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Kontrolliertes Stapeln von zehn Ubergangsmetallionen im Innern eines

DNA-Doppelstrangs**
Guido H. Clever und Thomas Carell*

Als ein zentrales Thema zukiinftiger nanotechnologischer
Entwicklungen gilt der kontrollierte Aufbau von funktionel-
len Materialien im Nanometerbereich aus molekularen Ein-
heiten. Gegenwartig wird dafiir der Einsatz von DNA wegen
ihrer herausragenden Selbstorganisationseigenschaften un-
tersucht.!! Kiirzlich wurde in diesem Zusammenhang iiber
DNA-basierte Nanokonstrukte von faszinierender Komple-
xitit berichtet.” Ein Ziel ist derzeit die Entwicklung von
Methoden, mit denen sich diesen DNA-Konstrukten be-
stimmte Funktionen wie elektrische Leitfdhigkeit oder Ein-
zelmolekiilmagnetismus verleihen lassen.

Eine aktuelle Entwicklung ist der Austausch von Watson-
Crick-Basenpaaren durch Metall-Basenpaare in denen die
Wasserstoffbriicken, die in der Natur die selektive Paarung
der Nucleobasen vermitteln, durch koordinative Wechsel-
wirkungen zwischen Liganden und einem Metallion ersetzt
werden.’! Mehrere Gruppen berichteten bereits iiber den
Einbau von mehr als einem Metallion in denselben DNA-
Doppelstrang; ihre Aussagen stiitzten sich allerdings meist
nur auf Schmelzpunktexperimente.[! Erwiihnenswert sind die
Arbeiten zur gezielten Stapelung von Hg*"-Ionen im Innern
von DNA-Doppelstringen.>®! In einigen dieser Fille erwies
sich allerdings das bekannte Phédnomen der unspezifischen
Bindung von Hg**-Ionen an die natiirlichen DNA-Basen"! als
problematisch.’”! Shionoya und Mitarbeiter synthetisierten
und charakterisierten ein System, das die Komplexierung von
bis zu fiinf Cu?"-lonen im Innern einer DNA-Doppelhelix
ermoglicht.®

Wir haben kiirzlich iiber ein Metall-Salen-Basenpaar be-
richtet, das eine Reihe von Metallen als Koordinationspartner
akzeptiert.! Ein Vorteil des N,N'-Bis(salicyliden)ethylendi-
amin(Salen)-Konzepts liegt in der besonderen Rolle des
Ethylendiamins (en), das zum Aufbau des Komplexes in der
DNA benotigt wird und eine kovalente Vernetzung der
Doppelhelix bewirkt. Diese kovalente Vernetzung verleiht
dem DNA-Duplex eine ungewohnlich hohe Stabilitét. In der
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Tat ist der Wert der beobachteten Duplexstabilisierung viel
hoher als alle Werte, die jemals fiir andere Metall-Basenpaare
gefunden wurden.”'”) Wir vermuteten, dass diese unge-
wohnlich starke Stabilisierung die Herstellung von robusten
DNA-Strukturen ermoglichen sollte, in denen mehrere
Ubergangsmetallionen iibereinander gestapelt vorliegen.
Dies sollte einen Zugang zu programmierbaren, DNA-ba-
sierten, mehrkernigen Koordinationsverbindungen eréffnen.

Der zugrunde liegende Bildungsprozess der Metall-Salen-
Basenpaare ist in Abbildung 1 dargestellt. Zwei komple-
mentidre DNA-Einzelstringe, die jeweils mehrere Salicylal-
dehydreste (L) enthalten, werden zu einem Doppelstrang
hybridisiert und anschlieBend mit Ethylendiamin versetzt,
was zur Verkniipfung der jeweils gegeniiberliegenden Sali-
cylaldehydreste zu Salenliganden fiihrt. Bei Zugabe von Cu**
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1-Lya:  5-CGGALGACLAGCG-3
1-L,b: 3-GCCTLCTGLTCGC-5
2--a:  5-CACATTLLTGTTGTA-3'
2-L;b:  3-GTGTAALLACAACAT-5'
3Lsa: 5-GCGCGLLLLLGGCCG-3'
3-Ls-b:  3-CGCGCLLLLLCCGGC-5'
4-Ly-a: 5-GCGCGLLLLLLLLLLGGCCG-3'
4-Lyyb: 3-CGCGCLLLLLLLLLLCCGGC-5

