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Abstract: DNA-bindende Proteine erlauben die sequenzspe-
zifische Modifikation von DNA-basierten Nanostrukturen.
Hier untersuchen wir die Eignung von Relaxaseproteinen —
speziell TrwC, Tral und MobA - fiir die Nanofabrikation.
Relaxasen sind Komponenten des bakteriellen Konjugations-
mechanismus, bei dem Plasmide zwischen Bakterien ausge-
tauscht werden, wobei sie an DNA durch eine kovalente
Phosphotyrosinbindung binden. Wir untersuchen die Anbin-
dung der Relaxasen an zwei prototypische DNA-Origami-
strukturen — stabformige Sechs-Helix-Biindel und flache
rechteckige Origami-Platten. Die Proteine zeigen orthogonale
Anbindungseigenschaften mit Ausbeuten von 40-50% pro
Bindestelle,
rungsmethoden. Die Ausbeuten variieren zwischen den Ori-
gamistrukturen und hingen auch von der Position der Binde-
stellen ab. Aufgrund ihrer Spezifitit fiir einzelstringige Ziel-
sequenzen und ihrer orthogonalen Anbindeeigenschaften sind
Relaxasen eine einzigartige Erweiterung des molekularen
Werkzeugkastens fiir die Modifikation von DNA-Nanostruk-
turen.

vergleichbar mit alternativen Funktionalisie-

Durch neuere Entwicklungen in der DNA-Nanotechnolo-
gie ist es heute moglich, molekulare Objekte aus DNA von
nahezu beliebiger Form zu erzeugen.!! Diese Strukturen er-
lauben auch die nanometergenaue Anordnung funktionaler
molekularer Komponenten oder Nanopartikel (wie z.B.
Proteinen) in dreidimensionalen Konfigurationen. Eine der
am hiufigsten verwendeten Methoden ist dabei die DNA-
Origami-Technik, bei der hunderte kurzer Oligonukleotide —
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genannt ,staples” — dazu benutzt werden, einen langen DNA-
Gertiststrang (den ,scaffold”) in die gewiinschte Form zu
falten.!'*<]

Bislang wurde bereits eine Vielzahl von Ansitzen fiir die
Funktionalisierung von DNA-Nanostrukturen mit Proteinen
verfolgt. Eine hiufig verwendete Modifikation ist Streptavi-
din, das mit einer Dissoziationskonstante von K =40 tm an
Biotin bindet und damit eine der stdrksten nicht-kovalenten
Bindungen in der Natur bildet. Um Streptavidin an DNA-
Nanostrukturen anzubinden, werden biotinylierte Oligonu-
kleotidstrdnge an die gewiinschte Position innerhalb der
Struktur eingebaut. Die effektive Ausbeute der Streptavi-
dinanbindung an Origamistrukturen ist ca. 85% pro Binde-
stelle.’) Natiirlich vorkommende DNA-bindende Proteine
zeigen typische Dissoziationskonstanten im nanomolaren
Bereich und kénnen somit ebenfalls fiir die Modifikation von
DNA-Nanostrukturen verwendet werden. Ein Beispiel hier-
fiir sind Zinkfingerproteine, die in der Gegenwart von Zn*"
an DNA binden und auf DNA-Nanostrukturen effektive
Anbindungsraten von 30-70 % aufweisen.! Andere Proteine,
die im Zusammenhang mit DNA-Origamistrukturen ver-
wendet wurden, sind DNA-Antikorper-KonjugateP oder
modifizierte Proteine mit sogenannten His-tags,””! Snap- und
Halo-tags.” Andere kovalente Konjugationstechniken wie
die Kopplung mit Transglutaminasen® oder Methyltransfe-
rasen,”” exprimierte Proteinligation und enzymatische Liga-
tion!!”! stellen ebenfalls bindungsspezifische Methoden mit
kontrollierter Stochiometrie dar. Alternativ werden vielfach
Maleimid- oder N-Hydroxysuccinimid-funktionalisierte Lin-
kermolekiile fiir die kovalente Ankopplung verwendet (fiir
eine umfassende Ubersicht vgl. Lit. [11]). Der Nachteil der
meisten der erwidhnten Methoden ist der erforderliche Ar-
beitsaufwand sowie die Beeintrdchtigung der Struktur und
Aktivitat der Proteine durch chemische Modifikationen.

