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Lipidverankerte RNA- und DNA-Oligonucleotide haben
sich als niitzliche chimire Molekiile fiir Anwendungen in der
Nanobiotechnologie und Zellbiologie sowie fiir therapeuti-
sche Ansitze in der Medizin erwiesen."?! Beispielsweise
wurden lipophile Oligonucleotide synthetisiert, um das
Aufnahmevermogen von Zellen fiir einzelstriangige Anti-
sense-DNA und Interferenz-RNA zu erhohen.! Kiirzlich
wurde dariiber berichtet, wie mithilfe kurzer interferierender
RNA-Molekiile (siRNA), die mit einem Cholesterol-Anker
verkniipft waren, die Expression des endogenen Apolipo-
proteins B in Miusen verringert werden konnte.! Fiir
vielseitige Anwendungen miissen die lipidverankerten Oli-
gonucleotide charakteristische Eigenschaften aufweisen. Da-
zu gehoren eine einfache und flexible Synthese, eine
effiziente und stabile Membranassoziation und die moleku-
lare Erkennung komplementirer DNA-Striange. Fiir einige
Anwendungen kann eine laterale Organisation der Oligo-
nucleotide an der Membranoberfliche von Nutzen sein.
Funktionelle Kompartimente auf der Membranoberfldche
lassen sich erzeugen, indem durch die Wahl geeigneter
Lipidanker die lipophilen Oligonucleotide in Lipiddomé-
nenl! angereichert werden. Hier beschreiben wir die Syn-
these und Anwendung lipidmodifizierter einzelstrangiger
DNA-Molekiile, fiir die der stabile Einbau in Membranen,
die Lokalisation an der Membranoberfliche, die Bildung von
Watson-Crick-Basenpaarungen mit komplementdren DNA-
Strdngen und die Einlagerung in fliissig-ungeordneten Mem-
brandoménen nachgewiesen werden konnte.
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Das Oligonucleotid LT23mer ist ein 23-mer, das aus 21
Thymidineinheiten und 2 lipophilen Nucleotiden L in Positi-
on 1 und 8 besteht, wobei als lipophiler Anker eine a-Toco-
pherol-Einheit gewihlt wurde (Schema1l). Das LT23mer
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Schema 1. Struktur des lipophilen Nucleosids L, das als Monomer bei
der Synthese des lipidmodifizierten Oligonucleotids verwendet wurde.
Darunter ist die Sequenz des LT23mer dargestellt.

wurde nach der Phosphoramidit-Strategie mithilfe eines
DNA-Synthesizers hergestellt (Hintergrundinformationen).
Das lipophile Tocopherylpropinylcytidin wurde durch Sono-
gashira-Kupplung von 5-lodcytidin mit racemischem O-Prop-
argyltocopherol nach einer kiirzlich von uns beschriebenen
Methode synthetisiert!® und in das 5-DMTr-geschiitzte 3'-
Diisopropylaminocyanethylphosphoramidit mit konventio-
nellen Methoden iiberfiihrt. Mit diesem Baustein ist es nach
der Phosphoramidit-Methode prinzipiell moglich, das lipo-
phile Nucleotid flexibel an einer beliebigen Stelle der Oli-
gonucleotidsequenz zu positionieren.
Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen wurden
durchgefiihrt, um die Membranaffinitdt und das Bindungs-
vermogen des LT23mer fiir komplementidre A20mere DNA-
Strdnge zu untersuchen. Es wurden unilamellare Riesen-
vesikeln (GUVs) hergestellt, die 1 Mol-% LT23mer und
0.5Mol-% des fluoreszenzmarkierten Lipidanalogons N-
NBD-PE enthielten (siche Experimentelles). Danach wurden
die am 3-Ende (3'Rh-A20mer) oder am 5-Ende (5'Rh-
A20mer) mit Rhodamin (Rh) markierten Adenosin-20mere
zugegeben. Die Bindung dieser komplementéren Stringe an
das GUV-assoziierte LT23mer konnte durch die Rh-Fluo-
reszenz nachgewiesen werden (Abbildung 1, nur fiir das 5’'Rh-
A20mer gezeigt). Die Fluoreszenz ist auf der gesamten
Membranoberfliche homogen, woraus man auf eine gleich-

