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Durch Polymerase-Kettenreaktion erzeugte DNA -Peptid-Netzwerke

als kiinstliche extrazellulare Matrix

Alexander Finke', Holger Buf3kamp*, Marilena Manea und Andreas Marx*

Abstract: Zellproliferation und Zelldifferenzierung in multi-
zellulidren Organismen werden unter anderem durch Signale
der extrazelluliren Matrix reguliert. Die Moglichkeit, eine ex-
trazellulire Matrix nachzuahmen, um bestimmte Zelltypen
spezifisch zu erkennen, ist ein zentrales Konzept der Gewe-
beziichtung. Wir prisentieren ein neues DNA-basiertes Mate-
rial mit Zellbindungseigenschaften, das durch kovalent ge-
bundene DNA als Primer in einer PCR erzeugt wird. Mittels
Klick-Chemie werden diese Primer mit dem cyclischen Peptid
¢(RGDfK) funktionalisiert. Es ist bekannt, dass ¢(RGDfK)
vorwiegend an avf3-Integrine bindet, die beispielsweise auf
Endothelzellen und Fibroblasten zu finden sind. Als kovalente
Beschichtung auf Oberflichen zeigt dieses DNA-basierte Ma-
terial in seinem unfunktionalisierten Zustand zellabweisende
Eigenschaften. Nach Funktionalisierung mit ¢(RGDfK) ent-
steht Adhdasivitit zu bestimmten Zellen. Solche Zellen bleiben
dabei lebensfihig und konnen bei milden Bedingungen durch
eine Behandlung mit DNase I abgelost werden.

M ultizelluldre Organismen miissen eine Vielzahl an Zellen
und deren verschiedene Funktionen verwalten. Die Signal-
gebung zur Positionierung der Zellen und zum Informati-
onsaustausch zwischen Zellen ist wichtig, um zelluldre
Funktionen abzustimmen.!!" Die meisten Siugetierzellen
binden an eine biologische Matrix, die extrazelluldre Matrix
(EZM), die aus einem dichten Netzwerk unterschiedlichster
struktureller und funktioneller Proteine besteht.”) Die EZM
iibertragt Uberlebenssignale an die Zellen® und ist dariiber
hinaus fiir die mechanische Stabilitit von Bedeutung.*! Zur
Kultivierung in vitro bedarf es kiinstlicher Substrate, an
denen Zellen binden.P! Ohne die Anbindung an eine Matrix
tritt bei den meisten Siugetierzellen Apoptose auf.*®! Ubli-
cherweise verwendet man vorwiegend feste Materialien, wie
Glas und Polystyrol, an denen Adhisionsproteine oder Pep-
tide angelagert sind, um eine Vielzahl von Zellen zu binden.!
Das Peptidmotiv Arginin-Glycin-Aspartat (RGD) ist einer
der am besten beschriebenen und am héufigsten verwendeten
Vertreter.l’! Seine Sequenz spielt eine wichtige Rolle bei der
Vermittlung von Zelladhésion und kann in mehreren Protei-
nen, z. B. Fibronectin oder Laminin, gefunden werden.P! Circa
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die Hilfte aller Integrine, eine groe Familie heterodimerer
transmembraner Zellrezeptoren, erkennt dieses Peptidmotiv
und stellt somit die Verbindung zur EZM her.® Die Selekti-
vitdit zu bestimmten Integrinen kann durch die einge-
schrinkte Konformation cyclischer RGD-Verbindungen
stark verbessert werden.””! Das cyclische Peptid c(RGDfK)
wird unter anderem genutzt, um an ovf33-Integrine zu binden,
die auf kanzerogenen Zellen, beispielsweise HelLa-Zellen,
iiberexprimiert werden.'”’ Des Weiteren bietet der Einbau
zusitzlicher Aminosduren neben RGD die Mdglichkeit, das
duBere Peptidgeriist durch Anheftung von Farbstoffen oder
Festkorpern zu modifizieren.

