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Kurzzusammenfassung / Abstract

Diese Dissertation beschreibt die Entwicklung und Anwendung der neuartigen Einzel-
molekil-Methode Tethered Multi-Fluorophore Motion (TMFM). Die Methode kombiniert
Prinzipien der DNA-Nanotechnologie mit Fluoreszenzmikroskopie und Hidden-Markov-
Modellierung zur Messung bimolekularer Reaktionskinetiken. Eine Besonderheit der Me-
thode besteht in der Fahigkeit zur Auflésung heterogener Kinetik innerhalb einer Probe.
TMFM wurde zur Untersuchung der Hybridisierungskinetik kurzer DNA-Doppelstrange in
Abhéngigkeit von verschiedenen Parametern verwendet.

This thesis reports on the development and application of the novel single-molecule
method Tethered Multi-Fluorophore Motion (TMFM). The method employs principles of
DNA nanotechnology along with fluorescence microscopy and Hidden-Markov modeling
to measure bimolecular reaction kinetics. A special feature of the method is the ability to
resolve heterogeneous kinetics within a sample. TMFM was used to study the hybridization
kinetics of short DNA double strands as a function of different parameters.

Die zentralen Ergebnisse wurden im folgenden Artikel veroffentlicht:

Matthias Schickinger, Martin Zacharias, and Hendrik Dietz°, “Tethered multifluorophore
motion reveals equilibrium transition kinetics of single DNA double helices”, Proceedings
of the National Academy of Sciences, vol. 115, no. 39, pp. E7512-E7521, 2018

° Korrespondierender Autor
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Einleitung

DNA kodiert das Erbgut aller bekannten Lebewesen. Eine fundamentale Eigenschaft

der DNA ist die Hybridisierung zweier DNA-Einzelstrange (single-stranded DNA, kurz:

ssDNA) revers-komplementdrer Basensequenz zu einem DNA-Doppelstrang (double-

stranded DNA, kurz: dsDNA). Die Spezifitiat der Basenpaarung und die reguldre Geo-

metrie von DNA-Doppelhelices machen DNA iiber ihre biologische Funktion hinaus zu

einem attraktiven Baumaterial fiir strukturierte, nanometerskalengrofie Objekte. Weg-

weisend fiir die Konzeption solcher DN A-Nanoarchitekturen war die Arbeit von Nadrian
Seeman aus dem Jahr 1982 [1]. Die seither andauernde Weiterentwicklung des Felds der

strukturellen DNA-Nanotechnologie brachte die Realisierung einer Fiille verschieden-

artiger kiinstlicher Nanosysteme aus DNA mit sich [2-7].

Einige dieser kiinstlichen Nanosysteme verwenden das Prinzip der reversiblen Hybri-
disierung von DNA-Strangen mit einer Linge von wenigen Basenpaaren (bp) zur Um-
setzung dynamischer Funktionen. Beispiele dafiir sind das Schalten zwischen verschie-
denen rdaumlichen Konformationen [8-10], die Erzeugung gerichteter Bewegung von
DNA-Walkern [11-13] oder DNA-Robotern [14], das Schliefen und Offnen von DNA-
ummantelten Hohlrdumen [15,16], die wiederholte ortsspezifische Arretierung beweg-
licher Strukturelemente [17], die Programmierung logischer Gatter [18, 19] oder der
standige Austausch hoch lokalisierter Fluoreszenzmarkierungen fiir Super-Resolution-
Mikroskopieaufnahmen [20,21].

In all diesen Mechanismen bestimmt die Kinetik der Assoziation und Dissoziation
einzelner DNA-Doppelstrange die Geschwindigkeit des Gesamtprozesses. Zur Fein-
justierung der Dynamik solcher Systeme oder zur Konzeption komplexerer Arrange-
ments aus vielen, zeitlich koordinierten Komponenten wére demnach ein detaillier-
tes Verstandnis der molekularen Kinetiken von grofiem Vorteil. Die Kinetik der DNA-
Hybridisierung ist jedoch bis heute noch nicht komplett verstanden [22-25] und ist Ge-
genstand aktueller Forschung [23-44]. Fiir die Entwicklung verldsslicher Modelle zur
Vorhersage der Hybridisierungskinetik einer beliebigen Basenpaarsequenz sind Mes-
sungen der Kinetik vieler verschiedener Sequenzvarianten notwendig [24].

Ein grofler Anteil der bisherigen experimentellen Daten zur Kinetik der DNA-Hybri-
disierung stammt aus Ensemble-Betrachtungen von Relaxationsdynamiken aus Nicht-
gleichgewichtszustdnden [24, 27-33, 42, 43, 45-53]. Der Prozess der Relaxation eines
Ensembles in den Gleichgewichtszustand stellt eine Uberlagerung vieler molekularer
Assoziations- und Dissoziationsereignisse dar. Das Ensemble-Signal ist die Summe der
Signale aller Molekiile der Probe. Feinheiten in den molekularen Kinetiken lassen sich
daher aus Ensemble-Messungen nur schwer oder tiberhaupt nicht rekonstruieren.

Im Gegensatz dazu bieten Einzelmolekiil-Experimente die Moglichkeit zur direkten
Beobachtung einzelner molekularer Assoziations- und Dissoziationsereignisse im dyna-
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mischen Gleichgewicht [20, 23, 26, 34, 35, 37, 3941, 44, 54-56]. Die Aufzeichnung vieler
einzelner Verweildauern der Interaktionspartner im assoziierten bzw. dissoziierten Zu-
stand ermoglicht neben der Bestimmung mittlerer Ubergangsraten auch die Erhebung
von Wahrscheinlichkeitsverteilungen der Verweildauern in den jeweiligen Zustanden.

Desweiteren bergen Einzelmolekiil-Messungen das Potential zur Identifikation von
Subpopulationen mit unterschiedlicher Kinetik [54-56]. Einzelne Interaktionspartner-
paare einer kinetisch heterogenen Probe konnten anhand ihrer individuellen Verweil-
dauerstatistik verschiedenen Subpopulationen zugeordnet werden. Allerdings korreliert
die Verlasslichkeit einer solchen Zuordnung naturgeméfs mit der Anzahl der detektier-
ten Verweildauern pro Interaktionspartnerpaar. Daher ist die Auftrennung einer kine-
tisch heterogenen Probe mit den bisherigen Einzelmolekiil-Methoden zur Messung der
DNA-Hybridisierungskinetik aus zwei Griinden nur eingeschrankt realisierbar. Erstens
werden in der Mehrzahl der bisherigen Methoden keine dauerhaft isolierten Paare von
Interaktionspartnern betrachtet, sondern es erfolgt ein standiger Austausch mit ande-
ren Kopien der Interaktionspartner aus der Probenldsung. Zweitens wird die Detektion
der Interaktionspartner in allen bisherigen Methoden durch Fluoreszenzmarkierung mit
einzelnen Farbstoffmolekiilen bewerkstelligt. Die Beobachtungsdauer jedes einzelnen
Interaktionspartners ist deshalb durch die Lebensdauer eines einzelnen Farbstoffmole-
kiils begrenzt, welche typischerweise im Bereich von Sekunden bis wenigen Minuten
liegt. Dadurch ist auch die Anzahl der detektierbaren Verweildauern pro Interaktions-
partnerpaar stark beschrankt.

Etablierung einer neuartigen Einzelmolekiil-Methode

Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit wurde eine neuartige Einzelmolekiil-Methode
zur Beobachtung wiederholter Assoziations- und Dissoziationsereignisse isolierter Inter-
aktionspartnerpaare iiber eine ausgedehnte Zeitspanne etabliert. Diese Methode basiert
auf dem Konzept der bereits existierenden Methoden Tethered Particle Motion (TPM) [57]
und Tethered Fluorophore Motion (TEM) [58].

In TPM wird ein Partikel, beispielsweise ein Polystyrol-Kiigelchen oder ein Gold-
Nanopartikel, am Ende eines DNA-Doppelstrangs befestigt. Das andere Ende des DNA-
Doppelstrangs wird an einer Oberfliche verankert. So wird der DNA-Doppelstrang zu
einer molekularen Leine, welche die diffusive Bewegung des Partikels auf ein halbku-
gelformiges Volumen begrenzt. Die Bewegung des Partikels wird mit einem Mikroskop
aufgezeichnet. Aus der Bewegung des Partikels konnen Riickschliisse auf die Gestalt
und die mechanischen Eigenschaften der DNA-Leine gezogen werden. TFM funktioniert
nach demselben Prinzip, wobei an Stelle des Partikels ein einzelnes Fluoreszenzfarb-
stoffmolekiil am oberflachenfernen Ende der Leine sitzt. Zu den zahlreichen Anwendun-
gen von TPM und TEM zidhlen Untersuchungen der Transkriptionskinetik [57,59-61],
der Protein-vermittelten Schlaufenbildung in dsDNA [62-77], der Aktivitit von Re-
striktionsenzymen [78], der DNA-Mechanik [79-81], DNA-Rekombination [82-87] und
DNA-Polymerisierung [58].

Eine grundlegende Neuerung der hier préasentierten Einzelmolekiil-Methode gegen-
tiber TPM und TFM ist die Verankerung zweier molekularer Interaktionspartner an spe-



zifischen Punkten des Partikel-Leinen-Systems. Die Interaktionspartner sind zueinander
revers-komplementdre DNA-Einzelstrange. Durch die Verankerung im Partikel-Leinen-
System werden die Interaktionspartner in einem gemeinsamen Reaktionsvolumen iso-
liert. Aus der Bewegung des oberflichenfernen Endes der Leine konnen Riickschliisse
auf den Bindezustand des Interaktionspartnerpaares gezogen werden.

Ein weiterer mafigeblicher Unterschied der hier prasentierten Methode zu TPM und
TFM besteht in der Verwendung von Prinzipien der strukturellen DNA-Nanotechnologie
zur Konstruktion von Reporter-Einheiten an beiden Enden der DNA-Leine. Die Reporter-
Einheiten sind kompakte rdumliche Gebilde aus DNA-Doppelhelices und tragen jeweils
zwanzig Fluoreszenzfarbstoffmodifikationen. Dadurch kann die Bewegung des oberfla-
chenfernen Endes der Leine iiber einen Zeitraum von mehr als einer Stunde im Fluores-
zenzmikroskop aufgezeichnet werden.

Die Fluoreszenzfarbstoffe der Reporter-Einheit am oberflichennahen Ende der Lei-
ne haben ein anderes Emissionsspektrum als die Fluoreszenzfarbstoffe der Reporter-
Einheit am oberflichenfernen Ende der Leine. Beide Enden der Leine konnen somit
in verschiedenen spektralen Kandlen eines Fluoreszenzmikroskops abgebildet werden.
Die Abbildung der Reporter-Einheit am oberflichennahen Ende der Leine ermdoglicht
u.a. den direkten Nachweis der korrekten Anbringung der einzelnen Partikel-Leinen-
Systeme an der Probenoberfldche.

Wegen der Markierung der Partikel-Leinen-Systeme mit vielen Fluoreszenzfarbstoff-
molekiilen tragt die neu entwickelte DNA-Leinen-basierte Einzelmolekiil-Methode den
Namen Tethered Multi-Fluorophore Motion (TMFM).

Anwendung der neuen Methode in Einzelmokiil-Studien zur DNA-Hybridisierungskinetik

Die neu entwickelte Methode TMFM wurde fiir drei Studien der Hybridisierungskinetik
kurzer DNA-Doppelstrange verwendet. Darin wurde die Abhédngigkeit der gemessenen
Hybridisierungskinetik von der Beschaffenheit des Partikel-Leinen-Systems, von der
Konzentration von Natriumionen in der umgebenden Losung und von der Basenpaar-
sequenz der Interaktionspartner untersucht. Die Ergebnisse der drei Studien verdeutli-
chen die Wichtigkeit der Bertiicksichtigung molekularer Heterogenitit in Messungen mit
chemisch synthetisierten Oligonukleotiden. Dariiber hinaus leisten sie einen Beitrag
zum besseren Verstindnis der DNA-Hybridisierungskinetik.