Abbildung 1. a) Bildung von zehn Metall-Salen-Basenpaaren im Innern
eines DNA-Doppelstrangs. b) Modifizierte Oligonucleotide, die fiir
diese Arbeit hergestellt wurden. L steht fiir die Salicylaldehyd-Nucleo-
base, die als Vorstufe fiir die Bildung der Salenkomplexe fungiert.
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oder Mn?" wird anschlieBend eine definierte Zahl von Me-
tallionen durch die Salenliganden komplexiert. Die grofite
Hiirde fiir die Stapelung so vieler Metallionen im Innern eines
DNA-Doppelstrangs ist eine unkontrollierte Verschiebung
der Einzelstrangsequenzen gegeneinander (,,Frameshift®),
die in der Bildung von Metall-Basenpaar-Fehlpaarungen und
unbesetzten Ligandenpositionen resultieren wiirde.

Wir synthetisierten den Doppelstrang 1-L,-a/b mit Ba-
senvorstufen fiir zwei isolierte Salenliganden, die durch drei
Watson-Crick-Basenpaare getrennt sind, sowie den Doppel-
strang 2-L,-a/b mit Basenvorstufen fiir zwei direkt benach-
barte Salenliganden (Abbildung 1b). Zur Untersuchung der
Komplexierungseigenschaften wurden die komplementéren
Einzelstrange hybridisiert und anschlieBend mit Ethylendi-
amin und dem entsprechenden Metallsalz versetzt. Ethylen-
diamin wurde stets im Uberschuss eingesetzt, die Menge der
Metallionen wurde hingegen genau anhand der gewiinschten
Stochiometrie bemessen.

Die Reaktionsgemische wurden durch Elektrospray-lo-
nisierung-Ionen-Cyclotron-Resonanz(ESI-ICR)-Massen-
spektrometrie charakterisiert, die die Signale der gewiinsch-
ten Produkte [1-L,-a/b +2en +2Cu*"—4H,0—4H"'] und [2-
L,-a/b +2en+2Cu*"—4H,0—-4H"] lieferte. In den Massen-
spektren wurden keine Signale beobachtet, die von nicht-
komplexierten Einzelstrdngen herriihren, und beide unter-
suchten Doppelstrange enthalten eindeutig zwei Kupfer-
Salen-Komplexe (siche Hintergrundinformationen).