Um den Anforderungen fiir die Bindung verschiedener
Zelltypen gerecht zu werden, wére ein programmierbares
Material von Vorteil. Die Moglichkeiten, DNA-basierte
Materialien iiber Watson-Crick-Basenpaarungsregeln zu
programmieren'!! und modifizierte Nukleinsduren mit ge-
ringem Aufwand zu synthetisieren, sowie die Fiille an ver-
fiigbaren Enzymen, die DNA manipulieren, macht die DNA
zu einem hochst interessanten Kandidaten fiir die Verwen-
dung als programmierbares Material. Beispiele hierfiir sind
Ansitze, bei denen Zellen an immobilisierten DNA-Nano-
strukturen gebunden wurden, sei es iiber Oligonukleotid-
versehene Zelloberflichen,” Protein-konjugierte DNA-
Mikroarrays™® oder strukturell anpassbare DNA/Protein-
basierte Matrizen.['"]

Des Weiteren wurden Aptamere (Oligonukleotide, die
spezifisch an Zielmolekiile binden) zur Herstellung von
DNA-Hydrogelen genutzt, die zusétzlich auch Zellen anlo-
cken.™ Letztendlich fiihrt die selektive Hybridisierung Oli-
gonukleotid-modifizierter Oberflachen definierter Zelltypen
zur Bildung prézise hergestellter Gewebe mit programmier-
ter Zell-Zell- oder Zell-Oberflichen-Konnektivitat.!'"

Hier zeigen wir die Ausarbeitung eines DNA-Netzwerk-
basierten Materials, das mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) hergestellt wurde. Das Konzept basiert auf verzweig-
ten DNA-Stréngen, die als Primer in der PCR dienen (Ab-
bildung 1A, 2A). Wir zielen darauf ab, die Synthese von
DNA-Netzwerken an Glasoberflichen durchzufiihren, die
mit verzweigten Primern funktionalisiert sind. Wahrend der
enzymatischen Reaktion wird erwartet, dass sich ein viel-
schichtiges DNA-Netzwerk auf der Oberfliche aufbaut
(Abbildung 2 A). Das erhaltene Material ist ein Polymer-
netzwerk, das wéssrig aufgeschwemmt werden kann und da-
durch die Voraussetzungen eines Hydrogels erfiillt. Die Bin-
dung von Wassermolekiilen ist eine intrinsische Eigenschaft
der DNA, die durch ihre Hydrathiille beeinflusst wird."”!

Da die verzweigten Primermolekiile mit Fingermolekii-
len zur Zelladhision modifiziert sind, ahmen die funktiona-
lisierten DNA-Netzwerke die EZM nach und erméglichen
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Abbildung 1. A) Konzept oberflichengebundener DNA-Hydrogele zur
selektiven Zelladhdsion. DNA-Hydrogele, die auf verzweigter DNA be-
ruhen und auf Oberflichen aufgebaut werden, binden spezifisch
Zellen, wenn sie mit Fingermolekiilen ausgestattet sind. Verzweigte
DNA wird kovalent an eine Oberfliche gebunden. Verzweigte Primer
werden in einer PCR benutzt und binden an die oberflichengebundene
DNA. B) Baustein zur Festphasensynthese verzweigter Primer. C) All-
gemeine Struktur verzweigter Primer. D) Fangermolekiil, ein cyclisches
RGD-Peptid, modifiziert mit 6-Azidohexansdure am Lysinrest.

die Anbindung und das Wachstum von spezifischen Zellen,
die mit dem Fingermolekiil wechselwirken. Zu diesem
Zweck wurde wihrend der Oligonukleotidsynthese die Ver-
zweigungseinheit 1 genutzt, um verzweigte Primer herzu-
stellen (Abbildung 1B,C). Die Alkinmodifizierung von 1 er-
moglicht die Funktionalisierung der Netzwerke mittels Kup-
fer(I)-katalysierter Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC).'"!
Wir wihlten zusitzlich das cyclische RGD-Peptid ¢(RGDfK),
das eine hohe Affinitét zu Zellen aufweist, die avp3-Integrine
iiberexprimieren, z.B. HeLa- und MEF-Zellen."”! Damit es
fiir CuAAC verwendet werden kann, wurde das Peptid am
Lysinrest mit 6-Azidohexansdure modifiziert, um 2 zu erhal-
ten (Abbildung 1D).