Inhaltlicher Aufbau dieser Dissertation

Kapitel 1 zeigt die konzeptionellen und experimentellen Schritte der Entwicklung der
Methode TMFM, vom strukturellen Design der DNA-Nano-Objekte fiir TMFM iiber
die Ensemble-Charakterisierung der assemblierten Objekte bis hin zur Einzelmolekiil-
Beobachtung der Objekte im Fluoreszenzmikroskop.

Kapitel 2 beschreibt die Auswertung der Einzelmolekiil-Mikroskopieaufnahmen. Ins-
besondere erfolgt hier eine detaillierte Charakterisierung der Dynamik verschiedener
Partikel-Leinen-Systeme, welche die Grundlage fiir die weiteren Analyseschritte schafft.
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Kapitel 3 beschreibt die Prozedur zum Riickschluss auf den Bindezustand eines Inter-
aktionspartnerpaares aus der Bewegung des entsprechenden oberflichenfernen Endes
der Leine. Aufierdem werden verschiedene Korrekturen der experimentellen Daten vor-
gestellt, insbesondere die Vorgehensweise zur Beriicksichtigung heterogener Hybridi-
sierungskinetik innerhalb einer Probe von DNA-Nano-Objekten gleichen Designs.

Kapitel 4 prasentiert die Ergebnisse der drei TMFM-Studien zur Hybridisierungs-
kinetik kurzer DNA-Doppelstrange in Abhédngigkeit von der Beschaffenheit des Partikel-
Leinen-Systems, von der Konzentration von Natriumionen in der umgebenden Losung
und von der Basenpaarsequenz der Interaktionspartner.

Kapitel 5 berichtet iiber eine ergdnzende Ensemble-Kompetitions-Studie zur Bestim-
mung des J-Faktors, eines im Kontext der TMFM-Messungen wichtigen Parameters.



1 DNA-Nano-Objekte fur TMFM

Dieses Kapitel behandelt die Konzeption und die experimentelle Umsetzung der neu-
artigen Einzelmolekiil-Methode Tethered Multi-Fluorophore Motion (TMFM). Zunéchst
erfolgt in Abschnitt 1.1 eine kurze Einfithrung der Technik Scaffolded DNA-Origami so-
wie damit verbundener Konzepte und Begriffe. AnschliefSend stellt Abschnitt 1.2 den
strukturellen Aufbau der mit der DNA-Origami-Technik entwickelten Nano-Objekte
vor. Abschnitte 1.3 und 1.4 zeigen die Ergebnisse der Qualitdatskontrolle der assem-
blierten DNA-Nano-Objekte. Abschlieflend beschreibt Abschnitt 1.5 die Beobachtung
einzelner DNA-Nano-Objekte im Fluoreszenzmikroskop.

1.1 Scaffolded DNA-Origami

Scaffolded DNA-Origami ist eine Technik zur Konzeption und Herstellung von ebe-
nen [88] oder rdumlichen [89, 90] nanometerskalengrofien DNA-Objekten definierter
Struktur. Es gibt verschiedene Arten der Umsetzung dieses Prinzips. Die Ausfithrungen
in diesem Abschnitt geben wieder, wie die Technik im Rahmen der hier vorgestellten
Arbeit angewandt wurde. Fiir eine detailliertere Einfiihrung in die Methodik sei bei-
spielsweise auf die Veroffentlichung von Castro et al. aus dem Jahr 2011 [91] verwiesen.

Die mit Scaffolded DNA-Origami konzipierten DN A-Nano-Objekte bestehen aus zwei
Sorten von DNA-Einzelstrangen: dem Scaffold und den Staples. Der Scaffold ist ein bio-
technologisch hergestellter [92], mehrere Kilobasen (kb) langer zirkuldrer Einzelstrang,
dessen Basensequenz auf dem Genom des M13-Bakteriophagen basiert. Die Staples sind
per chemischer Synthese hergestellte, lineare Einzelstrange mit einer Lange von ca. 20
bis 50 Nukleotiden (nt). Jedes im Rahmen dieser Arbeit konzipierte DN A-Nano-Objekt
besteht aus genau einem Scaffold-Molekiil und einem spezifischen Satz von etwa 200
verschiedenen Staple-Molekiilen. Die Basensequenzen der Staples sind abschnittswei-
se komplementar zur Basensequenz des Scaffolds. Durch Hybridisierung zwischen ba-
senkomplementdren Abschnitten von Scaffold und Staples bilden sich doppelhelikale
Doménen. Bindet ein Staple an zwei verschiedene Abschnitte des Scaffolds, werden da-
durch zwei doppelhelikale Doménen miteinander verkniipft. Durch die Ausformung
vieler solcher Verkniipfungen entsteht eine kompakte, geordnete Struktur. Ein gangiges
Struktur-Element sind Helix-Biindel, d.h. Anordnungen paralleler, miteinander quer-
vernetzter DNA-Doppelhelices in einem regelméfsigen Gitter.

In der Regel ist die Sequenz eines einzelnen Staples nicht die Komplementédrsequenz
eines durchgédngigen Scaffold-Abschnitts. Die Mehrzahl der Staples ist derart gestaltet,
dass Teile eines einzelnen Staple-Strangs an zwei oder mehrere verschiedene Abschnitte
des Scaffolds binden. Ein DNA-Origami-Objekt kann als ein Geflecht aus DNA-Strangen
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betrachtet werden, in welchem sich Stellen des Scaffold-Strangs in rdaumlicher N&he
zueinander befinden, die entlang des Scaffold-Riickgrats gemessen weit voneinander
entfernt sind. Die Software caDNAno [93] erleichtert die Konstruktion eines solchen
Geflechts mithilfe einer grafischen Benutzeroberfldche. Ein Strang-Diagramm zeigt die
Konnektivitdt der beteiligten DNA-Strange. Dabei verlaufen die Achsen der Doppelhe-
lices in horizontaler Richtung. Die Verkniipfungen zwischen verschiedenen Doppelheli-
ces verlaufen in vertikaler Richtung (vgl. Abbn. 1.2, 1.3, 1.5 und 1.6).

Nach Eingabe der Basensequenz des Scaffolds erhilt der Benutzer als Ausgabe die
passenden Staple-Sequenzen. Die Synthese der Staples erfolgt tiblicherweise durch einen
kommerziellen Anbieter. Wahrend oder auch nach der Synthese konnen die Staple-
Strange mit Modifikationen am Zucker-Phosphat-Riickgrat oder an einer der Basen ver-
sehen werden. Mehrere Staple-Strange in den DNA-Nano-Objekten fiir TMFM wurden
herstellerseitig mit Biotin-Gruppen oder verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen funktio-
nalisiert.

Die DNA-Nano-Objekte werden nach dem Prinzip der Selbstassemblierung aus ihren
einzelnen Bestandteilen zusammengefiigt. Scaffold und Staples werden in salzhaltiger
Losung vermengt, wobei die Staples im Regelfall im molaren Uberschuss zum Scaffold
vorliegen. Die Reaktionsmischung wird nun zunéchst erhitzt, um alle bereits bestehen-
den Basenpaarungen aufzulosen. Anschlieffend wird die Reaktionsmischung langsam
abgekiihlt. Wahrend des Abkiihlens binden die sequenzkomplementdren Abschnitte
des Scaffold-Strangs und der Staple-Strange aneinander. Letztendlich formen sich voll-
stindige DNA-Nano-Objekte aus. Details zur Herstellung der DNA-Nano-Objekte fiir
TMEM finden sich in Anhang A.2.1.

1.2 Struktureller Aufbau der DNA-Nano-Objekte

Jedes DNA-Nano-Objekt besteht aus zwei Reporter-Einheiten und einer Leine (siehe
Schemata in Abb 1.1). Die Leine ist ein DNA-Doppelstrang und verbindet die Reporter-
Einheiten miteinander. Die Reporter-Einheiten sind Biindel aus DNA-Doppelhelices
(vgl. Abb. 1.1b und 1.2 bzw. 1.3). Sie sind mit Fluoreszenzfarbstoffen versehen, wobei fiir
die beiden Einheiten zwei verschiedene Farbstoff-Sorten (Cy3 und Cy5) verwendet wur-
den. Aufgrund der unterschiedlichen Emissionsspektren der zwei Farbstoff-Sorten ist
es moglich, die Reporter-Einheiten unabhéngig voneinander in verschiedenen spektra-
len Kanilen eines Fluoreszenzmikroskops zu detektieren. Eine der Reporter-Einheiten
tragt Biotin-Modifikationen, welche die spezifische Befestigung des Objekts an einer
Oberflache ermoglichen (Abb. 1.1a und 1.2¢). Das Gebilde aus Reporter-Einheiten und
DNA-Leine wird in dieser Arbeit auch als ,Partikel-Leinen-System” bezeichnet. Inner-
halb des Partikel-Leinen-Systems kénnen Paare von interaktionsfahigen Molekiilen an
definierten Positionen angebracht werden. In der hier prédsentierten Arbeit wurde die
Interaktion zwischen zueinander revers-komplementdren DNA-Einzelstrangen unter-
sucht (Abb. 1.1 und 1.5). Die folgenden Abschnitte erldutern Details zum Aufbau der
Reporter-Einheiten und der DNA-Leine sowie zur Verankerung der Interaktionspartner.



1.2 STRUKTURELLER AUFBAU DER DNA-NANO-OBJEKTE 7

a . y{g_‘j_‘.
3 5 % B:
Pa—
b

Abbildung 1.1: Schemata eines DNA-Nano-Objekts in den Zustanden ohne Schlaufe und mit Schlaufe
(a) Darstellung in 2D. Die grauen Rechtecke mit roten/griinen Sternen reprasentieren die Reporter-
Einheiten mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoff-Markierungen. Die Reporter-Einheit mit dem griinen Stern
ist an einer Probenoberflache immobilisiert. Eine doppelstrangige DNA-Leine (schwarze Linie) verbindet die
Reporter-Einheiten miteinander. Innerhalb der DNA-Leine zweigen Einzelstrdnge ab, die zueinander revers-
komplementéare Sequenzen B und B’ enthalten (linke Seite der reversiblen Reaktion). Mit Ausformung des
Duplex B:B’ entsteht eine Schlaufe in der DNA-Leine (rechte Seite der reversiblen Reaktion). (b) Darstellung
in 3D. Dicke Zylinder reprasentieren DNA-Doppelhelices. Die Reporter-Einheiten sind Blindel aus DNA-
Doppelhelices. Rote/griine Kugeln deuten einzelne Fluoreszenzfarbstoffmolekille an den Oberflachen der
Reporter-Einheiten an. Dlnne Zylinder reprasentieren die Einzelstrange mit den Interaktionssequenzen B
und B’ (beachte Detailansichten).
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1.2.1 Die immobile Reporter-Einheit

Die Reporter-Einheit, die zur Befestigung an der Oberfldche vorgesehen ist, wird in die-
ser Dissertation als ,immobile Reporter-Einheit” bezeichnet. Abbildung 1.2 zeigt Details
zu ihrem Aufbau. Der Korpus der immobilen Reporter-Einheit besteht aus etwa 1300
Basenpaaren, die sich auf 16 wabenférmig angeordnete Doppelhelices verteilen. Parallel
zur Symmetrieachse der Helices betrdgt die Lange des Korpus etwa 28 nm, wenn man
von einem mittleren Beitrag pro Basenpaar von 0,335 nm ausgeht. Die grofste Ausdeh-
nung der immobilen Reporter-Einheit senkrecht zur helikalen Achse misst 15 nm, wenn
man von einem mittleren Beitrag pro Doppelhelix von 2,5nm ausgeht.