Des Weiteren lieferte eine Schmelzpunktuntersuchung
mit Doppelstrang 1-L,-a/b in Ab- und Anwesenheit von
Ethylendiamin und zwei Aquivalenten Cu*" Kurven, die die
Bildung von zwei verbriickenden Kupfer-Salen-Komplexen
im Innern der Doppelhelix plausibel machen (Abbildung 2).
Ohne Zugabe von Ethylendiamin oder Metallionen schmolz
der Doppelstrang 1-L,-a/b bei Ty, =34.2°C. Die Zugabe von
Ethylendiamin verschob den Schmelzpunkt zu einer héheren
Temperatur, begleitet von einer charakteristischen Hysterese
(gemittelt: Ty;=41.6°C). Diese Hystereseerscheinung kann
mit der Reversibilitdt der Iminbildung zwischen den Salicyl-
aldehydresten und Ethylendiamin in Wasser erklért
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Abbildung 2. Vergleich der Schmelzkurven von Doppelstrang 1-L,-a/b
ohne Zusitze (—), mit Ethylendiaminiiberschuss (-----), mit Ethylen-
diamin und einem Aquivalent Cu** (0) sowie mit Ethylendiamin und
zwei Aquivalenten Cu* (@). Die Proben enthielten 3 um DNA, 10 mm
CHES-Puffer und 150 mm NaCl (CHES = N-Cyclohexyl-2-aminoethan-
sulfonsiure).
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werden.'!! Wurde ein Aquivalent Cu?* zugegeben, zeigte die
Schmelzkurvenmessung zwei sigmoidale Uberginge. Das
Auftreten zweier Ubergéinge, der erste bei Ty =41.2°C (mit
Hysterese) und der zweite bei Ty = 82.9°C (ohne Hysterese),
lasst auf das Vorliegen von zwei definierten Spezies in der
Losung schlieBen. Wir nehmen an, dass die Bildung des
Doppelstrangs mit zwei Kupfer-Salen-Komplexen unter den
Bedingungen des thermischen De- und Renaturierungsex-
periments kooperativ verlauft. Wird nur ein Aquivalent Cu®*
zugegeben, liegt die eine Hélfte der Doppelstringe ohne
Metall vor (T =41.6°C), wihrend die andere Hilfte jeweils
zwei Metallionen enthilt (7,,=82.9°C). Diese Hypothese
wird auch durch den massenspektrometrischen Nachweis von
[1-L,-a/b 42 en + 2 Cu] in dieser Reaktionsmischung gestiitzt.
Die Zugabe eines zweiten Aquivalents Cu®" resultierte in nur
einem definierten Schmelzpunkt bei Ty~ 92.1°C, was das
ausschlieBliche Vorliegen des Doppelstrangs [1-L,-a/b +
2en + 2 Cu] mit zwei komplexierten Cu’*-Ionen anzeigt. Eine
analoge Schmelzpunktstudie mit Doppelstrang 2-L,-a/b lie-
ferte ebenfalls Kurven, die sich nach Zugabe von einem oder
zwei Aquivalenten Cu®* signifikant von der Schmelzkurve des
nichtkomplexierten Strangs unterschieden, allerdings war der
Kurvenverlauf hier komplexer. Die Befunde der Schmelz-
punktuntersuchungen und die massenspektrometrischen
Daten belegen die Bildung von DNA-Doppelstriangen, die
zwei Metall-Salen-Komplexe enthalten.

Um das System fiir die Komplexierung von fiinf und zehn
Ubergangsmetallionen zu erweitern, synthetisierten wir die
Oligonucleotide 3-Ls-a/b und 4-L-a/b nach der bereits pu-
blizierten Vorschrift.'”! Eine Sequenz von fiinf Watson-Crick-
Basenpaaren an beiden Enden der Duplexe 3-Ls-a/b und 4-
L;y-a/b wurde gewihlt, um eine optimale Préorganisation der
Doppelstriange fiir die folgende Komplexbildung aus den
gegeniiberliegenden Salicylaldehydresten zu gewéhrleisten.

Abbildung 3 a zeigt die charakteristischen Anderungen im
UV-Spektrum einer Losung von Doppelstrang [4-Lqy-a/b +
10en] wihrend der Titration mit Cu’"-Ionen. Die Kurven-
schar weist isosbestische Punkte bei 4 =342 und 398 nm auf.
Die Auftragung der Intensitédt des Absorptionsmaximums des
Kupfer-Salen-Chromophors bei 4 =360 nm gegen die Kup-
ferkonzentration zeigt einen linearen Anstieg bis zu einem
Doppelstrang/Cu*"-Verhiltnis von ca. 1:10 (Abbildung 3b,
gefiillte Quadrate). Analoge Titrationskurven, die ein Dop-
pelstrang/Cu**-Verhiltnis von 1:5 bestitigen, wurden fiir
Duplex [3-Ls-a/b+Sen+5Cu] erhalten (Abbildung 3b,
offene Kreise und Hintergrundinformationen).