Zuerst wurden die DNA-Netzwerke in Losung folgen-
dermaflen etabliert:

Verzweigte Primer wurden mit dem passenden Baustein
1 synthetisiert (Details zur Synthese und Charakterisierung,
siche die Hintergrundinformationen).” Darauffolgend
wurden die Primer in einer PCR mit der 7ag-DNA-Polyme-
rase genutzt, die die verzweigten Primer akzeptiert, die
»DNA-Arme* verlingert und die DNA-Netzwerke bildet. Es
wurden zwei Primersequenzen genutzt, die komplementir zu
den beiden Enden eines Templats sind. Die Erzeugung der
DNA-Netzwerke wurde durch die verlangsamte Migration
der DNA-Produkte in der Agarosegel-Elektrophorese nach-
gewiesen, und mit den Produkten verglichen, die mit linearen,
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Abbildung 2. A) Erzeugung von DNA-Netzwerken auf Glasoberflachen.
Amin-funktionalisierte Primer und verzweigte Primer werden in einer
PCR in Lésung benutzt. Das PCR Produkt bindet kovalent an p-Pheny-
lendiisothiocyanat-aktiviertes Glas (*). Nicht verwendete Primerstringe
der verzweigten Primer der ersten PCR werden einer Primerverlinge-
rung unterzogen. Eine Verzweigungs-PCR auf der Oberfliche mit Ver-
zweigungsprimer A und B fiihrt zu deren Verliangerung und einer Bin-
dung an die bereits oberflichengebundenen Primer. B) Verzweigungs-
PCR in Lésung mit Templaten verschiedener Linge. |: lineare Primer,
b: verzweigte Primer, bp: Basenpaare, M: Marker. C) Netzwerkerzeu-
gung auf der Oberfliche. SYBR-Green-I-Firbung (oben) und colorime-
trische Analyse von Konjugaten aus Streptavidin und Alkalischer Phos-
phatase mit einem Chromogen (NBT/ BCIP; unten) auf Glasoberfl-
chen nach Festphasen-PCR zur DNA-Netzwerkerzeugung auf einer
Oberfliche ohne gebundene, verzweigte DNA (links), Oberfliche mit
gebundener, verzweigter DNA und unmodifizierten Primern (Mitte)
und biotinylierten Primern (rechts).

nichtverzweigten Primerstringen erzeugt wurden. Interes-
santerweise konnte man fiir den Grofiteil der erhaltenen
Produkte bei Gebrauch verzweigter Primer kaum eine Be-
wegung im Gel erkennen (Abbildung 2B).

Anschlieend wurden DNA-Netzwerke auf Festkorpern
etabliert. Die PCR wurde mit einem Amin-modifizierten und
zwei verzweigten Primern durchgefiihrt. Hierbei wurde eine
der drei urspriinglichen Sequenzen der verzweigten Primer
ersetzt, um mittels eines gemeinsamen Templats eine Ver-
bindung zum Amin-modifizierten Primer herzustellen. Das
PCR-Produkt wurde kovalent an p-Phenylendiisothiocyanat-
aktivierte Amin-modifizierte Glasplatten gebunden. Reakti-
onskammern wurden auf der Oberfliche angebracht, und
eine erste Primerverldngerung wurde in einem Platten-Ther-
mocycler durchgefiihrt. Im Vergleich zu nicht verldngerten,
verzweigten Primern, die auf Oberflichen gebunden waren,
ergab dies in der letzten Festphasen-PCR zur DNA-Netz-
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werk-Erzeugung eine bessere Netzwerkanbindung an die
Oberfliche.

In diesem Fall wurden wieder die gleichen Primer genutzt
wie fiir die DNA-Netzwerke in Losung. Wihrend in Losung
ein unstrukturiertes PCR-Produkt erhalten wurde, fiihrte die
Festphasen-PCR zu einem DNA-Hydrogel, das iiber die
Flache ausgebreitet war. Die Anheftung von DNA wurde mit
einer SYBR-Green-I-Farbung analysiert. Mittels eines
Blaulicht-Transilluminators konnte griine Fluoreszenz aus-
schlieBlich bei PCR mit verzweigten Primern auf funktiona-
lisierten Glasplatten mit verzweigter DNA beobachtet
werden (Abbildung 2C).