Zwanzig Staple-Molekiile der immobilen Reporter-Einheit sind in 5’-Richtung um
zwei T-Nukleotide verldngert, die nicht dafiir vorgesehen sind, an den Scaffold zu bin-
den. Stattdessen sollen diese einzelstrangigen Fortsdatze an oberflichenexponierten Stel-
len von ihren jeweiligen Doppelhelices abzweigen und in die umgebende Losung her-
ausragen (Abb. 1.2 ¢, griin eingefdrbte Staples). Jeder dieser Fortsétze ist am 5’-Terminus
mit einem Cy3-Farbstoff-Molekiil modifiziert. Die Positionen der Cy3-modifizierten Ter-
mini sind moglichst gleichméfiig tiber die Oberfliche der Reporter-Einheit verteilt, um
Fluoreszenzausloschung zwischen den Farbstoff-Molekiilen zu vermeiden.

An einer Stirnseite der immobilen Reporter-Einheit ragen sechs Staple-Fortsdtze mit
je 15 T-Basen Lange aus den Enden von Doppelhelices hervor (Abb. 1.2 c, magentafar-
bene Staples). Die Termini dieser Fortsitze tragen jeweils eine Biotin-TEG-Modifikation.
Die Biotin-Reste dienen im TMFM-Experiment zur Verankerung der Reporter-Einheit
an der Probenoberfldche. Letztere ist mit PEG-Ketten funktionalisiert, welche an einem
Ende kovalent mit der Oberfldche verbunden sind. Ein Teil dieser PEG-Ketten tragt am
oberflachenfernen Ende ebenfalls eine Biotin-Modifikation. Die Verankerung der immo-
bilen Reporter-Einheiten kommt iiber Biotin-NeutrAvidin-Biotin-Briicken zwischen den
Biotin-modifizierten Staple-Uberhingen und den Biotin-modifizierten PEG-Ketten zu-
stande. Aufgrund dieser Art der Verankerung verfiigt die immobile Reporter-Einheit —
entgegen ihrer Bezeichnung — iiber einen gewissen Bewegungsspielraum. Details zur
Verankerung der DNA-Nano-Objekte finden sich in Anhang A.2.4.

An der gegentiberliegenden, im TMFM-Experiment oberflichenfernen Stirnseite der
immobilen Reporter-Einheit schliefst als Verlangerung von Helix Nummer 7 die DNA-
Leine an die Plattform an (Abb. 1.2 ¢, mit Stern gekennzeichnete Stelle am rechten Rand).
Die DNA-Leine miindet an ihrem anderen Ende in die mobile Reporter-Einheit.

1.2.2 Die mobile Reporter-Einheit

Diese Reporter-Einheit bewegt sich im TMFM-Experiment diffusiv in einem durch die
Konturldnge der DNA-Leine gegebenen, halbkugelférmigen Volumen. Ihr Bewegungs-
spielraum ist deutlich grofier als der Bewegungsspielraum der immobilen Reporter-
Einheit. Daher wird sie in dieser Dissertation als , mobile Reporter-Einheit” bezeich-
net. Abbildung 1.3 zeigt Details zu ihrem Aufbau. Die mobile Reporter-Einheit ist ein
Biindel aus sechs schachbrettartig angeordneten Doppelhelices, welches insgesamt etwa
500 Basenpaare umfasst. Die Lange des Korpus der mobilen Reporter-Einheit parallel
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Abbildung 1.2: Details zum Aufbau der immobilen Reporter-Einheit

(a) Querschnittsflache senkrecht zur helikalen Achse. (b) VergroBerte Ansicht der 3D-Darstellung aus
Abb. 1.1. Zylinder reprasentieren einzelne DNA-Doppelhelices. Kugeln deuten einzelne Cy3-Molekdle an.
(c) Strang-Diagramm, exportiert aus caDNAno v0.2 [93]. Nummerierung der Helices wie in a. Scaffold in
Schwarz. Unmodifizierte Staples in Grau, Cy3-modifizierte Staples in Griin, Biotin-TEG-modifizierte Staples
in Magenta. Stern resp. Raute kennzeichnen die Anknipfungspunkte der DNA-Leine resp. des nach dem
enzymatischen Verdau verbleibenden doppelstrangigen Fortsatzes (siehe Text ab S. 11 sowie Abb. 1.4).
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zur Symmetrieachse der Helices betrdgt ebenfalls etwa 28 nm, wenn man von einem
mittleren Beitrag pro Basenpaar von 0,335nm ausgeht. Ihre grofite Ausdehnung senk-
recht zur helikalen Achse misst rund 9 nm, wenn man von einem mittleren Beitrag pro
Doppelhelix von 2,5nm ausgeht.

Die Fluoreszenzfarbstoffe sind an der mobilen Reporter-Einheit nach demselben Prin-
zip angebracht wie an der immobilen Reporter-Einheit: An den 5’-Enden von 20 Staple-
Strangen sollen einzelstrangige Fortsdtze aus zwei T-Nukleotiden von ihren jeweiligen
Doppelhelices abzweigen und in die umgebende Losung herausragen (Abb. 1.3 ¢, rot
eingefarbte Staples). Jeder dieser Staple-Strange ist am 5’-Terminus mit einem Cy5-
Farbstoff-Molekiil modifiziert. Wie bei der immobilen Reporter-Einheit sind auch bei der
mobilen Reporter-Einheit die Positionen der Farbstoff-Molekiile moglichst gleichmafSig
tiber die Oberflache der Reporter-Einheit verteilt, um gegenseitige Fluoreszenzauslo-
schung zu vermeiden.
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Abbildung 1.3: Details zum Aufbau der mobilen Reporter-Einheit

(a) Querschnittsflache senkrecht zur helikalen Achse. (b) VergréBerte Ansicht der 3D-Darstellung aus
Abb. 1.1. Zylinder reprasentieren einzelne DNA-Doppelhelices. Kugeln deuten einzelne Cy5-Molekdile an.
(c) Strang-Diagramm, exportiert aus caDNAno v0.2 [93]. Nummerierung der Helices wie in a. Scaffold in
Schwarz, Staples in Rot. Jedes Staple ist Cy5-modifiziert. Stern resp. Raute kennzeichnen die Anknip-
fungspunkte der DNA-Leine resp. des nach dem enzymatischen Verdau verbleibenden doppelstréangigen
Fortsatzes (siehe Text ab S. 11 sowie Abb. 1.4).
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1.2.3 Aufbau der DNA-Leine und Verankerung der Interaktionspartner

Die Abschnitte des Scaffolds zwischen den Reporter-Einheiten bleiben ungefaltet. Sie
werden lediglich durch Zugabe von Staples mit den entsprechenden Komplementar-
Sequenzen vollstindig doppelstrangig gemacht. Diese Staples werden im Folgenden als
,Leinen-Staples” bezeichnet und haben fast alle eine Linge von 42nt. Da der Scaffold
zirkuldr ist, existieren nach der Selbstassemblierung der DNA-Nano-Objekte zundchst
zwei doppelstrangige Verbindungen zwischen den Reporter-Einheiten. Sie verbinden
jeweils die zwei mit Sternen bzw. Rauten gekennzeichneten Positionen in Abb. 1.2 ¢ und
Abb. 1.3c.

Im TMFM-Experiment sollen die Reporter-Einheiten durch eine einzelne Leine ver-
bunden sein. Um dies zu erreichen, wird eine der zwei Verbindungen zwischen den
Reporter-Einheiten durch enzymatischen Verdau herausgeschnitten. Abbildung 1.4 ver-
anschaulicht diesen Arbeitsschritt. Das Erkennungsmotiv des Restriktionsenzyms Clal
(Abb. 1.4a) taucht im Scaffold genau zweimal auf. Die Sequenz des Scaffolds wurde
beim Design der DNA-Nano-Objekte derart positioniert, dass diese beiden Stellen in-
nerhalb der Verbindung zwischen Helix 14 der immobilen Reporter-Einheit und Helix 1
der mobilen Reporter-Einheit liegen (Abb. 1.4b, links). Durch den enzymatischen Ver-
dau mit Clal wird diese Verbindung unterbrochen und ein etwa 2,9 kbp langes Fragment

5'— AT CGAT— 3’
3~ TAGC,TA-—5"

Abbildung 1.4: Linearisierung des Scaffolds durch Verdau mit der Restriktionsendonuklease Clal

(a) Erkennungsmotiv fir das Restriktionsenzym Clal. Das Enzym zerschneidet das DNA-Rickgrat an den
durch Pfeile gekennzeichneten Stellen. (b) Schema der Verdau-Reaktion. Graue Rechtecke mit roten/griinen
Sternen reprasentieren die Reporter-Einheiten. Schwarze Linien reprasentieren die ungefalteten, doppel-
strangigen Abschnitte des DNA-Nano-Objekts. Scheren-Symbole kennzeichnen die zwei Stellen, an denen
das Erkennungsmotiv in der Scaffold-Sequenz auftritt. Die Zahlen stehen fiir den Index der jeweiligen C-
Base im Scaffold-Strang (gezahlt ab dem Startpunkt der Sequenz p8064 in caDNAno v0.2 [93]).
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aus dem Scaffold-Staple-Doppelstrang herausgeschnitten (Abb. 1.4b, rechts). Es verblei-
ben doppelstrangige Fortsdtze an Helix 14 der immobilen Reporter-Einheit resp. Helix 1
der mobilen Reporter-Einheit mit einer Lange von 87 resp. 131 bp. An den Enden der
Fortsitze befindet sich jeweils ein 5'-CG-Uberhang. Es ist prinzipiell denkbar, dass diese
beiden Uberhinge miteinander hybridisieren und dadurch eine sehr kurze Verbindung
zwischen den Reporter-Einheiten herstellen. Die Stabilitdt einer Duplexbindung von nur
zwei GC-Basenpaaren Léange ist jedoch vergleichsweise gering. Eine solche Bindung wi-
re, falls sie tiberhaupt auftritt, sehr kurzlebig. In Kontroll-Experimenten wurden keine
Anzeichen beobachtet, die auf einen potenziell storenden Einfluss dieser kurzen Uber-
hédnge auf das Mess-System hindeuten (vgl. Abschnitt 2.5).