Hier verwenden wir eine neuartige Strategie zur An-
kopplung an DNA auf der Grundlage von Relaxaseproteinen.
Relaxasen sind an der Prozessierung von DNA wihrend der
bakteriellen Konjugation beteiligt,”? dem horizontalen
Gentransfer zwischen Bakterien. Als Endonukleasen
schneiden sie einzelstringige DNA und sind anschlieBend
kovalent an DNA angebunden. Aufgrund ihrer Sequenzspe-
zifitdt, Orthogonalitdt und der Eigenschaft, kovalente Bin-
dungen mit Oligonukleotiden ausbilden zu konnen, bieten
Relaxasen eine zu bestehenden Methoden moglicherweise
iiberlegene Alternative fiir die Konjugation von Proteinen an
DNA. Relaxasen gehoren zur HUH-Protein-Superfamilie, ™!
und die dreidimensionale Struktur einiger Relaxasen ist be-
kannt.'"¥ Thre Form #hnelt einer linken Hand, wobei ein f-
Faltblatt als ,,Handfldche“ das HUH-Motiv (H: Histidin, U:
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eine hydrophobe Aminosdure) enthélt und fiir die Koordi-
nation von Metallen zustdndig ist. Eine o-Helix als
»~Daumen enthilt das katalytische Tyrosin. Diese konser-
vierten Reste bilden das aktive Zentrum jeder Relaxase und
ermoglichen die Spaltung einer Phosphodiesterbindung in
einer spezifischen Plasmid-DNA-Sequenz, der sogenannten
nic-Stelle. Jedes konjugative Plasmid hat seine eigene Re-
laxase fiir eine bestimmte nic-Region, weswegen die Zahl der
Relaxase-nic-Paare enorm ist. Die Spaltungsreaktion findet
auch in vitro an einzelstringiger DNA statt, die die nic-Stelle
enthilt.™ Diese Region enthilt eine ,,Inverted Repeat“-Se-
quenz (IRS) und einen AT-reichen Bereich, der der nic-Stelle
nachgeschaltet ist. Nach der Bindung an einzelstriangige DNA
in vitro biegt die Relaxase ihr Substrat in eine U-Form und
legt die nic-Stelle in ihr aktives Zentrum. Hier erzeugt das
Tyrosin ein kovalentes 5'-Phosphotyrosin-Intermediat und
ein freies 3'-OH-Ende (Abbildung 1). In diesem Zustand
befinden sich Spaltung und Riick-Ligation des Substrats in
einem dynamischen Gleichgewicht.™*!%! Je nach Protein und
Zielsequenz binden Relaxasen ihre nic-Stelle mit einem Kp,
zwischen 1 nm und 400 nM.

Im Folgenden verwenden wir die N-terminale Doméne
der Relaxase TrwC vom Plasmid R388 (TrwCprsgs), Tral von
R100 (Tralg,), MobA von R1162 (MobAg;;,) und Tral von

nic-Stelle

Scaffold
5"

Abbildung 1. Kopplungsstrategie fiir Relaxasen auf DNA-Nanostruktu-
ren. A) Verlingerte Staple-Stringe enthalten die Erkennungssequenz
einer Relaxase und einige Basenpaare, die die Zielsequenz von der Na-
nostruktur separieren. Bindung der Relaxase an ihre spezifische Anbin-
destelle fuhrt zur Biegung der DNA, wodurch die nic-Stelle in das
aktive Zentrum der Relaxase positioniert wird. Vergréflerung: Das kata-
lytische Tyrosin fiihrt eine Umesterungsreaktion aus, durch die es ko-
valent an das 5'-Phosphat zwischen den spaltbaren Nukleotiden ge-
bunden wird. Dadurch wird die Relaxase kovalent an den verldngerten
Staple-Strang gebunden. B) DNA-Nanostrukturen, die hier fiir die Un-
tersuchung der Kopplung verwendet worden sind.
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pKM101 (Tral ko). Alle Relaxasedoménen sind kleine
monomere Proteine (20-30 kDa) mit niedrigem Kp,°*!"! die
leicht modifiziert und mit anderen Proteinen wie z.B. fluo-
reszenten Proteinen (Abbildungen S6, S7 und S9 in den
Hintergrundinformationen) fusioniert werden konnen.
Tralg,o und TrwCpsss konnen die nic-Stelle auch ohne den
distalen Abschnitt der IRS spalten, und ihre Dissoziations-
konstanten fiir einzelstrédngige R100 und R388 nic-Regionen
wurden zu 2.4 nm bzw. 320 nm bestimmt.'”®! Es wurde auch
gezeigt, dass MobAg 4, effektiv an die komplette IR binden
kann, jedoch in Abwesenheit des distalen Arms beeintréch-
tigt ist."™" Relaxase Tral kw1 wurde bislang nicht genauer
charakterisiert, aber aufgrund einer Sequenziibereinstim-
mung von 51 % mit TrwCprsgs bzw. 37.7 % mit Tralg,, ist ein
dhnliches Verhalten zu erwarten. Zudem ist die Zielsequenz
von pKM101 zu 64.7% identisch mit der Zielsequenz von
R100. Der Vergleich von Zielsequenzen mit und ohne voll-
standige IRS hat gezeigt, dass in der pPKM101-Zielsequenz die
komplette IRS noétig ist (Abbildung S8).