Abbildung 1. Molekulare Erkennung des Rh-A20mer durch das
LT23mer, das in mit N-NBD-PE fluoreszenzmarkierten (0.5 Mol-%)
POPC-GUVs eingebaut wurde (etwa 1 Mol-%, bei Raumtemperatur).
Links: Differential-Interferenzkontrast (DIC), Mitte: Fluoreszenz des N-
NBD-PE, rechts: Fluoreszenz des 5'Rh-A20mer.
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maiBige Verteilung des LT23mer in der Membran schlieBen
kann. Eine Fluoreszenz von Rh-markiertem T20mer mit li-
pophilen oligonucleotidbesetzten GUVs konnte nicht beob-
achtet werden. In Abwesenheit von LT23mer konnte keine
Markierung der GUVs mit fluoreszierendem A20mer nach-
gewiesen werden (nicht gezeigt).

Zum weiteren Nachweis der Bindung der komplementé-
ren DNA-Stringe an membranassoziiertes LT23mer wurde
der resonante Fluoreszenzenergietransfer (FRET) unter-
sucht. GroBe unilamellare Vesikeln (LUVs) wurden ver-
wendet, die entweder aus POPC und LT23mer oder nur aus
POPC (Kontrolle) hergestellt wurden und N-NBD-PE
(0.5 Mol-%) enthielten. Das an die Lipidkopfgruppe gebun-
dene NBD wirkt als Donor fiir den FRET. Die LUVs wurden
mit 3'Rh-A20mer inkubiert, wobei Rhodamin als Fluores-
zenz-Acceptor fungierte. Ein starker FRET wurde beobach-
tet, wenn die mit LT23mer beladenen LUVs mit 3'Rh-
A20mer inkubiert wurden (Abbildung2a). Kein FRET
wurde dagegen nach der Inkubation der Kontroll-LUVs be-
obachtet (Abbildung 2b). Die Bindung des 3'Rh-A20mer an
das membranassoziierte LT23mer erfolgt schnell mit einer
Halbwertszeit von ca. 20 s (Abbildung 2c), wobei die Anla-
gerung reversibel ist. Nach Zugabe von nichtmarkiertem
T20mer im zehnfachen Uberschuss wurde eine Verringerung
des FRET durch die Kompetition von T20mer und LT23mer
um 3'Rh-A20mer beobachtet (Abbildung 2c¢).
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Abbildung 2. Fluoreszenz der mit N-NBD-PE markierten POPC-LUVs
mit (a) oder ohne LT23 mer (b) nach Inkubation in Abwesenheit (—)
oder Gegenwart (-----) von 3'Rh-A20mer bei Raumtemperatur. Ein aus-
geprégter FRET wird beobachtet, wenn 3'Rh-A20mer zu LUV-assoziier-
tem LT23mer gegeben wird (LT23mer/3'Rh-A20mer = 1:1). Die verti-
kal gepunkteten Linien markieren die Fluoreszenzmaxima von NBD
und Rhodamin. c) Kinetik der Bindung von 3’-RhA20mer (500 nm) an
LUV-assoziiertes LT23mer, gemessen durch die Abnahme der NBD-
Fluoreszenz infolge des FRET (Anregung bei 460 nm, Emission bei
532 nm). Nach 280 s wurde nichtmarkiertes T20mer (5 um) zugege-
ben. Fiir drei ausgewahlte Zeiten werden die Fluoreszenzspektren ge-
zeigt, die die Abwesenheit, Zunahme und Abnahme des FRET illustrie-
ren.
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Die Struktur des membranassoziierten Komplexes aus
LT23mer und A20mer wurde mit hochauflésender NMR-
Spektroskopie untersucht. Als Kontrolle wurden stéchiome-
trische Mischungen aus A20mer und T20mer verwendet. Die
Ausbildung der Basenpaarung und Basenstapelung fiihrt zu
einer charakteristischen Verschiebung der Signale im Spek-
trum.[”? Aus '"H-NOESY-Spektren extrahierte Schnitte sind in
der Abbildung 3 gezeigt. Im Fall der membranassoziierten
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Abbildung 3. Schnitte aus 'H-NOESY-NMR-Spektren freier und mem-
branassoziierter Oligonucleotide in Abwesenheit oder Gegenwart kom-
plementérer Stringe. a) T20mer in Puffer; b) A20mer und T20mer
(1:1) in Puffer; c) LT23mer, assoziiert mit POPC-Membranen;