Die Verbindung zwischen Helix 7 der immobilen Reporter-Einheit und Helix 0 der
mobilen Reporter-Einheit verbleibt nach dem Verdau mit Clal als Leine zwischen den
Reporter-Einheiten. Neben der Funktion der Leine, die Reporter-Einheiten zu verbinden,
bietet sie die Moglichkeit zur Verankerung molekularer Interaktionspartner. Immer dort,
wo zwei benachbarte Leinen-Staples aneinander grenzen, befindet sich ein Einzelstrang-
bruch. Molekulare Interaktionspartner konnen z. B. als terminale Staple-Modifikationen

b C:
- .
A\ \
0 ATGGCAAATTAGGCTCTGGAAAGACGCTCGTTAGCGTTGGTAY. .
42 bp .
21 bp
=1][21bp 2

42 bp Si i

EEXAEERE

1)9v9v919))11111)1)191

6 5 4 3 14 15 2 1 0 9 8 7 10 11 12 13

Abbildung 1.5: Verankerung der Interaktionspartner — distale und proximale Geometrie

(a) Verankerung der Interaktionspartner in der distalen Geometrie. Strichzeichnung eines DNA-Nano-
Objekts analog zu Abb. 1.1 a. Die grauen Rechtecke mit rotem/griinem Stern reprasentieren die Reporter-
Einheiten. Die schwarze Linie repréasentiert die DNA-Leine. Dynop: Konturldnge des Leinenstiicks zwischen
der mobilen Reporter-Einheit und dem Ankerpunkt von Interaktionspartner B. Dinm: Konturlange des Leinen-
stlicks zwischen der immobilen Reporter-Einheit und dem Ankerpunkt von Interaktionspartner B’. L: Kontur-
lange des Leinenstlcks zwischen den Ankerpunkten der beiden Interaktionspartner. (b) Schema des Auf-
baus der DNA-Leine mit Verankerung der Interaktionspartner in der distalen Geometrie. Scaffold in Schwarz,
Staples in Grau und Farbe. Gepunktete Abschnitte: Fortsetzung einer doppelstrangigen DNA-Leine aus
durchgangigem Scaffold und je 42 nt langen Staples. (c,d) Verankerung der Interaktionspartner in der pro-
ximalen Geometrie. Strang-Diagramme analog zu Abbn. 1.2 und 1.3. Scaffold in Schwarz, Staples in Grau
und Farbe. Die gestrichelten Linien deuten die Fortsetzung der DNA-Leine zwischen den Reporter-Einheiten
an. Die Dreiecke kennzeichnen die Bezugspunkte fir die Berechnung der Konturldangen Dpop und Dimm.
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an diesen Positionen verankert werden. Der Abstand zwischen zwei Basenpaaren (ca.
0,335nm) bestimmt die raumliche Genauigkeit der Verankerung. Im Rahmen der hier
prasentierten Arbeit handelt es sich bei den Interaktionspartnern um zueinander revers-
komplementire DNA-Sequenzen, welche mit B und B” bezeichnet werden (Abb. 1.5a).
Sie werden als 3’-terminale Verlingerungen von Staples am DNA-Nano-Objekt ver-
ankert (Abb. 1.5b-d). Dabei ist jeweils zwischen dem an den Scaffold bindenden Teil
und der Interaktionssequenz eine Verbinder-Sequenz aus zwolf T-Nukleotiden einge-
tagt (Abb. 1.5¢,d). Zur Verankerung eines Interaktionspartners in der Leine wird ein
42nt langes Leinen-Staple im Reaktionsgemisch der Selbstassemblierung durch zwei
Staples ersetzt, die jeweils 21 nt dieses 42-mers enthalten. Eines dieser zwei Staples ist
zusétzlich in 3’-Richtung um den Ti,-Verbinder und die jeweilige Interaktionssequenz
verlangert. Der so entstandene einzelstrangige Fortsatz aus dem T;,-Verbinder und der
Interaktionssequenz zweigt am 3’-Ende des an den Scaffold bindenden, 21 nt langen
Abschnitts dieses Staples von der Leine ab (Abb. 1.5b,c¢).

Ein Teilaspekt der Charakterisierung der Methode TMFM ist der Einfluss der Geo-
metrie des Partikel-Leinen-Systems auf die Interaktion zwischen den Einzelstrangen B
und B’ (siehe Abschnitt 4.1). Zur Untersuchung dieses Einflusses wurden verschiede-
ne Varianten von DNA-Nano-Objekten hergestellt. Konkret wurden die Konturlingen
der drei Leinenstiicke zwischen der mobilen Reporter-Einheit und dem Ankerpunkt
von Interaktionspartner B (Dy,p), zwischen der immobilen Reporter-Einheit und dem
Ankerpunkt von Interaktionspartner B’ (Dijmm) sowie zwischen den Ankerpunkten der
Interaktionspartner (L) variiert. In der ,proximalen Verankerungsgeometrie” ist Diy,cp
gleich 55bp (Abb. 1.5¢) und Dinm ist gleich Null, da der Einzelstrang mit der Sequenz
B’ aus einem Helixende der immobilen Reporter-Einheit hervorsteht (Abb. 1.5d). In der
,distalen Verankerungsgeometrie” ist Do}, gleich 307 bp und Dimm gleich 252 bp.

Beide Verankerungsgeometrien wurden mit mehreren verschiedenen Konturlangen L
kombiniert, bei jeweils gleich bleibenden Werten von Dy,,op und Dimm. Es ist folglich not-
wendig, die Gesamtlange der DNA-Leine zwischen den Reporter-Einheiten anzupassen.
Der folgende Abschnitt beschreibt den dazu verwendeten Mechanismus.

1.2.4 Mechanismus zur Anpassung der Gesamtleinenlange

Zur besseren Vergleichbarkeit zwischen den Experimenten mit DNA-Nano-Objekten
unterschiedlicher Gesamtleinenlédnge ist es sinnvoll, wenn die Sequenzen der Staples
der Reporter-Einheiten unverandert bleiben. Aufierdem wiére eine individuelle Synthe-
se der Farbstoff- oder Biotin-modifizierten Staples fiir jede Leinenldngen-Variante sehr
kostspielig. Es wurde ein Mechanismus entwickelt, welcher es durch Austausch einzel-
ner Untergruppen von Staples ermoglicht, verschiedene Gesamt-Leinenldngen einzu-
stellen und dabei die Sequenzen aller modifizierten Staples und fast aller unmodifizier-
ten Staples in den Reporter-Einheiten beizubehalten. Abbildungen 1.6 und 1.7 veran-
schaulichen den sogenannten , Aufroll-Mechanismus”, durch den die Leine ausgehend
von ihrer maximalen Gesamtldnge um eines oder mehrere Segmente zu je 252bp ver-
kiirzt werden kann. Zur Verkiirzung der Leine um das erste Segment wird ein 6-Helix-
Biindel mit einer totalen Scaffold-Lange von 252 Nukleotiden an Helix 7 der immobilen
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a %

b %

Abbildung 1.6: Mechanismus zur Anpassung der Leinenlénge: Verkiirzung um ein bis zwei Segmente
Funktionsprinzip der Verkiirzung der Leine um (a) ein und (b) zwei 252-bp-Segmente. Links: Querschnitts-
flachen der immobilen Reporter-Einheit (weif3) mit angrenzenden aufgerollten Leinensegmenten (grau). Der
Stern kennzeichnet jeweils Helix 7. Pfeile deuten Scaffold-Verbindungen zwischen den Biindeln und der
Reporter-Einheit an. Die hantelférmige Verbindungslinie in b deutet die Verknlpfung zweier Helices durch
Staples an (oberste und unterste Helix im Strang-Diagramm). Mitte: 3D-Darstellung der immobilen Reporter-
Einheit mit je einem angrenzenden kurzen 6-Helix-Blindel pro aufgerolltem Leinen-Segment. Zylinder repréa-
sentieren einzelne DNA-Doppelhelices. Grafiken wurden mit CanDo [94] erstellt. Rechts: Strang-Diagramm,

exportiert aus caDNAno v0.2 [93]. Scaffold in Schwarz, Staples in Grau. Sterne kennzeichnen den Ankndip-
fungspunkt der Leine an Helix 7.
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Abbildung 1.7: Mechanismus zur Anpassung der Leinenléange: Verkiirzung um bis zu zehn Segmente
Verkirzung der Leine um (a) vier, (b) sechs, (c) acht oder (d) zehn Segmente. Jeweils links: Querschnitts-
flachen der immobilen Reporter-Einheit (wei3) mit angrenzenden aufgerollten Leinensegmenten (grau).
Der Stern kennzeichnet jeweils Helix 7. Pfeile deuten Scaffold-Verbindungen an. Hantelférmige Verbin-
dungslinien deuten Verknipfungen zweier Helices durch Staples an. Jeweils rechts: Entsprechende 3D-
Darstellungen, erstellt mit CanDo [94]. Zylinder repréasentieren einzelne DNA-Doppelhelices.
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Reporter-Einheit abgezweigt (Abb. 1.6 a). Der freie Teil der Leine verkiirzt sich dement-
sprechend um 252 bp. Zur Verkiirzung um eine weitere Stufe wird ein weiteres 6-Helix-
Biindel an Helix 7 der immobilen Reporter-Einheit abgezweigt (Abb. 1.6b). Das erste
Biindel zweigt nun nicht mehr an Helix 7 der immobilen Reporter-Einheit ab, sondern
an einer Helix des Biindels der zweiten Stufe. Auf diese Art und Weise entsteht pro 252-
bp-Segment, um das die Leine verkiirzt wird, ein zusétzliches kurzes 6-Helix-Btindel am
Rand der immobilen Reporter-Einheit (vgl. Abb. 1.7). Die kiirzeste Gesamt-Leinenldnge
aller im Rahmen dieser Arbeit fiir TMFM-Experimente verwendeten Objekte hatte das
Objekt mit L = 546 bp und der proximalen Verankerungsgeometrie. Dazu wurden zehn
Segmente, d. h. insgesamt 2520 bp, in zehn kurzen 6-Helix-Biindeln am Rand der immo-
bilen Reporter-Einheit aufgerollt (Abb. 1.7 d).

1.2.5 Referenzobjekte fiir die Zustdnde ohne und mit Schlaufe in der Leine

Die DNA-Nano-Objekte mit Interaktionspartnern konnen entweder ohne oder mit ei-
ner Schlaufe in der DNA-Leine vorliegen (vgl. Abb. 1.1). Sind die Interaktionspartner B
und B’ voneinander geldst, so hat das Objekt keine Schlaufe in der Leine. Mit Ausfor-
mung des Duplex B:B” entsteht eine Schlaufe in der Leine. Fiir beide Zustdande wurden
Referenz-Objekte entworfen, die bei korrekter Selbstassemblierung dauerhaft in einem
der beiden Zustdande verweilen sollen.

Als Referenz fiir den Zustand ohne Schlaufe in der Leine wurden Objekte entworfen,
bei denen eine Interaktionssequenz oder beide Interaktionssequenzen fehlen (Abb. 1.8).
An den Ankerpunkten der Interaktionspartner in der distalen Verankerungsgeometrie
befinden sich in keinem dieser Objekte einzelstringige Staple-Uberhidnge (Abb. 1.8a).
Die i0-Referenz hat an den Ankerpunkten der Interaktionspartner in der proximalen
Verankerungsgeometrie jeweils einen 3’-terminalen, zwolf T-Nukleotide langen einzel-
strangigen Staple-Uberhang. Diese zwei Staple-Uberhénge tragen jedoch keine Interak-
tionssequenzen (Abb. 1.8b,c,d). Die BO-Referenz hat am Ankerpunkt nahe der mobi-
len Reporter-Einheit in der proximalen Verankerungsgeometrie einen einzelstrangigen
3’-terminalen Staple-Uberhang mit Ty,-Verbinder und Interaktionssequenz B (Abb. 1.8 e,
f). Am Ankerpunkt an Helix 1 der immobilen Reporter-Einheit hat dieses Referenz-
Objekt jedoch keinen einzelstrangigen Staple—Uberhang (Abb. 1.8¢,i). Die 0-Referenz
hat gar keine einzelstrangigen Uberhinge an moglichen Ankerpunkten der Interaktions-
partner (Abb. 1.8, g, h,i).

Die Objekte der i0-Referenz, der 0-Referenz und der BO-Referenz sollten keine Schlau-
fe in der DNA-Leine ausformen konnen. Trédte in diesen Objekten doch eine Schlaufen-
bildung auf, wiirde das auf einen weiteren Mechanismus der Schlaufenbildung neben
der Bildung des Duplex B:B” hindeuten.