Als DNA-Origamistrukturen wurden in dieser Arbeit
stabformige Sechs-Helix-Biindel (6HB) sowie flache, torsi-
onskorrigierte Rechteckstrukturen (tcRO) mit den MaBen
430 nm x5 nm bzw. 90 nm x 60 nm verwendet. Die Binde-
stellen der Zielsequenz wurden mit einem doppelstridngigen
Stamm versehen, der als steife Verbindung zur Nanostruktur
dient, gefolgt von einem einzelstrangigen Bereich mit der nic-
Stelle (Abbildungen 1 A und S10 fiir weitere Details). Ent-
lang seiner Achse wurde jedes 6HB mit Bindepositionen fiir
die erwahnten Relaxasen ausgestattet. Um die lokale Kon-
zentration an Bindestellen zu erhohen, wurde jede Binde-
position (Abbildung 1B und Hintergrundinformationen) mit
fiinf Bindestellen fiir jeweils eine bestimmte Relaxase ausge-
stattet. Aufgrund der geringen GroBe der Relaxasendoménen
verwendeten wir Fusionsproteine aus Relaxasen und den
fluoreszierenden Proteinen mKATE oder mCFP (45—
62 kDa), die in TEM-Bildern besser identifiziert werden
konnten. Jede Relaxase wurde fiir 24 h mit 6HB inkubiert, die
alle vier Bindepositionen enthielten. Nach Inkubation und
Aufreinigung wurde die Anzahl der besetzten Bindepositio-
nen in den TEM-Bildern bestimmt (Abbildung 2). Die sich
ergebenden Anbindeausbeuten pro Position waren 93 % fiir
TralgipommKATE, 84% flir TralxmiqamCFP, 73% fiir
TrwCragmCFP und 34 % fiir MobAg,;,,mCFP.

Da die verwendeten 6HB alle vier Bindepositionen ent-
hielten, konnte die Spezifitit jeder Relaxase fiir ihre Zielse-
quenz bestimmt werden (Abbildung?2). Die Proteine
Tralg;(omKATE, TrwCgr3ssmCFP und MobAg,,,,mCFP zeigen
eine duBlerst sequenzselektive Anbindung, wobei die unspe-
zifischen Anbindungsraten zwischen 0% und 7.1% lagen
(Abbildung 2). Ungeachtet ihrer hohen Affinitdt fiir ihre
Zielsequenz zeigte Tral 0 mCFP signifikante unspezifische
Anbindung und wurde in der Folge nicht weiter zusammen
mit den anderen Relaxasen verwendet.

In weiteren Experimenten verwendeten wir torsionskor-
rigierte Origami-Platten, die mit sechs Bindepositionen mit
bis zu drei redundanten Bindestellen ausgestattet wurden
(Abbildung 3 A). Zuerst verglichen wir die Anbindung der
orthogonalen Relaxasen Traly;(omKATE und TrwCg33sm CFP
auf der Origami-Platte. Zur Messung der Anbindeausbeuten
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Tralpkm101MCFP =

R388 GGTGCGTATTGTCTAATAGC...
R100 TTTGCGTAGTGTGTAGGTGC. ..
- ATGCCGCTGCGTTAGGTGTAATAGC...
PKM101  E1iccecoa
AACCGGTAAGTGCGACCCTC...
R1162 gTTGGCC

