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Abstract: RNA-Nanotechnologie nutzt RNA-Strukturmotive
zur Konstruktion von Molekiilarchitekturen im Nanomafstab,
die sich durch selektive Basenpaar-Wechselwirkungen selbst-
organisieren. Hier berichten wir iiber Kristallstruktur-geleitetes
Design von stabilen RNA-Nanodreiecken, die sich durch
Selbstorganisation aus kurzen Oligonukleotiden bilden. Eine
Kristallstrukturbestimmung eines Nanodreiecks von 81 Nu-
kleotiden mit 2.6 A Auflésung zeigt das bisher kleinste in sich
geschlossene Nanoobjekt, das vollstindig aus doppelstringiger
RNA besteht. Da die Eckbausteine des Nanodreiecks Ligand-
bindende RNA-Schalter enthalten, ergibt sich die Moglichkeit,
die Selbstorganisation und Dissoziation durch externe Ligan-
den zu kontrollieren.

N ukleinsduren werden héaufig fiir die Konstruktion von
Objekten im Nanomafstab verwendet, wobei die gesteuerte
Einbeziehung von Basenpaar-Wechselwirkungen genutzt
wird. Komplexe Nanoobjekte ergeben sich durch rekursive
Faltung langer Nukleinsduresequenzen, die abwechselnd
Doppel- und FEinzelstrang-Regionen, Kreuzungen und
Helfer-Oligonukleotide enthalten. Strukturmotive aus Kris-
tallstrukturen erwiesen sich als besonders niitzlich fiir das
Design von Nanoobjekten.'"' In der Vergangenheit hatten
wir kurze Oligonukleotide verwendet, um ein selbstorgani-
sierendes RNA-Quadrat aus 100 Nukleotiden aufzubauen.!”
Hier beschreiben wir Kristallstruktur-geleitetes Design von
RNA-Nanodreiecken, die sich in einem kooperativen Prozess
aus mehreren Kopien kurzer Oligonukleotide spontan bilden.
Die Kristallstrukturanalyse eines RNA-Dreiecks aus 81 Nu-
kleotiden zeigt das bisher kleinste in sich geschlossene Na-
noobjekt, vollstindig bestehend aus doppelstrangiger RNA.
Selbstorganisation und Dissoziation des Nanodreiecks sind
abhingig von der Sequenz der zugrundeliegenden Oligonu-
kleotide und konnen durch Liganden gesteuert werden, die
an Erkennungsmotive in der RNA binden.

Vor kurzem hatten wir die bislang einfachsten Ligand-
bindenden RNA-Schalter in den ,internal ribosome entry
sites“ (IRES) von plus-strangigen RNA-Viren der Picorna-
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und Flavi-Virusfamilien entdeckt. Diese RNA-Schalter
finden sich in der Subdoméne Ila der IRES-Elemente, wo sie
die virale Proteinsynthese durch eine Liganden-abhingige
Konformationsinderung regulieren.'>'®! Anders als bei her-
kommlichen ,riboswitches® geht der Schaltvorgang der
Virus-RNA-Schalter mit keiner Sekundérstrukturverdnde-
rung einher, sondern vollzieht sich durch einen rein mecha-
nischen Ubergang zwischen zwei unterschiedlichen stabilen
Konformationen. In Abwesenheit von Liganden nehmen die
viralen RNA-Schalter eine gewinkelte Konformation an,
wihrend Ligandenbindung eine gestreckte Form stabilisiert.
Strukturen der ligandenfreien RNA-Schalter aus den IRES-
Elementen des Hepatitis-C-Virus (HCV) und Seneca-Valley-
Virus (SVV) sowie die Struktur des ligandengebundenen
Schalters aus HCV wurden zuvor durch Rontgenkristallo-
graphie bestimmt.'*'® Das ligandenfreie RNA-Schaltermo-
tiv aus HCV wurde als Eckbaustein zur Konstruktion eines
selbstorganisierenden Nanoquadrats und eines Nanoprismas
verwendet.">" Diese fritheren Studien inspirierten uns,
weitere RNA-Nanoobjekte aus viralen RNA-Schaltern durch
rationales Design zu entwerfen, wobei wir Lidngenvariationen
der schalterflankierenden Helices und eine Ausrichtung der
Eckbausteine relativ zu einer gemeinsamen Ebene in Be-
tracht zogen.