Als Referenzen fiir den Zustand mit Schlaufe wurden Objekte entworfen, bei denen
die Scaffold-Abschnitte nahe der Ankerpunkte der Interaktionspartner durch Staples
fest miteinander verbunden werden (Abb. 1.9). Die F,-Referenz ahmt den Zustand mit
Schlaufe bei Verankerung der Interaktionspartner in der proximalen Verankerungsgeo-
metrie nach (Abb. 1.9 a,b). Die F4-Referenz ahmt den Zustand mit Schlaufe bei Veranke-
rung der Interaktionspartner in der distalen Verankerungsgeometrie nach (Abb. 1.9 c-e).
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Abbildung 1.8: Referenzobjekte ohne Schlaufe in der Leine: i0-Referenz, 0-Referenz und B0-Referenz
(a) Schema des Aufbaus der DNA-Leine ohne Staple-Uberhdnge an den Ankerpunkten der Interaktions-
partner in der distalen Verankerungsgeometrie. Scaffold in Schwarz, Staples in Grau. Gepunktete Abschnit-
te: Fortsetzung einer doppelstrangigen DNA-Leine aus durchgangigem Scaffold und je 42 nt langen Staples.
(b) Schema der i0-Referenz. Die grauen Rechtecke mit roten/griinen Sternen reprasentieren die Reporter-
Einheiten. Die schwarze Linie reprasentiert die DNA-Leine. Die kurzen grauen Linien deuten einzelstrangige
T12-Uberhange an. (c,d) Strang-Diagramme fiir die Verankerung der T1o-Uberhdnge in der i0-Referenz:
(c) Leinenende nahe der mobilen Reporter-Einheit, (d) Seite der immobilen Reporter-Einheit mit dem An-
kerpunkt des Interaktionspartners in der proximalen Verankerungsgeometrie. Scaffold in Schwarz, Staples
in Grau und Farbe. Die gestrichelten Linien deuten die Fortsetzung der DNA-Leine zwischen den Reporter-
Einheiten an. Jeweils ganz rechts: Querschnitte der jeweiligen Reporter-Einheit senkrecht zur helikalen
Achse, mit derselben Nummerierung der Helices wie im entsprechenden Strang-Diagramm. (e) Schema
der B0-Referenz, analog zu a. Die kurze blaue Linie deutet die Interaktionssequenz B an. (f,g) Strang-
Diagramme des Leinenendes nahe der mobilen Reporter-Einheit, jeweils analog zu c, fir (f) die BO-Referenz
(Interaktionssequenz B in Blau) und (g) die 0-Referenz. (h) Schema der 0-Referenz, analog zu a. (i) Strang-
Diagramm eines Teils der immobilen Reporter-Einheit fir die 0- und BO-Referenzen, analog zu d.

T39VOVOIDIIIIIIIIII1D)

o

35VVoOVO

TO9VOVILI9I0IIILIIIII10)|




18 1. DNA-NANO-OBJEKTE FUR TMFM

In jeder der Referenzen fiir den Zustand mit Schlaufe sollen die Ankerpunkte der
Interaktionspartner durch zwei bestimmte Staples fest miteinander verkniipft werden.
Jedes dieser Staples kann mit einem Teil an einen Scaffold-Abschnitt nahe des An-
kerpunktes eines Interaktionspartners binden und mit dem restlichen Teil an einen
Scaffold-Abschnitt nahe des Ankerpunktes des anderen Interaktionspartners binden
(Abb. 1.9b,d,e). Dabei besteht allerdings auch eine gewisse Wahrscheinlichkeit, dass
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Abbildung 1.9: Referenzobjekte mit fester Schlaufe in der Leine: F-Referenz und Fy-Referenz

(a) Schema der Fyp-Referenz. Die grauen Rechtecke mit roten/griinen Sternen représentieren die Reporter-
Einheiten. Die schwarze Linie reprasentiert die DNA-Leine. Die kurze graue Linie deutet die Verknlp-
fung zwischen den Ankerpunkten der Interaktionspartner in der proximalen Verankerungsgeometrie an.
(b) Strang-Diagramm der Verkniipfung fur die Fy-Referenz. Gezeigt sind das Leinenende nahe der mobilen
Reporter-Einheit und die Seite der immobilen Reporter-Einheit mit dem Ankerpunkt des Interaktionspartners
in der proximalen Verankerungsgeometrie. Scaffold in Schwarz, Staples in Grau und Farbe. Die gestrichel-
ten Linien deuten die Fortsetzung der DNA-Leine zwischen den Reporter-Einheiten an. (¢) Schema der
Fq4-Referenz, analog zu a. Die kurze graue Linie deutet die Verknipfung zwischen den Ankerpunkten der
Interaktionspartner in der distalen Verankerungsgeometrie innerhalb der DNA-Leine an. (d) Schematischer
Aufbau der Verknipfung innerhalb der DNA-Leine fur die Fy4-Referenz. Scaffold in Schwarz, Staples in Grau.
Gepunktete Abschnitte: Fortsetzung einer doppelstrangigen DNA-Leine aus durchgéngigem Scaffold und je
42nt langen Staples. (e) Strang-Diagramm der VerknUpfung innerhalb der DNA-Leine fiir die F4-Referenz.
Scaffold in Schwarz, Staples in Grau. Die gestrichelten Linien deuten die Fortsetzung der DNA-Leine in Rich-
tung Reporter-Einheiten bzw. in der Schlaufe an. (f) Mégliche Fehlassemblierung der Fp-Referenz durch
doppelte Besetzung des Scaffolds durch die Verknipfungs-Staples. Scaffold in Schwarz, Staples in Grau
und Rot. Gepunktete Abschnitte: Fortsetzung von DNA-Doppelhelices aus Scaffold und Staples.
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jeweils zwei Kopien der zur Verkniipfung der Ankerpunkte gedachten Staples an den
Scaffold binden (vgl. Veranschaulichung fiir den Fall der F,-Referenz in Abb. 1.9f). Diese
Wahrscheinlichkeit steigt mit dem molaren Uberschuss der Staples zum Scaffold in der
Reaktionsmischung der Selbstassemblierung. Im Falle einer doppelten Besetzung durch
beide Verkniipfungsstaples entstehen fehlgefaltete Referenz-Objekte ohne die gewollte
feste Schlaufe.

1.3 Kontrolle der DNA-Nano-Objekte per Gel-Elektrophorese

Bei der Gel-Elektrophorese werden Proben in eine Gel-Matrix eingebracht und durch
Anlegen eines elektrischen Feldes {iber das Gel aufgetrennt. Aufgrund des dufieren
elektrischen Feldes bewegen sich elektrisch geladene Bestandteile der Probe durch die
Gel-Matrix. Die relative Laufweite verschiedener Objekte im Gel kann Aufschluss tiber
ihre relative Grofle und Kompaktheit geben. In der Regel migrieren DNA-Nano-Objekte
gleichen Molekulargewichts umso schneller im Gel, je kompakter ihre Form ist. DNA-
Strange gleicher Topologie (linear/zyklisch, einzel-/doppelstrangig) migrieren umso
schneller im Gel, je geringer ihr Molekulargewicht ist. Die DNA-Nano-Objekte und
die iiberschiissigen Staple-Strange sind in den Gelen durch Zugabe des interkalieren-
den Farbstoffs Ethidiumbromid (EtBr) oder durch Fluoreszenzfarbstoffmodifikationen
an den Staple-Strangen mit einem Gel-Scanner abbildbar.

DNA-Nano-Objekte mit verschiedenen Leinenldngen und Interaktionsldngen (siehe
Tabelle 1.1) wurden nach Protokoll A.2.1 assembliert und anschlieSend dem Verdau mit
Clal unterzogen. Die erste Analyse der so hergestellten DNA-Nano-Objekte fand stets
per Elektrophorese in Agarose-Gelen statt. Abbildungen 1.10 und 1.11 zeigen Scans von
Gelen mit Proben assemblierter DNA-Nano-Objekte sowohl vor als auch nach dem en-
zymatischen Verdau. Die {iberschiissigen Staples liegen nach der Selbstassemblierungs-
Reaktion weiterhin als kurze Einzelstrange vor und migrieren mit Abstand am schnells-

Tabelle 1.1: Interaktionssequenzen von 7 bp bis 14bp

Die Sequenzen sind in Richtung 5-Ende nach 3-Ende angegeben. AGyn: Nach dem Nearest-Neighbor-
Modell mithilfe des DINAmelt Servers [95] vorhergesagte Gibbs’'sche freie Energie der Hybridisierung fir
eine Reaktionstemperatur von 23 °C, [Na*] = 0,5M und [Mg**] = 0 M. Dabei wurden die Sequenzen der
Interaktionspartner inkl. T12-Verbinder eingegeben.

Lange (bp) Interaktionssequenz B Interaktionssequenz B  AGnn (kcal/mol)

7 CAGAACG CGTTCTG -9,6

8 CAGGAACG CGTTCCTG -11,7
9 CCAGAGACG CGTCTCTGG -13,5
10 CCAGAGACAG CTGTCTCTGG -14,2
11 CCAAGAGACAG CTGTCTCTTGG -15,4
12 CCAAGAGACACG CGTGTCTCTTGG -18,1
13 CCACAGAGACACG CGTGTCTCTGTGG -20,2

14 CCACAGAGAGCACG CGTGCTCTCTGTGG -22,5
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ten (diffuse Bande am unteren Rand der Gel-Scans, Kennzeichnung: St). Ihnen folgen
mit deutlichem Abstand scharfe, helle Banden, deren Laufweite fiir unverdaute Proben
je nach Leinenldnge im Bereich zwischen der 8-kbp-Bande und der 4-kbp-Bande des
aufgetragenen Markers liegt (jeweils linke Hélfte der Gele in Abb. 1.10). Diese Banden
der Probe werden im Folgenden als ,,Hauptbanden” bezeichnet. Sie enthalten Monome-
re von assemblierten DNA-Nano-Objekten. Weitere Banden mit geringerer Laufweite
konnen durch die Formation von Objekten hoherer Ordnung wie z.B. Dimeren von
DNA-Nano-Objekten entstehen.

Zusitzlich zu den Proben der Objekte mit Interaktionspartnern wurden in jedem der
in Abb. 1.10 gezeigten Gele je eine Probe der entsprechenden Referenzobjekte ohne
Schlaufe und mit fester Schlaufe (i0-Referenz resp. Fp-Referenz, vgl. Abschnitt 1.2.5)
aufgetragen. Vor dem enzymatischen Verdau (linke Halfte der Gele in Abb. 1.10) zeigt
die i0-Referenz im Agarose-Gel eine einzelne helle Hauptbande. Die Fy-Referenz hat
auf gleicher Hohe eine schwache Bande sowie eine dazu vorgelagerte, deutlich hellere
Bande. Die Objekte mit 7 oder 8 bp langer Interaktionssequenz haben eine einzelne hel-
le Hauptbande auf gleicher Hohe mit der Hauptbande der i0-Referenz. Die Objekte mit
mindestens 9 bp langer Interaktionssequenz zeigen zwei Hauptbanden mit vergleichba-
rer Helligkeit: Eine davon lduft auf Hohe der Hauptbande der i0-Referenz, die andere
auf Hohe der vorgelagerten, helleren Bande der F,-Referenz.

Dieses Bandenmuster ldsst sich wie folgt interpretieren: Objekte mit Schlaufe in der
DNA-Leine weisen eine kompaktere Form auf und migrieren somit schneller im Gel als
Objekte ohne Schlaufe. Die F-Referenz enthilt hauptsachlich Objekte mit Schlaufe, aber
auch einen geringen Anteil von fehlerhaft assemblierten Objekten ohne Schlaufe. Ist die
Duplexbindung zwischen den Interaktionspartnern schwach (7 oder 8 bp), so verbringt
das System die meiste Zeit im Zustand dissoziierter Einzelstrange B und B’ und migriert
im Gel dhnlich wie die 0-Referenz. Dahingegen verbringen Systeme mit ausreichend
stabiler Duplexbindung zwischen den Interaktionspartnern (ab 9bp) den grofiten Teil
der Zeit im Zustand des hybridisierten Duplex B:B” und ausgeformter Schlaufe. Sie
migrieren im Gel dhnlich schnell wie die vordere, helle Hauptbande der F-Referenz.
Ein gewisser Prozentsatz jeder Probe von Objekten mit Interaktionspartnern ist defekt
in dem Sinn, dass keine korrekte Duplexbindung zwischen den Interaktionspartnern
zustande kommen kann. In den Proben von Objekten mit stabiler Interaktion migrieren
derart defekte Objekte mit dhnlicher Geschwindigkeit durch das Gel wie die 0-Referenz
und die langsamere, schwache Bande der F-Referenz. Abschnitt 1.4 zeigt experimentelle
Befunde, welche die Hypothese der Existenz einer defekten Spezies untermauern, und
diskutiert mogliche Ursachen.