Abbildung 2. Orthogonale Bindung von Relaxasen an Sechs-Helix-Biindel (6HB). A) TEM-Bilder der Relaxasen TrwCgsgsmCFP, Tralg,oomKATE und
MobAg;1,,mCFP gebunden an 6HB. Die Maf3stableiste entspricht 50 nm. B) Graphische Darstellung der totalen Anbindeausbeuten und deren
Orthogonalitdt. Fiir Details zur statistischen Analyse siehe die Hintergrundinformationen. C) Erkennungssequenzen der Relaxasen, die fiir diese
Studie verwendet wurden. Die nic-Stelle ist mit einem * gekennzeichnet und der proximale Arm der Inverted Repeat-Sequenz ist unterstrichen.

nutzten wir nur Position #1 fiir Tralz,(q,nKATE und #5 fir
TrwCrsssmCFP, beide am Rand und nahe der Ecken des
tcRO. Jedes Protein wurde fiir 24 h mit den tcRO inkubiert,
wobei jede Platte zwei Bindestellen pro Bindeposition fiir
jedes Protein enthielt, und anschlieBend aufgereinigt (siche
Abschnitt Methoden in den Hintergrundinformationen fiir
weitere Details). Zur Visualisierung der angebundenen Pro-
teine verwendeten wir Rasterkraftmikroskopie (AFM) (Ab-
bildung 3). Als Anbindeausbeute fanden wir 70% fiir
Tralg;(omKATE und 48 % fiir TrwCprssmCFP. Unspezifisches
Anbinden an ungewiinschte Positionen stellten wir zu 1 % fiir
Tralz,(qmKATE und 3% fiir TrwCpgr;esmCFP fest.

AnschlieBend untersuchten wir eine mogliche Abhén-
gigkeit der Relaxaseanbindung von der Bindeposition. Zu
diesem Zweck wurden tcRO mit der R388-Sequenz an allen
sechs Bindepositionen ausgestattet. Aus diesen Experimen-
ten lieBen sich die Anbindeausbeuten fiir den Rand des tcRO
(Positionen Nr. 1, 2, 5 und 6 in Abbildung 3 A) auf 40% bis
60% bestimmen. Die Ausbeuten fiir die Mitte des tcRO
(Positionen Nr. 3 und 4, Abbildung 3C) zeigten jedoch si-
gnifikant groBere Werte (zwischen 60% und 90%). Allge-
mein variierten die Ausbeuten von Experiment zu Experi-
ment mit +10% deutlich. Erstaunlicherweise fanden wir in-
nerhalb dieser Unsicherheit keine eindeutige Abhéngigkeit
der Anbindeausbeute von der Anzahl der Bindestellen pro
Bindeposition. Wurde nur eine einzelne Bindestelle fiir
TrwCrsss Vverwendet, hatten die Ausbeuten dhnliche Werte
(40% bis 50%, vgl. Hintergrundinformationen) wie bei
multiplen Bindestellen.

Insgesamt waren die mit AFM bestimmten Anbindeaus-
beuten signifikant geringer als vom Massenwirkungsgesetz
erwartet (vgl. Hintergrundinformationen fiir mehr Details).
Beispielsweise wurde in fritheren Experimenten mit einzel-
striangigen Zielsequenzen inklusive nic-Stelle fiir TrwCpsgs Zur
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Anbindung an ihre Sequenz ein K}, von 320 nM bestimmt.['7!
Daraus sollte sich im Gleichgewicht eine Anbindeausbeute
von 86 % bei einer einzigen Bindestelle und sogar 99.7 % bei
drei Bindestellen ergeben, wenn man die Inkubationskon-
zentrationen von ca. 2 uM fiir TrwCpage bzw. 100 nM fiir tcRO
beriicksichtigt. Da bei der Abbildung im Rasterkraftmikro-
skop aufgereinigte Proben in reinem Puffer (also ohne Re-
laxasen) verwendet wurden, fithrt eine Verschiebung des
Bindegleichgewichts zu einer Ablosung der Proteine von
ihren Zielsequenzen und somit zu einer verringerten schein-
baren Anbindeausbeute. Dies ist fiir relativ grole Kp-Werte
im nanomolaren Bereich im Prinzip unumgénglich.