Danach untersuchten wir, ob die verzweigten Primer und
die DNA-Netzwerke kompatibel mit CuA AC waren. Hierfiir
wurden Primer zunédchst mit Cy5-Azid konjugiert und die
Reaktion mittels Anionenaustauschchromatographie verfolgt
(Abbildung S3). Nach 4 Stunden war die Reaktion abge-
schlossen. Um herauszufinden, ob modifizierte Primer in die
DNA-Netzwerke eingebunden werden, wurden verzweigte
Primer mit azidofunktionalisiertem Biotin modifiziert.”"
Zusitzlich zur SYBR-Green-I-Farbung wurde die Entste-
hung biotinylierter DNA-Netzwerke mittels colorimetrischer
Reaktion nachgewiesen, die bei Bindung des Konjugats aus
Streptavidin und Alkalischer Phosphatase und der Behand-
lung mit einem geeigneten Chromogen auftrat. Die Farbent-
wicklung zeigte Biotin in DNA-Netzwerken, und dass Bio-
tingruppen immer noch durch Proteine zuginglich sind
(Abbildung 2 C).

Ermutigt durch diese Ergebnisse, stellen wir uns DNA-
Netzwerke mit c(RGDfK)-Gruppen zur spezifischen Anhef-
tung von Zellen vor. Wir synthetisierten 2 und konjugierten es
an die verzweigten DNA-Primer mittels CuAAC, wie bereits
mit Cy5-Azid durchgefiihrt. SchlieBlich wurden diese Primer
verwendet, um die DNA-Netzwerke als Zellsubstrat auf einer
festen Oberfldche aufzubauen.

Im Folgenden untersuchten wir die Zellen auf DNA-
modifizierten Oberflachen. Es wurden HeLa-Zellen und
embryonale Fibroblasten von Maiusen (MEF-Zellen) ge-
wihlt, da sie bekanntermaflen an das RGD-Peptidmotiv
binden."! Dies erfolgt iiber verschiedene Rezeptoren, wobei
das avp3-Integrin die Hauptrolle zu spielen scheint.”? Um
die Spezifitdt unseres Vorgehens zu untersuchen, wihlten wir
des Weiteren als Zelltyp HEK 293T, das Berichten zufolge
nicht an RGD-Motive binden soll.*!

Um den Zellen unmodifizierte oder 2-funktionalisierte
DNA-Netzwerke prisentieren zu konnen, wurden Glasplat-
ten mit einer Kammer fiir das Medium versehen, in das die
Zellen zum Adhirieren zugegeben wurden. Bevor man die
Zellzahlen mittels Phasenkontrastmikroskopie bestimmte,
wurden ungebundene Zellen durch Waschen mit PBS-Puffer
entfernt. AbschlieBende SYBR-Green-I-Farbung bestitigte
die Qualitdt der DNA-Netzwerke anhand der beobachteten
griinen Fluoreszenz.

In allen Fillen adhérierten nur wenige Zellen an DNA-
Netzwerk-basierte Hydrogele, die das Féngermolekiil c-
(RGDfK) nicht trugen. 11 +4 HeLa-Zellen, 43 +5 MEF-
Zellen und 45+31 HEK-Zellen wurden pro mm? gezihlt
(Abbildung 3 A,B, Durchschnitt + Standardfehler, n=4).
Dies zeigt, dass unmodifizierte DNA-Netzwerk-Hydrogele
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Abbildung 3. A) Zellbindung auf DNA-Netzwerken. Hela-, MEF- und
HEK-Zellen wurden auf unmodifizierten und 2-modifizierten DNA-
Netzwerken inkubiert. Ungebundene Zellen wurden durch Waschen
mit PBS-Puffer entfernt, und die Zelldichte wurde mittels Phasenkon-
trastmikroskopie bestimmt. Auf unmodifizierter DNA wurden geringe
Zelldichten fiir alle Zelltypen bestimmt, 11, 43 und 45 Zellen pro mm?
von links nach rechts. Zelldichte auf 2-modifizierter DNA war in glei-
cher Reihenfolge 734, 915 und 92 Zellen pro mm?. Es zeigte sich eine
hohe Zunahme fiir MEF- und Hela-Zellen. DNase-I-Behandlung verrin-
gerte die Hela- und MEF-Zelldichte auf jeweils 32 und 79 Zellen pro
mm?. n=4, Durchschnitt + Standardfehler. B) Reprisentative Bilder
gebundener Zellen auf den DNA-Netzwerken. Phasenkontrastbilder
von Hela-, MEF- und HEK-Zellen, die an unmodifizierten und 2-modi-
fizierten DNA-Netzwerken gebunden sind und die ungefihren Zelldich-
ten widergeben. C) SYBR-Green-I-Firbung von DNA vor und nach Be-
handlung mit DNase I. D) Zellablésung nach Behandlung mit