Nach dem Verdau mit Clal (rechte Hilfte der Gele in Abb. 1.10) bleibt das eben erldu-
terte Bandenmuster fiir dieselbe Abfolge von Objekt-Varianten erhalten, ist jedoch ins-
gesamt zu einer grofieren Laufweite hin verschoben. In jeder verdauten Probe erscheint
eine zusitzliche helle Bande (Kennzeichnung: C), die im Gel leicht schneller lauft als
die 3-kbp-Bande des Markers. Es ist evident, dass die C-Bande das etwa 2,9 kbp lange
DNA-Fragment enthilt, welches vom Restriktionsenzym aus dem DNA-Nano-Objekt
herausgeschnitten wird. Das Fehlen dieses Fragments in den DNA-Nano-Objekten fiihrt
dazu, dass sie im Gel schneller migrieren als ihre unverdauten Pendants.
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vor dem Verdau nach dem Verdau

a M i0 8 9 i10 i11 12 13 14 F, i0 i8 9 i10 i11 12 13 14 F, M

b M i0 i7 i8 9 10 i1 12 F, M i0 i7 i8 19 10 i1 12 F,
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c M i0 i7 8 9 10 i1 12 F, M i0 i7 8 9 10 11 12 F,

Abbildung 1.10: Gelelektrophoretische Untersuchung der Produkte der Selbstassemblierungs-
Reaktion vor und nach dem Verdau mit dem Restriktionsenzym Clal

Scans von Gelen mit Proben von DNA-Nano-Objekten mit (a) voller Leinenlange, (b) um ein 252-bp-Segment
verkdrzter Leine und (¢) um zehn 252-bp-Segmente verkirzter Leine. Die Gele enthielten EtBr und wur-
den im EtBr-Kanal des Scanners abgebildet. Jeweils linke Hélfte der Gele: Proben von Objekten nach der
Selbstassemblierungs-Reaktion, aber vor dem Verdau mit Clal. Jeweils rechte Halfte der Gele: Proben der
gleichen Objekte nach dem Verdau mit Clal. M: Marker mit Fragmenten doppelstrangiger DNA mit Lénge
10/8/6/5/4/3/2/1,5/1/0,5kbp (von oben nach unten). 3, 5, 6: Marker-Banden mit Fragmenten der Lan-
ge 3, 5 und 6 kbp. i0: Referenz ohne Interaktionspartner (vgl. Abb. 1.8 a-d). Fp: Referenz mit fester Schlaufe
in der proximalen Verankerungsgeometrie (vgl. Abb. 1.9a,b). i7, i8, ... , i13, i14: Objekte mit Interaktions-
lange 7, 8, ..., 13, 14bp. Verankerung der Interaktionspartner in der proximalen Verankerungsgeometrie.
C: Banden mit dem von Clal herausgeschnittenen DNA-Fragment. St: Banden mit den (berschiissigen
Staple-Molekilen.
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Sowohl vor als auch nach dem Verdau sollten die DNA-Nano-Objekte umso kompak-
ter sein, je mehr Segmente der DNA-Leine am Rand der immobilen Reporter-Einheit
in kurzen 6-Helix-Biindeln aufgerollt sind und je kiirzer der freie, ungefaltete Teil der
DNA-Leine ist (sieche Abschnitt 1.2.4 mit Abbn. 1.6 und 1.7). Mit abnehmender frei-
er Leinenldnge der Objekte sollte folglich die Migrationsgeschwindigkeit der entspre-
chenden Banden im Gel zunehmen. Die Verdnderung der Migrationsgeschwindigkeit
im Gel mit der freien Leinenldnge ldsst sich in den Gel-Scans in Abb. 1.10 mithilfe
des Markers und der C-Bande als Referenzen nachvollziehen. Insbesondere laufen nach
dem enzymatischen Verdau Objekte mit voller oder nur leicht verringerter Leinenlan-
ge langsamer als das herausgeschnittene DNA-Fragment (Abb. 1.10a,b), wohingegen
Objekte mit stark verkiirzter Leine im Gel schneller laufen als das herausgeschnittene
DNA-Fragment (Abb. 1.10c). Abbildung 1.11 zeigt direkte Vergleiche der Migrationsge-
schwindigkeit von Objekten verschiedener Leinenldnge im selben Gel. Mit zunehmen-
der Verkiirzung der Leine steigt die Laufweite der Objekte monoton an. Die Variante
mit der 8-bp-Interaktionssequenz hat fiir alle Leinenldngen eine einzelne Hauptbande,
welche allerdings bei manchen Leinenldngen etwas breiter erscheint als bei anderen Lei-
nenldngen. Die Variante mit der 9-bp-Interaktionssequenz hat fiir fast alle Leinenldngen
zwei unterscheidbare Hauptbanden. Bei einer Verkiirzung der Leine um elf Segmente
(das entspricht in der proximalen Verankerungsgeometrie einer Lange des Leinenstiicks
zwischen den Interaktionspartnern von L = 294bp bei einer Gesamt-Leinenldnge von
rund 400 bp) sind die zwei Banden nicht mehr einzeln aufzultsen.

Die Ergebnisse der Gel-Elektrophorese-basierten Analyse lassen die Folgerung zu,
dass die Selbstassemblierung und der anschlieflende enzymatische Verdau der DNA-
Nano-Objekte ihrer Konzeption entsprechend funktionieren. Es wurden keine Anzei-
chen beobachtet, die auf Fehler im Design hindeuten — insbesondere, was den Aufroll-
Mechanismus zur Einstellung der Leinenlédnge angeht.

9bp| 8bp | | 9bp 8bp
R4 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 Ri1 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 Ri1

Abbildung 1.11: Gelelektrophoretische Untersuchung von Objekten mit verschiedener Leinenldnge
Scan eines Gels mit Proben von Varianten assemblierter DNA-Nano-Objekte mit der proximalen Veranke-
rungsgeometrie vor dem enzymatischen Verdau. Die Varianten unterscheiden sich durch die Interaktions-
lange (8 oder 9bp) und durch die Konturlange L des Leinenstlicks zwischen den Ankerpunkten der Inter-
aktionspartner (vgl. Abb. 1.5): 2058 (R4), 1806 (R5), 1554 (R6), 1302 (R7), 1050 (R8), 798 (R9), 546 (R10)
oder 294 bp (R11).
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1.4 Die intakte und die defekte Spezies

Anm.: Der Grofiteil der in diesem Abschnitt gezeigten Ergebnisse wurde im Rahmen eines Prak-
tikums von Sebastian Griin am Lehrstuhl von Prof. Dietz erarbeitet. Herrn Griin sei an dieser
Stelle erneut fiir die gute Zusammenarbeit gedankt, sowie fiir die gewissenhafte Protokollierung
seiner experimentellen Ergebnisse.

Im vorangegangenen Abschnitt wurde die Hypothese formuliert, dass die Proben von
Objekten mit Interaktionspartnern zwei Spezies von Objekt-Monomeren enthalten: eine
intakte Spezies und eine defekte Spezies. Bei der intakten Spezies ist die vollstandi-
ge, korrekte Ausformung des Objekt-internen Duplex B:B” und der damit verbundenen
Schlaufe in der Leine moglich, bei der defekten Spezies jedoch nicht.

Eine Ursache fiir das Auftreten der defekten Spezies kann sein, dass bei der Staple-
Synthese der Anteil von Strangen mit vollstandiger, korrekter Sequenz nicht 100 % be-
tragt. Aufgrund von Fehlstellen oder Verkiirzungen in den Sequenzen der Interaktions-
partner bilden sich im Vergleich zum vollstindigen Duplex B:B” weniger korrekte Ba-
senpaare aus, was zu einer deutlich weniger stabilen Bindung fiihrt. Grundsitzlich kon-
nen derartige Synthesefehler fiir alle Staple-Sorten des DNA-Nano-Objekts auftreten.
In der Regel liegen in der Selbstassemblierungs-Reaktion die Staples im Uberschuss
zum Scaffold vor. In der Konkurrenz um die Bindung an den Scaffold sollten sich die
korrekt synthetisierten Kopien gegen die fehlerhaften Kopien durchsetzen, sofern das
betreffende Staple mit seiner vollen Lange an den Scaffold bindet. Diese Bedingung ist
zwar fiir die meisten Staples der hier vorgestellten Objekte erfiillt!, nicht aber fiir die
interaktionspartnertragenden Staples. Insbesondere sollten Synthesefehler in den Inter-
aktionssequenzen B oder B’ keinen Einfluss auf die Bindung des Staples an den Scaffold
bzw. auf die Konkurrenz mit Kopien vollstindiger, korrekter Basensequenz haben.

Ein weiterer Hinderungsgrund fiir die Bildung von Objekt-internen Duplexen kon-
nen {iberschiissige interaktionspartnertragende Staples in der Probenlosung sein. Deren
Interaktionssequenzen B’ resp. B konnen Duplexbindungen mit den im Objekt veran-
kerten Sequenzen B resp. B” eingehen und dadurch die Bildung Objekt-interner Duplexe
hemmen. Derart blockierte Objekte unterscheiden sich von der dauerhaft defekten Spe-
zies dadurch, dass eine Objekt-interne Duplexbindung wieder uneingeschrankt moglich
wird, sobald sich die tiberschiissigen Staples von den im Objekt verankerten Interakti-
onspartnern losen.

Um die Zwei-Spezies-Hypothese zu iiberpriifen, wurden schnelle und langsame Ban-
den separat aus Agarose-Gelen extrahiert und die Extrakte durch erneute Gel-Elektro-
phorese untersucht. Proben von DNA-Nano-Objekten mit Interaktionspartnern wurden
tiber eine Laufzeit von sechs Stunden elektrophoretisch aufgetrennt, um eine moglichst
grofie Separation der Banden zu erreichen (Abb. 1.12a,d, g). Anschlieffend wurden die
Banden manuell ausgeschnitten (Abb. 1.12b, e, h), die DN A-Nano-Objekte aus den aus-
geschnittenen Gel-Stiicken extrahiert und die Extrakte in neuen Agarose-Gelen aufge-
trennt (Abb. 1.12¢, f,i). Die Extrakte aus den Aufreinigungen der schnellen Banden zei-
gen im neuen Gel jeweils eine einzelne Bande auf derselben Hohe wie die schnelle

1Abgesehen von den Ty- resp. T1o-Fortsdtzen der Farbstoff- resp. Biotin-modifizierten Staples
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Bande der entsprechenden unaufgereinigten Probe, mit einem schwachen nachgelager-
ten Schweif. Die Extrakte aus den Aufreinigungen der langsamen Banden zeigen im
neuen Gel jeweils zwei Banden auf derselben Hohe wie die zwei Banden der entspre-
chenden unaufgereinigten Proben. Die schnelleren Banden dieser Extrakte sind deutlich
schwicher ausgepragt als die dazugehorigen langsameren Banden, wohingegen in den

c
f

1 2 Ref
3 4 Ref
.