Das Design der RNA-Nanodreiecke beruht auf der
Analyse der Kristallstruktur des RNA-Eckbausteins aus dem
SVV-IRES-Element (Abbildung 1). Die dreidimensionale
Struktur des RNA-Motivs aus SVV wurde anhand von
Rontgenbeugung an Kiristallen eines kurzen und langen
RNA-Konstrukts ermittelt, wobei beide Konstrukte eine
identische Winkelanordnung zeigten.'®! Die Packung beider
Konstrukte ergab geschlossene Dreiecke im Kristall, beru-
hend auf pseudo-kontinuierlichen Basenpaarstapeln und in-
termolekularer Basenpaar-Bildung zwischen iiberhdngenden
Nukleotiden an den 3'-Enden der drei identischen Eckbau-
steine (Abbildung 1b, Abbildungen S1-S3 in den Hinter-
grundinformationen). Die Dreiecksanordnung in Kristallen
des SVV-RNA-Motivs wurde verwendet, um selbstorgani-
sierende Nanodreieckskonstrukte zu entwerfen, wobei zur
Unterstiitzung der Selbstorganisation Konstrukte mit einer
identischen Anzahl von Nukleotiden und identischer Basen-
sequenz, aber unterschiedlichen 3'-terminalen Uberhangs-
langen getestet wurden. Beispiele fiir Sekundarstrukturmo-
delle von selbstorganisierenden Dreieckskonstrukten mit vier
Nukleotide langen Uberhingen sind in Abbildung 1c gezeigt.
Die Konstruktion eines kleinen Dreiecks erfolgte aus zwei
Oligonukleotiden, einschlieBlich eines inneren und eines du-
Beren Strangs mit 11 bzw. 16 Nukleotiden (Abbildung 1c,
oben). Drei Kopien jeweils des inneren und dufleren Strangs
fiigen sich durch Selbstorganisation zu einem kleinen Drei-
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Abbildung 1. Design von selbstorganisierenden RNA-Nanodreiecken. a) Sekundarstrukturen der kurzen und langen Oligonukleotidkonstrukte der
Subdomiine Ila aus dem SVV-IRES-Element. Einzelne iiberhingende Nukleotide wurden eingefiihrt, um durch gezielte RNA-Packung Kristallisation
zu erleichtern. Die Sequenznummerierung bezieht sich auf das SVV-Genom. b) In sich geschlossene Dreiecksanordnung von RNA aus der Kris-
tallpackung der kurzen und langen Subdomane Ila (PDB-IDs: 4P97 und 4PHY). c) Sekundarstrukturmodelle von selbstorganisierenden RNA-Drei-
ecken mit 4-Nukleotidiiberhiingen, die anhand der Dreiecksanordnung in Kristallen der kurzen und langen Subdomine Ila entworfen wurden.

Oligonukleotid-Enden sind durch rote Linien gekennzeichnet

ecksobjekt von 81 Nukleotiden zusammen. In einem ver-
gleichbaren Selbstorganisationsprozess bildet sich ein grof3es
Dreiecksobjekt aus 138 Nukleotiden durch Vereinigung von
Stringen aus 20 bzw. 26 Basen (Abbildung 1c¢, unten).

Die Analyse der kurzen und langen Eckbausteinkon-
strukte aus SVV (Abbildung 1a) durch nichtdenaturierende
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) zeigte Banden im
Einklang mit der jeweiligen GroBe der RNA (Abbildung 2a;
1-Nukleotid-Uberhang am 3'-Ende; sieche Hintergrundinfor-
mationen fiir alle experimentellen Details). Im Unterschied
dazu migrierten Nanodreieckkonstrukte mit vier tiberhin-
genden Nukleotiden (Abbildung 1c) langsamer und in
Ubereinstimmung mit der Bildung symmetrischer Dreiecke
aus drei identischen Eckbausteinen (Abbildung?2a; 4-Nu-
kleotid-Uberhang am 3'-Ende). Wihrend das kleine Nano-
dreieck als einzelne Bande im Gel erschien, zeigte das grof3e
Dreieckskonstrukt eine schneller wandernde Hauptbande
und eine retardierte, weniger intensive Bande, die vermutlich
einem Dimer von Dreiecken entspricht (Abbildung S4). Der
Nachweis der schneller wandernden Hauptbande als einzel-
nes Dreieck bestehend aus drei Eckbausteinen gelang durch
vergleichende Analyse eines gleich grolen programmierba-
ren Nanodreiecks, das sich aus drei unterschiedlichen Ecken
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(A, B, C) mit jeweils einer charakteristischen einzigartigen
Uberhangssequenz bildete. Diese Anordnung erméglicht die
Assoziation ausschlieBlich von Dreiecken mit einer A-B-C-
Konfiguration (Abbildung 2 ¢,d). Beide Nanodreiecke zeigten
hohe Resistenz gegeniiber Denaturierung mit 8m Harnstoff
und unter Sieden in Wasser (Abbildung2b und Hinter-
grundinformationen).