DNase |, n=4, Durchschnitt & Standardfehler. E: Lebensfahigkeit der
DNase | behandelten Zellen, n=4, Durchschnitt 4= Standardfehler.

zellabweisende Eigenschaften besitzen. Verdeutlicht wird
dies durch die unterbundene Zelladhision, die auf Glasplat-
ten ohne DNA-Schicht auftritt (Abbildung S4). Dieses
Merkmal ist vorteilhaft, da unspezifische Zellbindung auf ein
Minimum verringert wird und nur zu vernachlidssigende
Auswirkungen auf spezifische Wechselwirkungen entstehen.

Auf 2-modifizierten DNA-Netzwerken wurden Zelldich-
ten von 734 + 162 HeLa-Zellen pro mm? und 915 4+ 121 MEF-
Zellen pro mm? beobachtet. Im Vergleich zu unmodifizierten
DNA-Netzwerken erhohte sich die Adhdsion um das 67-
fache fiir HeLa und um das 21-fache fiir MEF-Zellen. Die
anhaltende Zellbindung und Viabilitdt wurden noch nach
2 Tagen bestitigt. HEK-Zellen zeigten eine geringfiigig bes-
sere Adhision zu den modifizierten DNA-Netzwerken. Die
absoluten Zellzahlen blieben jedoch vergleichsweise klein,
mit einer zweifachen Erhohung auf 92 Zellen pro mm?
Dieses Ergebnis stimmt mit bereits publizierten Daten iiber-
ein und zeigt, dass die Zelladhésion durch Bindung von RGD
an Integrine, z.B. an das avp3-Integrin, zustande kommt,
welche eine hohe Affinitit zu diesem Peptid haben. Bei
HEK-Zellen fiihren die vorhandenen Integrine und deren
Expressionsniveau jedoch nur zu einer schwachen Bindung
an die Netzwerke.”"
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Neben der Anheftung von Zellen sollte mittels DNA-
spaltenden Enzymen eine anschlieBende milde Ablosung er-
moglicht werden. HeLa- und MEF-Zellkulturen, die an den
DNA-Netzwerken gebunden waren, wurden daher DNase |
ausgesetzt. Die Spaltung der DNA-Netzwerke nach Be-
handlung mit DNase I wurde tiber SYBR-Green-I-Féarbung
im Vorher-Nachher-Vergleich bestétigt (Abbildung 3C).
Zellen 16sten sich bereitwillig ab: nach Inkubation fiir 10 min
blieben 32+ 13 HeLa-Zellen pro mm? und 7946 MEF-
Zellen pro mm?, was einer Abléseeffizienz von 95% +3%
HeLa- und 91% £1% MEF-Zellen entspricht. Dagegen
1osten sich auf herkommlichen Zellkulturplatten nur 2.4 %
+19% HeLa- und 11% +3% MEF-Zellen ab (Abbil-
dung 3D). Diese Feststellung stiitzt die Uberlegung, dass die
Zellfreisetzung aufgrund des DNA-Verdaus einsetzt. Wei-
terhin konnten Zellen, die an DNA-modifizierten Glasplat-
ten gebunden waren, erfolgreich auf Zellkulturplatten iiber-
tragen werden, auf denen nach anfinglicher Adhésion die
Proliferation fortgesetzt wurde. Zellbestimmung mittels
Trypanblau-Féarbung zeigte eine Zellviabilitdt von 92 % £+ 5 %
fiir HeLa- und 86% +7% fiir MEF-Zellen fiir die verwen-
deten DNase-I-Konzentrationen und Inkubationszeiten
(Abbildung 3E). Die Toleranz der Zellen gegen DNase I
qualifiziert diese als Reagenz fiir eine milde Zellablosung, die
auch anderweitig in dhnlichen Untersuchungen verwendet
wurde.['>>]