5 7 6 8 Ref

Abbildung 1.12: Separate Aufreinigung und anschlieBende Elektrophorese der Extrakte

(a) Scan eines Agarose-Gels mit zwei Proben von DNA-Nano-Objekten mit 9bp Interaktionslange und ei-
ner Konturlange des Leinenstlcks zwischen den Ankerpunkten der Interaktionspartner von L = 2058 bp in
der proximalen Verankerungsgeometrie. Die Proben stammen aus derselben Selbstassemblierungs- und
Verdau-Reaktion. Der Scan des Gels erfolgte nach sechs Stunden Laufzeit bei 75V angelegter Spannung.
(b) Scan desselben Gels nach dem Ausschneiden einzelner Banden. (¢) Scan eines Agarose-Gels mit Ex-
trakten aus den ausgeschnittenen Gel-Stiicken. 1,2: Zuordnung ausgeschnittener Banden aus dem ersten
Gel zu aufgetragenen Extrakten im neuen Gel. Ref: Referenz-Probe der entsprechenden unaufgereinigten
DNA-Nano-Objekte. Der Scan des Gels erfolgte nach drei Stunden Laufzeit bei 75V angelegter Spannung.
(d-f) Wie a-c, fiir Proben von DNA-Nano-Objekten mit 11 bp Interaktionslénge. (g-i) Wie a-c, fiir Proben von
DNA-Nano-Objekten mit 12bp Interaktionslange. Der in h gezeigte Scan wurde nach dem Ausschneiden
der Banden 5 und 6, aber vor dem Ausschneiden der Banden 7 und 8 aufgenommen. Zur deutlicheren
Sichtbarkeit der Banden wurde innerhalb der wei3en Rahmen in f und i der Kontrast zusatzlich erhéht.
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entsprechenden unaufgereinigten Proben die schnelleren Banden deutlich stiarker aus-
gepragt sind als die langsameren Banden.

Das Ergebnis der separaten Gel-Aufreinigung deutet darauf hin, dass das Auftreten
zweier Hauptbanden tatsdchlich eine Unterteilung der Objekt-Monomere in eine intak-
te und eine defekte Spezies widerspiegelt. Das Auftreten schwacher, schneller Banden
auch in den Extrakten aus der Aufreinigung der langsamen Banden kann verschiedene
Ursachen haben:

1. Intakte, aber durch iiberschiissige interaktionspartnertragende Staples blockierte
Objekte migrieren im Gel etwa mit der gleichen Geschwindigkeit wie die Ob-
jekte der defekten Spezies und befinden sich zum Zeitpunkt des Ausschneidens
in der langsamen Bande. Die blockierenden Staples 16sen sich nach der Extrakti-
on aus dem Gel von den Objekten. Verglichen zu den Konzentrationen wahrend
der Assemblierung und des Verdaus sind die Konzentrationen der Objekte und
der iiberschiissigen interaktionspartnertragenden Staples im Extrakt aus dem Gel
deutlich geringer. Eine erneute Blockade ist deshalb deutlich unwahrscheinlicher
als die urspriingliche Blockade bei hoheren Konzentrationen von Objekten und
iiberschiissigen Staples. Im neuen Gel migrieren die intakten, nun nicht mehr blo-
ckierten Objekte mit der mittleren Geschwindigkeit der schnellen Hauptbande.

2. Losen sich blockierende Staples bereits im Aufreinigungsgel von eigentlich intak-
ten Objekten, so migrieren Staples und Objekte mit deutlich verschiedener Ge-
schwindigkeit, weshalb eine erneute Blockade auch in diesem Fall unwahrschein-
lich ist. Die ehemals blockierten Objekte migrieren nun zwar schneller durch das
Gel als noch im blockierten Zustand, doch woméglich reicht die restliche Laufzeit
des Gels nicht aus, um eine deutliche Separation von den Objekten der defekten
Spezies zu erlangen. Es werden gemeinsam mit den defekten Objekten auch in-
takte, nicht mehr blockierte Objekte extrahiert, die dann im neuen Gel bereits von
Anfang an mit der mittleren Geschwindigkeit der schnellen Hauptbande migrie-
ren.

3. Auch ohne den Einfluss von tiberschiissigen interaktionspartnertragenden Staples
kann es passieren, dass ein Teil der intakten Objekte gemeinsam mit der lang-
samen Bande aus dem Gel extrahiert wird. Der Anteil der Zeit, den die Objekte
der intakten Spezies im Zustand mit Schlaufe verbringen, ist statistisch verteilt.
Einzelne Objekte verbringen nur einen verhéltnismafig geringen Anteil der Lauf-
zeit in diesem Zustand, sodass ihre mittlere Migrationsgeschwindigkeit nicht viel
grofer ist als die der Objekte der defekten Spezies. Selbst Objekte, die denselben
Anteil der Laufzeit im Zustand mit Schlaufe verbringen, migrieren nicht zwin-
gend mit derselben mittleren Geschwindigkeit durch das Agarose-Gel. Es kann
vorkommen, dass sich Objekte voriibergehend in der Gel-Matrix verfangen und
dadurch starker zuriickgehalten werden als andere, gleichartige Objekte [96,97].

Mit dem letzten Punkt konnen auch die nachgelagerten Schweife der Banden der
Extrakte aus den Aufreinigungen der schnellen Banden begriindet werden. Die Ar-
gumentation der ersten beiden Punkte wird durch die in Abb. 1.13 gezeigten Ergeb-
nisse gestiitzt. DNA-Nano-Objekte mit unterschiedlicher Interaktionslange wurden mit
hohem Uberschuss interaktionspartnertragender Staples (rechnerisch 20-fache Scaffold-
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Konzentration je Staple) assembliert und verdaut. Die verschiedenen Reaktionsgemische
wurden nach dem Verdau in Agarose-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt. Jedes der
Gele wurde zu vier verschiedenen Zeitpunkten gescannt: nach 1:30h, 3:00h, 4:30 h und
6:00h Laufzeit. Zu jeder Haupt-Doppelbande wurde durch Summierung der Pixelhel-
ligkeiten tiber die ganze Breite der Gel-Bahn ein Helligkeitsprofil erstellt (Abb. 1.13).

Die langsameren Banden sind in allen Gel-Scans deutlich heller als die dazugehorigen
schnelleren Banden. Mit steigender Interaktionslédnge verschiebt sich das Helligkeitsver-
héltnis weiter und weiter zur langsameren Bande. Fiir die Objekte mit der langsten
Interaktionssequenz (12bp) ist die schnelle Bande nur mehr sehr schwach ausgeprégt.
Das Verhiltnis der Peak-Hohen bleibt fiir diese Probe iiber die gesamte Laufzeit des
Gels nahezu gleich und die zwei Banden sind selbst nach mehreren Stunden Laufzeit
scharf, definiert und deutlich voneinander getrennt. Anders bei den Proben der Objekte
mit kiirzeren Interaktionssequenzen: Hier ndhern sich die Peak-Hohen der zwei Ban-
den tiiber die Laufzeit des Gels einander nach und nach an und das Signal zwischen
den Peaks erscheint mit der Zeit zunehmend verschmiert. Besonders deutlich ist diese
Verschiebung der Helligkeit fiir die Proben der Objekte mit 9 oder 10bp langer Inter-
aktionssequenz zu erkennen. Auch bei genauerer Betrachtung der Helligkeitsverteilung
in der Probe der Objekte mit 11 bp langer Interaktionssequenz nach 6:00 h Gel-Laufzeit

10 bp 11 bp 12 bp

- e e
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Abbildung 1.13: Assemblierung mit hohem Uberschuss interaktionspartnertragender Staples
Spalten: Proben von DNA-Nano-Objekten mit einer Konturlange des Leinenstiicks zwischen den Ankerpunk-
ten der Interaktionspartner von L = 2058 bp in der proximalen Verankerungsgeometrie und verschiedenen
Interaktionslangen, wie oberhalb angegeben. Reihen: Laufzeit der Gele bis zu den jeweiligen Scans, wie lin-
kerhand angegeben. Gezeigt sind jeweils ein Bildausschnitt aus dem Scan um die Doppel-Hauptbande und
das dazugehérige Helligkeitsprofil. Die Profile enstehen durch Summierung der Pixelhelligkeiten senkrecht
zur Laufrichtung des Gels Uber die Breite der entsprechenden Gel-Bahn.
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tallt auf: Die Front der langsameren Bande ist nicht scharf, sondern zur schnelleren Ban-
de hin verschmiert. Zudem liegt der Minimalwert der Helligkeit im Bereich zwischen
den Banden deutlich iiber dem Hintergrund-Niveau des Scans, im Gegensatz zur direkt
rechts daneben gezeigten Probe der Objekte mit 12 bp langer Interaktionssequenz.

Diese Beobachtungen untermauern erstens die These, dass {iberschiissige interaktions-
partnertragende Staples die Bildung Objekt-interner Duplexe in eigentlich intakten Ob-
jekten hemmen, und zweitens die These, dass derart blockierte Objekte durch Abfal-
len der blockierenden Staples im Gel die Fahigkeit zur Objekt-internen Duplex-Bildung
wiedererlangen konnen. Je stirker die jeweilige Duplexbindung ist, umso langsamer
16st sich bei sonst gleichen Bedingungen die Blockade eigentlich intakter Objekte auf.
Fiir die Objekte mit 12bp Interaktionsldnge ist die Bindung so stabil, dass selbst nach
mehreren Stunden im Gel keine sichtbare Auflosung der Blockade stattfindet.

In einer weiteren Reihe von Reaktionsansidtzen wurde das rechnerische Konzentrati-
onsverhiltnis zwischen interaktionspartnertragenden Staples und Scaffold in der Nahe
des Werts 1 variiert. Bei kleinen rechnerischen Konzentrationsverhiltnissen, d. h. relati-
vem Scaffold-Uberschuss, war die schnellere Hauptbande nur schwach ausgeprigt, die
langsamere Hauptbande dafiir umso stirker. Diese Beobachtung passt ins Gesamtbild,
da der Anteil der Spezies, welche nicht zur Schlaufenbildung ausgestattet ist, durch
einen Mangel an interaktionspartnertragenden Staples steigen sollte. Bei rechnerischen
Konzentrationsverhiltnissen > 1 nahm ebenfalls die Helligkeit der langsameren Haupt-
bande zu und die Helligkeit der schnelleren Hauptbande ab - in Ubereinstimmung mit
der weiter oben diskutierten Beobachtung bei sehr hohem Uberschuss von interaktions-
partnertragenden Staples. Der relative Anteil der Objekte in der schnellen Hauptbande
an der Gesamtheit der Monomere wurde durch Vergleich der summierten Pixelhellig-
keiten der zwei Hauptbanden abgeschétzt. Der grofite Anteil intakter Monomere in den
vier verschiedenen Reihen (9, 10, 11 und 12 bp Interaktionsldnge) lag bei etwa 70 %.

Als Konsequenz der in den vorangegangen Absitzen dargelegten Ergebnisse wur-
den bei der Assemblierung der Objekte fiir die TMFM-Experimente die interaktions-
partnertragenden Staples stets mit rechnerisch 1,25-fachem Uberschuss je Staple zum
Scaffold eingesetzt. Einerseits sollte somit auch im Rahmen des Pipettierfehlers fiir je-
des Scaffold-Molekiil mindestens ein Paar interaktionspartnertragender Staples im Re-
aktionsgemisch vorhanden sein, andererseits sollte eine {iberméfiige Blockade seitens
tiberschiissiger interaktionspartnertragender Staples verhindert werden.