d) LT23mer, assoziiert mit POPC-Membranen in Gegenwart von
A20mer. Die Linien und Farben zeigen die Verinderungen der chemi-
schen Verschiebungen an (blau: Verschiebungen zu héherem, orange:
zu niedrigerem Magnetfeld). Eine Ubersicht iiber die Veranderungen
der chemischen Verschiebungen fiir A und T ist oben dargestellt.
Kleine Veranderungen der chemischen Verschiebungen der Signale
H5'/H5" sind méglicherweise auf Konformationsinderungen der Fura-
nose durch Bildung des Doppelstrangs zuriickzufiihren.
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Oligonucleotide enthalten die 1D-Spektren intensive Lipid-
signale. Im Unterschied dazu zeigen die Schnitte aus den
NOESY-Spektren nur Signale der Basen und Zucker. Ab-
bildung 3a zeigt das 'H-NMR-Spektrum von T20mer. Nach
Zugabe des komplementdren Strangs verschieben sich die
Resonanzlinien in spezifischer Weise (Abbildung 3b). An
POPC-LUVs gebundenes LT23mer (Abbildung3c) zeigt
exakt identische "H-chemische Verschiebungen wie isoliertes
T20mer (vgl. Abbildung 3a). Nach Zugabe des komplemen-
tiren A20mer weisen die Resonanzlinien relative Verschie-
bungen auf, die identisch zu den Signalen der A20mer-
T20mer-Doppelhelix sind (Abbildung 3d). Die Anderungen
der chemischen Verschiebungen der Signale von A20mer
nach Bindung an T20mer oder LT23mer sind ebenfalls iden-
tisch (Spektrum nicht gezeigt). Dies legt die Vermutung nahe,
dass sehr dhnliche Strukturen entstehen und dass weder die
Lipidverankerung noch die Membrannéhe bei der Bildung
der DNA-Doppelhelix durch Watson-Crick-Basenpaarungen
storen.

Es ist bekannt, dass GUVs, die aus einem Gemisch von
POPC, Cholesterol und Sphingomyelin (1:1:1) zusammenge-
setzt sind, fliissig-ungeordnete und fliissig-geordnete Domaé-
nen bilden.®™ Unter Verwendung fluoreszenter Lipidanaloga,
die sich bevorzugt in einer der beiden Doménen anreichern,
kann diese Phasenseparation mit Fluoreszenzmikroskopie
sichtbar gemacht werden. Das lipophile fluoreszente Mero-
cyanin 540 interagiert bevorzugt mit der fliissig-ungeordneten
Domine.”’ Dieses konnte mit dem aus der Literatur als ein
weiterer Dominenmarker fiir diese Phase bekannten™ N-
NBD-PE verifiziert werden (Daten nicht gezeigt). GUVs mit
der oben genannten Membranzusammensetzung wurden mit
LT23mer (~ 1 Mol-% ) und Merocyanin 540 versetzt. Danach
erfolgte die Zugabe des komplementdren Oligonucleotids
(5'FITC-A20mer). Im Vergleich zur homogenen Verteilung
im reinen POPC-GUV-System reichern sich die LT23mer-
S'FITC-A20mer-Komplexe bevorzugt in der fliissig-unge-
ordneten Domiine an, was aus der Uberlagerung der Fluo-
reszenz des Merocyanins540 und der des Gegenstranges
nachgewiesen wurde (Abbildung 4). Die bevorzugte Wech-
selwirkung mit dieser Domine kann durch den sperrigen o-
Tocopherol-Anker erklirt werden, der sich leichter in die
fliissig-ungeordnete Phase einfiigt. Die bevorzugte Einlage-
rung von isoprenylierten Proteinen in fliissig-ungeordnete
Dominen wurde bereits beschrieben.!"”

