monodisperses,
kovalent geschlossenes Makromolekiil bleiben wiirde, wenn
man es stark denaturierenden Bedingungen aussetzt. Um
diese Hypothese zu bekriftigen, wurden Proben von 6HT,
M24 und M24* nach dem herkémmlichen Faltungsprozess
mittels Nitrozellulosemembranen entsalzt. Anschliefend
wurden alle Proben in Agarosegelen analysiert. Nur die
M24*-Rohre tiberstand den Entsalzungsprozess und ergab
eine klare Bande, die mit unverdnderter Geschwindigkeit
durch das Gel wanderte (Abbildung 2 a).

Zusitzlich setzten wir die Strukturen dem Zellkulturme-
dium ,,Dulbeccos Modified Eagle Medium*“ (DMEM, Merck-
Millipore) aus und inkubierten sie fiir 24 Stunden bei 37°C.
Unter diesen Bedingungen blieb die M24*-Rohre als mono-
disperse Nanostruktur bestehen, widhrend die M24-Rohre
und das nichtmodifizierte 6HT sich vollstindig auflosten.
(Abbildung 2b, oben). Um die Stabilitdt weiter zu testen,
wurden die Proben bei 65°C fiir 15 Minuten inkubiert, dann
in Eiswasser abgekiihlt und daraufhin durch die Exonuklea-
se I (Exo I, Thermo Scientific, 10 Einheiten) bei 37°C fiir
3 Stunden verdaut. Die M24*-Rohren blieben nach dieser
Behandlung intakt und ergaben eine definierte Bande im
Agarosegel (Abbildung 2b, unten). TEM-Aufnahmen dieser
Proben zeigten intakte Strukturen der erwarteten Grofe
(Abbildung 2c¢).
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Abbildung 2. a) Natives Agarosegel (2%, 1xTE/MgCl,) von 6HT
(links) und M24* (rechts), entsalzt durch Mikrodialyse mit ddH,O
(IMg**1=0) oder in 1xTE-Puffer mit 0,1, 1, 5, 10 und 20 mm MgCl,.
b) Agarosegele (2%, 1xTE/MgCl,) von 6HT, M24 und M24*. Oben:
K=Kontrolle; 1=24 h bei 37°C; 2=24 h bei 37°C in DMEM. Unten:
K= Kontrolle; 1=15 min bei 65°C; 2=15 min bei 65°C, dann Exo-
nuklease-I-Verdau fiir 3 h bei 37°C. ¢) TEM-Aufnahme von M24* nach
Denaturierung bei 65°C und anschlieRendem dreistiindigem Exo-
nuklease-I-Verdau.

Die présentierte Cyclisierung von DNA-Striangen durch
die Klick-Reaktion resultiert in der effizienten Bildung von
verschriankten einzelstrangigen Ringen aufgrund der vorhe-
rigen raumlichen Anordnung der reaktiven Gruppen in einer
SST-Struktur. Unsere Methode ist unseres Wissens das erste
Beispiel einer kontrollierten stochiometrischen Eintopfreak-
tion, um Multiring-DNA-Catenane und ,,Kettenhemd*“-artige
Rohren herzustellen. Die resultierende erhohte Wider-
standsfdhigkeit solcher , Kettenhemd“-DNA-Strukturen ge-
geniiber niedrigen Kationenkonzentrationen, hohen Tempe-
raturen und Exonukleaseaktivitdt konnte die Stabilititspro-
bleme von DNA-Strukturen in vitro und in vivo 16sen. Die
Methode ist nicht auf die Produktion von DNA-Catenanen
varilerender Groffen und Kettengeometrien beschrinkt,
sondern konnte auch fiir die Anordnung von Oligonukleoti-
den bei der Synthese langer einzelstringiger DNA verwendet
werden. Dies wiirde den Weg zu einem nichtenzymatischen
Ansatz der Gensynthese ebnen.

Experimentelles

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide haben zwei ver-
schiedene Langen: 18 42-mer-Striange bilden das Zentrum und sechs
28-mer-Stringe bilden die beiden Enden der Struktur (Schema 1b).
Alle Rohren wurden durch Abkiihlung einer Pufferlosung (1 x TE,
20 mm MgCl,), die n Klick-Kacheln und 24—n nichtmodifizierte
Striange (n=0, 2,....24) enthielt, gefaltet. Die Abkiihlung von 80°C
auf 65°C verlief in Schritten von 1°Cmin ", gefolgt von einer lang-
sameren Abkiihlung von 65°C auf 25°C in Schritten von 0.5°C alle
12 Minuten.

Stichwoérter: DNA-Catenane - DNA-Kacheln -
DNA-Nanotechnologie - Klick-Chemie - Stabilitat
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