Der Einfluss von Schalter-bindenden Liganden auf die
Bildung und Dissoziation von RNA-Nanodreiecken wurde in
orientierenden Studien untersucht. Eine Analyse durch
nichtdenaturierende PAGE zeigte eine reduzierte Effizienz
bei der Bildung des grofen Nanodreiecks in Gegenwart von
500 pm Ligand™! (Abbildung 3a,c). Anscheinend fiihrte eine
Ligandbindung an den RNA-Schaltern zu einer Verriegelung
in der gestreckten Form fiir die Eckbausteine, die sich nach-
folgend zu linearen Multimeren assoziierten. Ligandenzuga-
be zu dem kleinen Nanodreieck erzeugte keine solche Mul-
timerisierung, was vermutlich auf die Labilitit der einzelnen
Eckbausteine zuriickzufiihren ist, die mit nur sieben flankie-
renden Basenpaaren in der Umgebung einer ungepaarten
Region von fiinf Basen eine ,,Alles-oder-Nichts“-Selbstorga-
nisation von Einzelstrdngen erzwingen. Die Dissoziation von
intakten groffen Nanodreiecken, die weniger kompakt sind
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Abbildung 3. Effizienz der Selbstorganisation und Dissoziation von Nanodreiecken
in Gegenwart von Ligand. Die Ligandbindung am Ila-RNA-Schalter stabilisiert eine
gestreckte Konformation der RNA'® a) Die Selbstorganisation des kleinen RNA-
Dreiecks wird in Gegenwart des Schalter-bindenden Liganden nicht inhibiert, wih-
rend unter den gleichen Umstinden die Bildung des groRen Dreiecks zum Teil ver-
hindert wird [nicht aber im Fall von Kontrollverbindungen ohne zielspezifische Bin-
dung (Abbildung S5)]. Die Bindung von Ligand an die RNA-Schalter der Eckbaustei-
ne im grofien Dreieckskonstrukt stabilisiert eine gestreckte Konformation, die zur
Bildung linearer Multimere fiihrt, auf Kosten einer verminderten Selbstorganisation
zu Dreiecken. b) Inkubation des groflen Dreieckskonstrukts mit Ligand fiithrt zur
Dissoziation. c) Struktur des Benzimidazol-Liganden, der an die lla-RNA-Schalter

und durch 15 flankierende Basenpaare um die ungepaarte
Region stabilisiert werden, konnte nach Ligandinkubation
sowohl fiir das symmetrische (Abbildung 3b) als auch fiir das
programmierbare Konstrukt (Abbildung S6) beobachtet
werden. Diese Befunde lassen darauf schlieBen, dass die
Ligand-bindende Funktion der RNA-Schalter in den Eck-
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Abbildung 2. Selbstorganisation und Stabilitat der Nano-
dreiecke. Die Analyse der RNA-Konstrukte erfolgte durch
nichtdenaturierende PAGE in Gegenwart von 2.5 mm
MgCl,. a) Oberes Gel: Bildung des kurzen Subdomane-
Ila-Konstrukts mit einem einzelnen Nukleotid(nt)-Uber-
hang (siehe Sekundarstruktur in Abbildung 1a, oben) im
Vergleich zum selbstorganisierenden kleinen Dreieckskon-
strukt mit 4-Nukleotidiiberhang (siehe Sekundarstruktur
in Abbildung 1c¢, oben). Unteres Gel: Bildung des langen
Subdomane-Ila-Konstrukts mit einem einzelnen Nukle-
otidiiberhang (siehe Sekundarstruktur in Abbildung 1a,
unten) im Vergleich zum selbstorganisierenden grofien
Dreieckskonstrukt mit 4-Nukleotidiiberhang (siehe (c),
oben und Sekundarstruktur in Abbildung 1c, unten).

b) Stabilitit des kleinen (oberes Gel) und groflen (unte-
res Gel) RNA-Dreiecks in Gegenwart und Abwesenheit
von 8 M Harnstoff bei Raumtemperatur (RT) oder Siede-
temperatur. ¢) Schemadarstellung des groflen RNA-Nano-
dreiecks (AAA, oben) und des programmierbaren grof3en
Dreiecks (ABC, unten). d) Selbstorganisation des pro-
grammierbaren groflen Dreiecks (ABC) aus den Eckbau-
steinen A, B, und C.

bausteinen erhalten bleibt, wenn diese in Nano-

dreiecke eingebaut werden. Ligandgesteuerte
Dissoziation von Nanodreiecken und deren
Selbstorganisation zu alternativen Strukturen er-
offnen Moglichkeiten fiir die Konstruktion von
RNA-Nanoobjekten, die auf Umweltsignale in
Form von Ligandmolekiilen reagieren.