In dieser Arbeit wurde eine einfache Strategie zur Syn-
these groferer Mengen lipophiler Oligonucleotide mit va-
riabler Primérstruktur und Lénge beschrieben. Diese Mole-
kiile bauen sich spontan in Lipidmembranen ein, wobei die
einstringige DNA der wéssrigen Phase zugewandt ist. Kom-
plementire Stringe werden unter Bildung von Doppelhelices
durch Watson-Crick-Basenpaarung gebunden. Auf diesem
Wege konnen Molekiile, Vesikeln, Wirkstoffe oder biologisch
aktive RNA an Oberflichen von Membranen oder Zellen
spezifisch angelagert und immobilisiert werden. Eine sehr
wichtige Erkenntnis ist der Einbau der lipophilen Oligonuc-
leotide in Lipiddomédnen. Auf diesem Weg konnen verschie-
dene Membrandoménen mit doppelstriangiger DNA spezi-
fisch funktionalisiert werden. Ausgehend von der Tatsache,
dass Lipiddominen eine wichtige Rolle bei der Endozytose!'!!
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FITC-A20 Uberlagerung

Abbildung 4. LT23mer lagert sich bevorzugt in fliissig-ungeordnete
Membrandominen ein. Die GUVs, die aus einer Mischung von POPC/
Sphingomyelin/Cholesterol (1:1:1; molares Verhiltnis) und 1 Mol-%
LT23mer zusammengesetzt waren, wurden mit 5'FITC-A20mer in KCl-
Puffer (50 mm) bei pH 8.0 und Raumtemperatur inkubiert. Die
LT23mer-5'FITC-A20mer-Komplexe reichern sich bevorzugt in der flus-
sig-ungeordneten Phase an. Der Nachweis dafiir erfolgte mit Merocya-
nin 540, das sich bevorzugt in dieser Phase einlagert.

spielen, kann mithilfe der Affinitét zu solchen Doménen die
Aufnahme in die Zelle erleichtert werden. Zusammenfassend
kann festgestellt werden, dass mithilfe der lipophilen Oligo-
nucleotide Nanostrukturen aufgebaut werden konnen und
neuartige zellbiologische oder medizinische Anwendungen
moglich sind.

Experimentelles

1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycerophosphocholin ~ (POPC),  Sphin-
gomyelin (SM) und das fluoreszierende Lipid N-(7-Nitro-2,1,3-
benzoxadiazol-4-yl)-1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidyl-etha-
nolamin (N-NBD-PE) wurden von Avanti Polar Lipids (Birmingham,
USA) bezogen. Cholesterol and Merocyanin 540 (M540) wurden von
Sigma (Deisenhof) geliefert. DNA-Oligonucleotide mit und ohne
Fluorophor (Rhodamin, Fluoresceinisothiocyanat (FITC)) wurden
von BioTez (Berlin) synthetisiert. Alle Losungen wurden mit 10 mm
HEPES (pH 8) gepuffert. Die Prédparation von unilamellaren Vesi-
keln wurde in einer Saccharoselosung durchgefiihrt (80-250 mm).
Zum Waschen und Verdiinnen der Vesikeldispersionen und zur
Priparation von multilamellaren Vesikeln wurden gepufferte KCl-,
KCl-Glucose- oder Glucoselosungen gleicher Osmolaritdt verwen-
det.

Zur Préparation der LUVs wurde das Lipidgemisch in Chloro-
form gelost, ein diinner homogener Film mithilfe eines Rotations-
verdampfers hergestellt und anschlieSend unter manuellem Schiitteln
des GlasgefiBes resuspendiert. LUVs wurden nach fiinf Gefrier-Tau-
Schritten durch Extrusion durch Polycarbonatfilter (Porendurch-
messer 100 nm, Nucleopore, Tiibingen) mit einem Extruder (Lipex
Biomembranes, Vancouver) hergestellt.'?! Zur Inkorporierung in die
Membran wurde LT25mer zu den LU Vs gegeben und die Suspension
nach weiteren fiinf Gefrier-Tau-Schritten ultrazentrifugiert (120000 x
g). Ungebundenes LT25mer und moglicherweise entstandene Mi-
cellen wurden mit dem Uberstand entfernt.