Die Untersuchung von 4-L;-a/b bei 0-80°C durch
Circulardichroismus(CD-)Spektroskopie vor und nach dem
Aufbau von zehn Mangan-Salen-Komplexen ist in Abbil-
dung 4 dargestellt. Ohne Ethylendiamin und Mn** enthalten
die Spektren eine positive Bande um 4 =277 nm, eine nega-
tive Bande (Schulter) um A =249 und einen Nulldurchgang
bei A=265nm. Diese Merkmale lassen auf eine B-DNA-
dhnliche Sekundérstruktur des Doppelstrangs bei Raum-
temperatur schlieBen.""! Bei einer langsamen Herabsetzung
der Temperatur der Probe von 80 auf 0°C dnderten sich die
CD-Spektren deutlich (Abbildung 4a). Ebenfalls in Abbil-
dung 4 a gezeigt ist die Auftragung der Drehung des positiven
CD-Maximums gegen die Temperatur der Probe. Die Kurve
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Abbildung 3. Titration von [3-Ls-a/b+5en] und [4-L,-a/b+ 10en] mit
Cu**. a) Uberlagerung der UV/Vis-Spektren von 6 um [4-L,q-a/b
+10en +xCu] bei Cu?*-Konzentrationen von 0 bis 108 um in Schritten
von 12 pm. b) Intensitit des Absorptionsmaximums A, des Kupfer-
Salen-Komplexes gegen das Verhiltnis [Cu®"]/[Duplex] fur [3-Ls-a/
b-+5en+xCu] (0; siehe Hintergrundinformationen) und [4-L,o-a/
b+10en+xCu] (m). Die Proben enthielten 10 mm CHES-Puffer und
150 mm NaCl.

lasst das Schmelzen des Doppelstranges 4-Ly-a/b bei ca. 35°C
erkennen, was in Einklang mit der entsprechenden UV-
Schmelzkurve ist (nicht gezeigt).

Bei Zugabe von Ethylendiamin im Uberschuss und Mn**
dnderte sich das CD-Spektrum signifikant: Die positive
Bande um A =290 nm wurde kleiner, und die Bande um A=
249 nm verschwand vollig (Abbildung 4b). Eine strukturelle
Klassifizierung des Doppelstrangs [4-Lyy-a/b + 10en + 10Mn]
auf der Grundlage dieser CD-Daten ist schwierig. Eine
wichtige Beobachtung wurde bei der Untersuchung der
Temperaturabhingigkeit der CD-Spektren gemacht: Im Fall
von [4-Ly-a/b + 10en +10Mn] ergab sich praktisch keine
Verinderung der CD-Spektren zwischen 0 und 80 °C. Dies ist
ein klares Zeichen fiir die erwartete, hohe strukturelle Sta-
bilitdt des Doppelstrangs dank der kovalenten Verkniipfung
durch die zahlreichen Metall-Salen-Basenpaare.

Einen weiteren Nachweis fiir die Bildung von fiinf und
zehn Metall-Salen-Komplexen in 3-Ls-a/b und 4-L,4-a/b sollte
die ESI-ICR-Massenspektrometrie liefern. Wegen der grofen
Empfindlichkeit der ESI-Massenspektrometrie auch fiir nur
schwach assoziierte Addukte musste hierfiir die unspezifische
Bindung von Metallionen an die DNA unterbunden werden.
Im Fall der Cu*"-Komplexierung war daher eine genaue
Kontrolle der DNA-Konzentration und der Menge an zuge-
gebenem Cu’" unabdingbar. Die Verwendung von Mn?"
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Abbildung 4. CD-Messungen von 4-L,,-a/b bei 0-80°C in Schritten von
10 K. a) 3 um Doppelstrang in 10 mm HEPES, 150 mm NaCl (80—
0°C). b) Die gleiche Probe nach 24 h Inkubation mit T mm en und

40 um Mn?* (0—80°C). Einschiibe: Auftragung der positiven CD-
Maxima gegen die Temperatur. HEPES = N-(2-Hydroxyethyl) piperazin-
N'-(2-ethansulfonsiure). Blindmessungen wurden fiir jede Temperatur
individuell subtrahiert.

ergab indes wegen dessen geringerer Tendenz zur Bildung
unspezifischer Addukte mit den verwendeten DNA-Stréangen
sauberere Massenspektren.