Zur Strukturbestimmung der kleinen und
grolen RNA-Nanodreiecke durch Rontgenbeu-
gung kristallisierten wir beide Konstrukte, wobei
beugende Kiristalle von guter Qualitdt fiir das
kleine Dreieckskonstrukt erhalten wurden. Die
Kristallstrukturbestimmung mit einer Auflosung
von 2.6 A (Abbildungen 4, S7-S10 und Tabelle S1)
zeigte eine in sich geschlossene, doppelstringige
RNA, vergleichbar mit der pseudokontinuierlichen
Dreiecksanordnung in der Kristallpackung der
kurzen RNA-Eckbausteine (Abbildungen 1b und
4). Wie erwartet setzt sich das Nanodreieck aus drei
identischen symmetrischen Eckbausteinen zusam-
men, die sich jeweils aus einem inneren und einem
duBeren RNA-Strang mit vier {iiberhdngenden
Nukleotide bilden und mit benachbarten Eckbau-
steinen assoziieren. In den Dreiecksseiten sind elf
Basenpaare zu einer Kantenldnge von ca. 5nm

angeordnet, wihrend die Eckmotive die ungepaarte Region
von fiinf Basen der Ila-Subdoméne enthalten. Die Struktur
des Dreiecks ist auf den ersten Blick eher sechseckig, was aus
einer Verdrehung der gewinkelten Eckbausteine aus der ge-
meinsamen Ebene resultiert, die erforderlich scheint, um ein
in sich geschlossenes RNA-Konstrukt zu ergeben. Die resul-
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Abbildung 4. Kristallstruktur des selbstorganisierenden RNA-Nanodrei-
ecks. Ansichten von beiden Seiten der Dreiecksebene sind gezeigt. Die
willkiirlich definierte Hinterseite des Dreiecks (oben) zeigt die Gegen-
wart von drei Cl™-lonen (gelbe Kugeln), die in Wechselwirkung mit der
Watson-Crick-Seite der Basen der Nukleotide A374 und C375 stehen.
Die endstidndigen Basen aller Oligonukleotidstringe befinden sich auf
der Vorderseite des RNA-Dreiecks (unten). Die 5'-Enden sind rot mar-
kiert. Atomkoordinaten und Strukturfaktoren wurden in der Protein
Data Bank hinterlegt (PDB-ID: 5CNR).

tierende Struktur erweist sich als kompakter als ein voll-
kommen ebenes Dreieck mit vergleichbarer Seitenlédnge. Die
zwolf Enden der sechs Einzelstrange innerhalb des RNA-
Dreiecks liegen auf derselben Seite der Nanostruktur (Ab-
bildungen 4 und S7a), was es ermdglichen sollte, komplexere
Strukturen aufzubauen und die Nanodreiecke gezielt fiir
Anwendungen als Sensoren und biologische Baumaterialen
zu funktionalisieren.

Das Design molekularer Objekte im Nanomafstab durch
Selbstorganisation kurzer Oligonukleotide ist eine Schliis-
seltechnik auf dem Gebiet der RNA-Nanotechnologie.
Wihrend groflere Nanoarchitekturen bereits zuvor aus
strukturell komplexen RNA-Motiven oder langen Nuklein-
sduresequenzen unter Verwendung von Helfer-Oligonukle-
otiden konstruiert wurden, war es unser Ziel, minimalistische
RNA-Nanoobjekte durch die effiziente Selbstorganisation
kurzer Sequenzen herzustellen, die selbst keine stabilen
Strukturen annehmen kénnen. Zu diesem Zweck nutzten wir
detaillierte Ergebnisse rontgenkristallographischer Untersu-
chungen, um zwei verschiedene RNA-Nanodreiecke zu
konstruieren, die sich durch Selbstorganisation von sechs
Oligonukleotiden formten und fiir Strukturuntersuchungen
kristallisiert werden konnten. Die resultierenden Nanodrei-
ecke erwiesen sich als bemerkenswert stabil gegeniiber De-
naturierung. Thre modulare Zusammensetzung bietet einzig-
artige Merkmale fiir Anwendungen in den Bereichen der
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Medizin und Nanotechnik sowie als Modellsysteme zur Un-
tersuchung von Phédnomenen im Nanomafstab. Eine Modi-
fikation der Nanodreiecke durch Konjugation an einem oder
mehreren der zwolf RNA-Strangenden ermoglicht die zu-
kiinftige Herstellung von selbstorganisierenden Konstrukten
mit zusdtzlichen Funktionalitdten. Da die Eckbausteine der
Nanodreiecke aus Ligand-bindenden RNA-Schaltern beste-
hen, ist es moglich, Assoziation und Dissoziation der resul-
tierenden RNA-Architekturen durch Liganden-abhidngige
Konformationsénderung zu kontrollieren, was die Konstruk-
tion von Nanosensoren erlaubt, die Verdnderungen der Li-
gandkonzentration, z. B. im zelluldren Milieu, anzeigen.
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