GUVs wurden bei Raumtemperatur mit der Elektroformations-
technik in einer Kammer aus mit Indiumzinnoxid (ITO) beschichte-
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ten Glasscheiben hergestellt.'¥) Die Lipide wurden in Chloroform
gelost (0.25 mg LipidmL™"), und 70 uL der Loésung wurde in kleinen
Tropfen auf jede Scheibe aufgetragen. Das Losungsmittel wurde in
einem Exsikkator (10 mbar) bei Raumtemperatur innerhalb von
60 min entfernt. Danach wurde die Kammer geschlossen und mit
Siliconpaste versiegelt. Die Saccharoselosung (250 mm in 10 mm
HEPES, 0.02% NaN;) wurde mit einer Spritze durch einen Mikro-
porenfilter injiziert. Unmittelbar danach wurde die versiegelte
Kammer an den Generator angeschlossen. LT23mer wurde zur Sac-
charoseldsung gegeben, damit es sich bei der GUV-Préparation in die
Membran einbauen konnte. Die angelegte Spannung wurde alle
6 min schrittweise von 20 mV auf 1.1 V erhoht, wobei in der ersten
Minute die Frequenz kontinuierlich von 4 auf 10 Hz erhoht wurde.
Das Wechselfeld wurde 3 bis 12 Stunden appliziert. Zum Schluss
wurde die Spannung auf 1.3 V erhoht und die Frequenz auf 4 Hz
erniedrigt. Die Kammer wurde dann bei 4°C im Kiihlschrank auf-
bewahrt.!"’!

Die Fluoreszenzspektren und -kinetiken wurden mit einem
Aminco-Bowman-Spektrometer Serie 2 (SLM-Aminco, Rochester,
USA) aufgenommen. Die N-NBD-PE wurden bei 460 nm angeregt
(Spaltbreite 4 nm) und die Fluoreszenzspektren zwischen 470 und
610 nm mit einer zeitlichen Auflésung von 1 nms™' aufgenommen,
wobei fiir Messungen der Kinetik die Emissionswellenldnge auf
532 nm gesetzt wurde (Spaltbreite 4 nm). Die GUVs wurden mit
einem inversen Olympus-IX81-Fluoreszenzmikroskop (Olympus,
Hamburg) untersucht, das mit einer gekiihlten CCD-Kamera ausge-
riistet ist (SPOT slider, Visitron Systems, Puchheim). Die Bilder
wurden mit einem 100 x -Plan-APO-Olimmersionsobjektiv mit einer
passenden Differentialinterferenzkontrastoptik und Fluoreszenzfil-
tern aufgenommen: BP470-490, FT505 und BP510-550 (NBD,
FITC); BP530-550, FT 580 und LP 590 (Rhodamin, Merocyanin 540).

Fiir die NMR-Experimente wurden Aliquote von LT23mer zu
extrudierten 100 nm POPC-Vesikellosungen (20 mm in D,O-Puffer
(10 mm HEPES, 100 mm NaCl, pD 7.0)) bei einem molaren Ver-
héltnis von LT23mer zu POPC wie 1:100 titriert. Die NMR-Experi-
mente wurden an Bruker-DRX600- (600.13 MHz) und Avance-700-
NMR-Spektrometern (700.13 MHz) bei 30°C durchgefiihrt. Die
Spektren wurden bei einer spektralen Weite von 7 kHz und einer 90°-
Pulsldnge von 10.3 ps aufgenommen. Fiir die phasenempfindlichen
NOESY-Experimente (Mischzeit 300 ms) wurden 480 komplexe
Datenpunkte in der ¢,-Dimension mit 32 bzw. 64 Scans pro Inkrement
bei einem Relaxationsdelay von 4 s aufgenommen. Aliquote von
A20mer wurden im dquimolaren Verhiltnis zum LT23mer zugege-
ben.
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