Bei [3-Ls-a/b + Sen] fiihrte beispielsweise die Zugabe von
genau fiinf Aquivalenten Cu®" zu einem Spektrum, das die
erwarteten Signale fiir [3-Ls-a/b + 5en + 5 Cu] zeigt; dagegen
lieferte die Zugabe eines Uberschusses an Cu** (zehn Aqui-
valente) ein Massenspektrum, das der Spezies [3-Ls-a/b+
S5en+9Cu] zugeordnet werden kann (siehe Hintergrundin-
formationen). Anders bei Mangan: Auch bei Zugabe eines
Mn**-Uberschusses entsprach die Zahl der komplexierten Me-
tallionen im Doppelstrang laut Massenspektren stets der zu er-
wartenden Menge. Das Versetzen mit Ethylendiamin und Mn*"
unter Bildung von [4-L-a/b] lieferte Signale fiir einen Dop-
pelstrang, der genau zehn Mangan-Salen-Komplexe enthilt.
Abbildung 5 zeigt die Resultate dieses ESI-ICR-Experiments.
Eindeutig zu erkennen sind die erwarteten Signale fiir das Re-
aktionsprodukt [4-L,y-a/b 4 10en + 10Mn**—20H,0—-20 H*]'*".
Der Doppelstrang 4-L;y-a/b reagiert also mit zehn Molekiilen
Ethylendiamin und zehn Manganionen unter Freisetzung von
zwanzig Aquivalenten Wasser.

Salen-gebundene Mn**-Ionen werden unter aeroben Be-
dingungen bekanntermaBen zu Mn** oxidiert.'”! Die erhal-
tenen Massenspektren sind in Einklang mit dieser Annahme,
und [4-L-a/b +10en+10Mn] enthilt dementsprechend
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Abbildung 5. a) ESI-ICR-Massenspektrum von [4-L,,-a/b+10en +
10Mn]. Die m/z-Werte fiir z=9-13 stimmen hervorragend mit den be-
rechneten Massen iiberein. b) Gemessenes Isotopenmuster fiir
[4-Lyg-a/b+10en+10Mn* —20H,0—-40H']"". ¢) Simuliertes Isoto-
penmuster fiir [CysoHs02N1000236P3sMng] .

zehn Mn’"-Ionen. Die verbleibenden Koordinationsstellen
der Metallzentren, die nicht durch den vierzéhnigen Salen-
liganden besetzt sind, werden wahrscheinlich entweder durch
lose gebundene Wasser- (oder Ace-
tat-)Molekiile oder durch eine Wech-
selwirkung mit Donoratomen der be-
nachbarten Liganden oder Nucleobasen
abgesittigt.

Wir haben gezeigt, dass DNA-
Doppelstringe, die zwanzig Salicylal-
dehydreste als kiinstliche Nucleobasen
enthalten, mit Ethylendiamin reagieren
und zur Stapelung von zehn Salenli-
ganden im Innern der Doppelhelix
fiihren. Diese konnen anschliefend
zehn Ubergangsmetallionen wie Cu**
oder Mn?" koordinieren. Die Reversi-
bilitdt von Salenbildung und Metallko-
ordination ermoglicht es dem System,
das thermodynamische Gleichgewicht
zu erreichen. Nach unserer Ansicht ist
dies der Grund, warum Kkein ,Fra-
meshift“ stattfindet, der eine unvoll-
stindige Komplexierung zur Folge
hitte. Selbst zehn Metallionen lassen
sich in DNA iibereinander stapeln, was
verglichen mit der Struktur von nativer
B-DNA ceiner kompletten helicalen
Windung entspricht. Der Stapel von
zehn  Metall-Salen-Komplexen  im
Innern des DNA-Doppelstrangs [4-L;y-
a/b+ 10en+ 10Mn] ist in Abbildung 6
veranschaulicht.

Wir glauben, dass eine Kombination
Metall-Basenpaar-Konzepts  mit

Abbildung 6. Das compu-
tergenerierte Modell von
[4-L,-a/b+10en+10Mn]
entspricht einer plausiblen
Struktur der Anordnung
von zehn Metall-Salen-
Komplexen innerhalb
eines DNA-Doppel-
strangs; blau N, rot O,
orange P, graue Kugeln

Mn. des
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den etablierten sequenzbasierten Techniken fiir die Kon-
struktion komplexer DNA-Architekturen mit Verzweigungen
und Verbindungen!™ in naher Zukunft die Synthese von
programmierbaren Konstrukten erméglichen wird, die meh-
rere Metallbindungsstellen in definierten dreidimensionalen
Positionen enthalten. Dies wiirde interessante Perspektiven
fiir die molekulare Elektronik und die Synthese von Multi-
metallenzymanaloga eréffnen.

Eingegangen am 31. Juli 2006,
verdnderte Fassung am 6. September 2006
Online veroffentlicht am 30. November 2006
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