Die Herstellung kiinstlicher EZM ist in den letzten Jahr-
zehnten zu einem aktiven Forschungsthema geworden. Die
EZM konnen unterschiedlich kategorisiert werden, z. B. unter
Beriicksichtigung ihrer Bausteine. Diese konnen von natiir-
lichem Gewebe abgeleitet sein, wie Kollagen, oder synthe-
tisch sein, wie z.B. Polyethylenglykol.”® In unserem Ansatz
verbinden wir natiirliche Bausteine (z.B. DNA) auf synthe-
tischem Wege miteinander. Synthetische Gertiststrukturen
haben den offensichtlichen Mangel, dass es an Zellerken-
nungsmotiven fehlt, an die Zellen anheften kénnen. Dieses
Defizit haben wir behoben, indem wir das Anbringen von
Fiangermolekiilen tiber bioorthogonale chemische Prozesse
ermOglicht haben. Dadurch konnen die Eigenschaften und
die Konzentration der prisentierten Fangermolekiile kon-
trolliert und verschiedene Zelltypen angesprochen werden.
Weiterhin bietet die definierte Konjugation unseres Materials
mit Fidngermolekiilen geringere Chargenvariabilitidt im Ver-
gleich zu Proteingemischextrakten wie Matrigel.””’ Neben
Zellbindungsmotiven haben auch mechanische Eigenschaften
des Gertists einen Einfluss auf die Zellen. Es wurde bei-
spielsweise gezeigt, dass weiche Substrate die neurogene
Differenzierung gegeniiber der osteogenen Differenzierung
fordern.”™ In anderen Fillen wurden porose Materialien fiir
kontrollierte Wirkmittelabgabe oder 3D-Zellkultursysteme
fiir bessere Zellwechselwirkungen genutzt.*”!

Leider erlauben Porositdt und Materialherstellung derzeit
keine Zelleinkapselung, obwohl die MaschengrofSe der DNA-
Netzwerke zu einem weichen und flexiblen Material fithrt. Im
Unterschied zu den meisten erwdhnten DNA-basierten Ma-
terialien ist unser Ansatz unabhéngig von der DNA-Sequenz,
da die Zellwechselwirkung iiber konjugierte Peptide herge-
stellt wird.'>"! Viele andere DNA-basierte Vorgehen beno-
tigen spezifische DNA-DNA-Wechselwirkungen, die ein
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ausgekliigeltes Sequenzdesign erfordern, um unerwiinschte
Hybridisierung mit dem DNA-Gertist zu vermeiden.

Zusammenfassend berichten wir iiber ein neues Hydro-
gel, basierend auf DNA-Netzwerken, die durch enzymati-
sches Verldngern und Verbinden von verzweigten Primern
aufgebaut und auf festem Untergrund immobilisiert werden.
Ergebnisse der Zellkulturexperimente zeigen einerseits zell-
abweisende Eigenschaften der DNA-Netzwerke und ermog-
lichen die Beschichtung von festen Oberflichen zur Redu-
zierung unspezifischer Zellbindungen. Andererseits demon-
strieren wir, dass durch die Modifizierung des DNA-Netz-
werk-Hydrogels mit Fangermolekiilen eine spezifische Zell-
bindung durch  Wechselwirkung mit  gewiinschten
Zelloberflaichenmarkern ermoglicht wird. Des Weiteren
konnen diese Zellen anschliefend effizient mittels DNase I
fiir weitere Benutzung in gutem Zustand abgelost werden.

Selbst wenn der derzeitige Ansatz momentan wenig at-
traktiv fiir die Herstellung groBer Mengen ist, wie bei Po-
lyethylenglykol-basierten Materialien moglich,* ist er doch
fur Kkleinere, zielgerichtete Anwendungen gut geeignet.
Zahlreiche Fragestellungen in Zusammenhang mit Zellstu-
dien konnten mithilfe dieses DNA-basierten Materials, das
mit unterschiedlichen bioaktiven Molekiilen ausgestattet
werden kann, angegangen werden. Zusétzlich zu Fingermo-
lekiilen fiir eine selektive Zellbindung konnte das Material
auch mit kovalent gebundenen Wachstumsfaktoren versehen
werden, um die Proliferation zu verbessern oder eine Diffe-
renzierung gebundener Zellen einzuleiten.!
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