Da die kovalente Phosphotyrosinbindung einer Relaxase
mit der nic-Stelle im dynamischen Gleichgewicht mit dem
ungebundenen Zustand steht, verwendeten wir auch Phos-
phorothioat-modifizierte ,,Suicide“-Oligonukleotide, um das
Gleichgewicht zur kovalenten Bindung hin zu verschieben
(und somit einen niedrigeren K, zu erhalten). In diesen Oli-
gonukleotiden ist das 3'-Sauerstoffatom an der spaltbaren
Phosphodiesterbindung durch ein Schwefelatom ersetzt, was
die Riickreaktion verhindert."®! Uberraschenderweise wurde
die Anbindeausbeute mit diesen Oligonukleotiden aber nicht
verbessert (siehe Hintergrundinformationen fiir mehr De-
tails). Die theoretisch erwartete starke Ankopplung durch
eine kovalente Bindung spiegelt sich mithin nicht in der
Anbindeeffizienz wider.

Unsere Resultate stehen im Einklang mit Ergebnissen
anderer Ansdtze zur Modifikation von DNA-Origami mit
Proteinen. Die Anbindung von Streptavidin an Biotin zeigte
nur eine Ausbeute von etwa 85 %! (bei einem theoretischen
Wert von nahezu 100%), und auch mit kovalenten Anbin-
destrategien wurden experimentell nur Ausbeuten von 84—
90% erzielt.”! Abgesehen von der oben erwihnten Ver-
schiebung des Bindegleichgewichts konnen Anbindeausbeu-
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Abbildung 3. Positionsabhingige Bindung der Relaxasen an die recht-
eckige DNA-Platte tcRO. A) Oben: Darstellung der sechs Anbindeposi-
tionen mit jeweils zwei oder drei Bindestellen. Unten: AFM-Bild von
Nanostrukturen, die mit Tralg,,0mKATE an Position 1 ausgestattet
wurden. B) Bindeausbeuten von TrwCg;gsmCFP und Tralg,omKATE an
den verfiigbaren Bindestellen. Die Relaxasen binden bevorzugt an ihre
spezifische Zielsequenz. C) Bindeausbeute von TrwCgsgs an tcRO, aus-
gestattet mit zwei bzw. drei Zielsequenzen. Die Anbindepositionen am
Rand des tcRO (1, 2, 5 und 6) zeigen geringere Ausbeuten als die in
der Mitte (3 und 4). Fiir Details zur statistischen Analyse siehe die
Hintergrundinformationen.

ten an Origamistrukturen noch durch weitere Faktoren ver-
ringert sein. Einige Zielsequenzen konnten nicht zugédnglich
sein oder schlichtweg fehlen (z.B. aufgrund fehlender Sta-
ples), und der Zugang zur Anbindestelle konnte durch deren
Geometrie oder auch durch die Form und Flexibilitdt der
zugrundeliegenden Origamistruktur beeinflusst sein. Bei-
spielsweise waren in unseren Experimenten mit Sechs-Helix-
Biindeln die Zielsequenzen von allen Seiten zugénglich und
wir konnten hohere Ausbeuten beobachten als fiir tcRO-
Strukturen.

Wir haben hier DNA-bindende Relaxaseproteine als
vielversprechende Molekiile zur sequenzgesteuerten Prote-
inmodifikation von DNA-Nanostrukturen vorgestellt. Die

www.angewandte.de

sich zwischen 40-50% fiir eine einzelne Anbindungsstelle
und waren somit vergleichbar mit anderen Modifikations-
strategien. Je nach Geometrie der Strukturen, der spezifi-
schen Relaxase und auch der Verwendung von redundanten
Bindestellen konnten effektive Ausbeuten von bis zu 90 %
erreicht werden. Bei weiterer Optimierung sollte es moglich
sein, die kovalente Phosphotyrosinbindung zwischen Relax-
asen und Zielsequenz zu nutzen und damit noch hohere
Anbindeausbeuten zu erreichen. Zwei der vier untersuchten
Relaxasen (Tral vom Plasmid R100 und TrwC von R388)
zeigten sehr gut orthogonales Anbindeverhalten. Relaxasen
konnen einfach verdndert und mit anderen Proteinen fusio-
niert werden. Da viele Relaxasen aus verschiedenen Quellen
und mit einzigartigen Zielsequenzen zur Verfiigung stehen,
konnten sie in eine ganze Familie von orthogonalen und se-
quenzspezifischen Proteinlinkern fiir die DNA-Nanotechno-
logie entwickelt werden. Von besonderem Interesse konnte
auch deren Anwendung in vivo fiir die biologische Erzeugung
von DNA-Protein-Hybridstrukturen und die Modifikation
von DNA-Nanostrukturen sein.
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