Wihrend einer bereits fortgeschrittenen Phase des TMFM-Projekts wurde erprobt,
die DNA-Nano-Objekte mittels Grofienausschlusschromatographie (engl. Size Exclusion
Chromatography, kurz: SEC) aufzureinigen. Per SEC war eine reproduzierbar reinere
Auftrennung der Probenbestandteile moglich als durch manuelles Ausschneiden der
Banden aus Agarose-Gelen. In der SEC-Sdule werden die Bestandteile der eingespiilten
Probe ihrer Grofie entsprechend unterschiedlich lange zuriickgehalten. Grofsere Objekte
durchlaufen die Sdule schneller, kleinere Objekte langsamer. Chromatogramme wurden
durch Aufzeichnung des Fluoreszenzsignals der aufgetrennten Probe im Bereich der
Emission von Cy5 mit einem der Sdule nachgelagerten Fluoreszenzdetektor angefertigt.
Ein Beispiel fiir ein solches Chromatogramm ist in Abb. 1.14a abgebildet. Die Extrakti-
on der Probenbestandteile in der SEC-Apparatur erfolgt in Fraktionen, welche jeweils in
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einem eigenen Reservoir aufgefangen werden. Proben der Fraktionen wurden mitsamt
einer Referenzprobe von unaufgereinigten Objekten auf ein Agarose-Gel aufgetragen
und elektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 1.14b). Anhand der Analyse der Fraktionen im
Agarose-Gel ldsst sich folgern, dass der erste und niedrigste der drei Peaks im Chroma-
togramm Objekte hoherer Ordnung représentiert. Es folgen die Objekte der langsamen
Gel-Bande (die defekte Spezies) und zuletzt die im Mittel kompakteren Objekte der
schnellen Gel-Bande (die intakte Spezies). Die Fraktionen zwischen den zwei hohen
Peaks weisen nach Auftrennung im Gel sowohl eine schnelle als auch eine langsame
Bande auf.

Die Beobachtungen bei der Erprobung der SEC untermauern weiter die Hypothese
der Unterteilung in eine intakte und eine defekte Spezies von DNA-Nano-Objekten.

a Zeit / Fraktion
E /T TN oy
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h\ !
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b Fraktion
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Abbildung 1.14: Auftrennung der DNA-Nano-Objekte per GroBenausschlusschromatographie

(a) Blau: Ausschnitt des Chromatogramms einer Probe von Objekten mit 12bp Interaktionslange und ei-
ner Konturlange des Leinenstlicks zwischen den Ankerpunkten der Interaktionspartner von L = 1050 bp in
der proximalen Verankerungsgeometrie. Schwarz: angedeutete Fraktionsgrenzen. (b) Scan eines Agarose-
Gels mit Proben der extrahierten Fraktionen. Zur deutlicheren Sichtbarkeit der Banden wurde innerhalb der
weiBen Rahmen jeweils der Kontrast erhéht. Ref: Proben der entsprechenden unaufgereinigten Objekte.
1-36: Serie von Fraktionen im Bereich des in a gezeigten Ausschnitts.
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Folgen des Auftretens einer defekten Spezies fiir die Aufreinigung der DNA-Nano-Objekte

Die Aufreinigung der DNA-Nano-Objekte mit 8 oder 9bp Interaktionsldnge fiir die
TMEM-Experimente erfolgte in Agarose-Gelen (fiir Details sieche Anhang A.2.2). Im Fall
der Objekte mit 9bp Interaktionslinge wurde versucht, die vorgelagerte Hauptbande
der intakten Spezies einzeln aus den Gelen zu extrahieren. Allerdings ist eine repro-
duzierbar sortenreine Extraktion der intakten Spezies aus dem Gel selbst mit hoher
Sorgfalt und erheblichem Aufwand nahezu unmoglich. Im Fall der Objekte mit 8bp
Interaktionsldnge konnten die intakte Spezies und die defekte Spezies im Gel ohne-
hin nicht aufgetrennt werden. Die unausweichliche molekulare Heterogenitit der auf-
gereinigten Proben birgt letztlich die Gefahr, dass die Ergebnisse der Einzelmolekiil-
Fluoreszenzmikroskopie-Experimente durch Mitglieder der defekten Spezies verfdlscht
werden. Im Rahmen der Analyse der TMFM-Daten wurde dieser Umstand beriicksich-
tigt und eine auf statistischen Uberlegungen basierende Prozedur zur Kompensation
molekularer Heterogenitat entwickelt (siehe Abschnitt 3.3.3).

Die Aufreinigung der Objekte fiir die Ensemble-Kompetitions-Experimente (siehe Ka-
pitel 5) erfolgte per SEC, da fiir diese Experimente groflere Volumina von Proben mit
moglichst ausschliefilich intakten DNA-Nano-Objekten benétigt wurden. Details zu die-
ser Form der Aufreinigung der Objekte finden sich in Anhang A.2.3.

1.5 Einzelmolekulbeobachtung der DNA-Nano-Objekte im
Zwei-Kanal-Fluoreszenzmikroskop

Zur Beobachtung im Fluoreszenzmikroskop wurden die aufgereinigten DNA-Nano-
Objekte in speziell angefertigten Probenkammern verankert. Das Boden-Deckglas je-
der Probenkammer ist mit Polyethylenglykol-Ketten funktionalisiert, von denen ein be-
stimmter Anteil (in der Regel 0,1 % oder 1 %) Biotin-Modifikationen tragt. So wird ei-
nerseits der Grofiteil der Glasoberflache gegen unspezifische Interaktion mit den DNA-
Nano-Objekten passiviert, andererseits wird an bestimmten Stellen die Verankerung der
immobilen Reporter-Einheit per Biotin-NeutrAvidin-Biotin-Briicken ermoglicht. Details
zur Probenpraparation finden sich in Anhang A.2.4.

Es wurde ein Total Internal Reflection-Fluoreszenzmikroskop (TIRFM) mit invertiertem
Objektiv verwendet. Wahrend der Aufnahme ist die Probenkammer derart in einem
Probenhalter positioniert, dass ihr Boden-Deckglas auf der Vorderseite des Objektivs
aufliegt. Die Blickrichtung auf die DNA-Nano-Objekte im Mikroskop zeigt durch den
Boden der Probenkammer, d. h. senkrecht zu der Ebene, in der die immobilen Reporter-
Einheiten verankert sind. Im Detektions-Strahlengang auf der Riickseite des Objektivs
spaltet ein dichroitischer Spiegel die Signale der Fluoreszenzfarbstoffe in zwei Kanile
auf: den Cy3-Kanal und den Cy5-Kanal. Jeder Kanal verfiigt {iber eine eigene Kamera
vom Typ EMCCD (Electron-Multiplying Charge-Coupled Device), wobei die zwei Kameras
durch eine zentrale Ansteuerungs-Elektronik zeitlich synchronisiert werden. Die Kame-
ras nehmen abwechselnd Bilder mit derselben Verschlusszeit auf. Wahrend der Aufnah-
men der Kamera des Cy3-Kanals wird die Probe ausschliefilich mit einem 532-nm-Laser



30 1. DNA-NANO-OBJEKTE FUR TMFM

beleuchtet (Anregung der Cy3-Farbstoffe), wiahrend der Aufnahmen der Kamera des
Cy5-Kanals ausschliefSlich mit einem 640-nm-Laser (Anregung der Cy5-Farbstoffe). So-
mit konnen die beiden Reporter-Einheiten in den zwei Kandlen getrennt voneinander
beobachtet werden. Die Verschlusszeit jedes Kamerabilds betrug in der Regel 50 ms,
woraus eine effektive Bildrate von 10 Bildern pro Sekunde in jedem Kanal resultiert.

Abbildung 1.15a und b zeigen einen Ausschnitt eines Einzelbilds im Cy3-Kanal und
den entsprechenden Ausschnitt des darauffolgenden Einzelbilds im Cy5-Kanal. In bei-
den Bildern erscheinen helle Flecke vor einem dunklen Hintergrund. Die Positionen
der Flecke in den zwei Kanilen stimmen paarweise iiberein. Jedes Paar von Flecken re-
prasentiert das auf die Sensoren der Kameras projizierte Signal der Fluorophore einer
immobilen Reporter-Einheit im Cy3-Kanal und der dazugehorigen mobilen Reporter-
Einheit im Cy5-Kanal. Bei Betrachtung der Aufnahmen im Verlauf der Zeit beobachtet
man eine unterschiedliche Dynamik der Reporter-Einheiten in den zwei Kanélen: Wah-
rend die grofie Mehrzahl der immobilen Reporter-Einheiten nahezu stationér erscheint,
vollfithrt die Mehrzahl der mobilen Reporter-Einheiten eine deutlich sichtbare Zitter-

b

Abbildung 1.15: Zwei-Kanal-Fluoreszenzmikroskopie und Bewegung der Reporter-Einheiten

Bildausschnitte einzelner Kamera-Aufnahmen (a) im Cy3-Kanal bei Beleuchtung mit einem 532-nm-Laser
und (b) im Cy5-Kanal bei Beleuchtung mit einem 640-nm-Laser. WeiBe Rahmen kennzeichnen die Regionen
der Nahaufnahmen in ¢ und d. (¢) Nahaufnahmen des Fluoreszenzsignals einer immobilen Reporter-Einheit
im Cy3-Kanal. Gezeigt ist eine Sequenz von 17 aufeinanderfolgenden Einzelbildern und eine Uberlagerung
aus 200 Einzelbildern (unten rechts). (d) Wie c, fir die dazugehdrige mobile Reporter-Einheit im Cy5-Kanal.
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bewegung um jeweils individuelle Mittelpunkte. In Zeitreihen von Nahaufnahmen der
Flecke ldsst sich die Fluktuation der Position der jeweiligen Reporter-Einheiten verfol-
gen (Abb. 1.15¢c und d).

Die Bewegung der Reporter-Einheiten tiber den Verlauf von Aufnahmen mit vielen
Einzelbildern stellt die primédre Messgrofle einer TMFM-Messung dar. An diesem Punkt
setzt Kapitel 2 an. Die hier folgenden Absitze erldutern Besonderheiten in der Auf-
nahmetechnik, welche es ermoglichten, TMFM-Aufnahmen mit mehreren Zehntausend
Einzelbildern und tiber einer Stunde Beobachtungsdauer anzufertigen.

Vermeidung von Bleichen und Blinken der Fluoreszenzfarbstoffe

Bei Experimenten mit organischen Fluoreszenzfarbstoffen wie Cy3 und Cy5 sind die
Effekte des ,Bleichens” und des ,Blinkens” zu berticksichtigen. Die Farbstoffe haben
eine begrenzte Lebensdauer. Nach einer gewissen Anzahl von Anregungs- und Relaxa-
tionszyklen bleichen sie irreversibel aus, d.h. sie verlieren dauerhaft ihre Eigenschaft,
zu fluoreszieren [98]. Oxidation der Farbstoffmolekiile durch Sauerstoff in der Puffer-
16sung tragt mafigeblich zum Bleichprozess bei [99]. Der Effekt des Blinkens entsteht
dadurch, dass die Elektronen-Systeme der Farbstoffmolekiile bei Anregung nicht nur
in einen kurzlebigen Singulett-Zustand, sondern auch in einen langlebigen Triplett-
Zustand iibergehen konnen. Die mittlere Lebensdauer eines Singulett-Zustands liegt
auf der Grofienordnung von Nanosekunden, die eines Triplett-Zustands auf der Gro-
Benordnung von Millisekunden bis zu mehreren Sekunden [98]. Nach dem Ubergang
in einen Triplett-Zustand kann ein Farbstoffmolekiil somit {iber einen Zeitraum von ei-
nigen Kamerabildern in einem dunklen Zustand verweilen und wahrenddessen keine
Photonen emittieren.

Um Bleichen und Blinken entgegenzuwirken, wurde ein Oxygen Scavenging System aus
den Enzymen Glukose-Oxidase und Catalase (kurz: GOC) und der Triplet State Quencher
6-Hydroxy-2,5,7,8-Tetramethylchroman-2-Carboxylsdure (auch als , Trolox” bezeichnet)
verwendet [99]. Es ist anzumerken, dass sich der hier verwendete Aufnahmepuffer in
zwei wesentlichen Punkten von dem in [99] verwendeten Aufnahmepuffer unterschei-
det:

1. Es wurde eine hohere Konzentration von Glukose-Oxidase eingesetzt (442 U/ml
statt 165 U/ml).

2. Da die enzymatischen Reaktionen von GOC nach einer gewissen Zeit zu einer Ab-
senkung des pH-Werts fiihren [100], wurde eine hohere Konzentration von Tris-
HCI mit pH 8 eingesetzt (100 mM statt 10 mM), um den pH-Wert im Aufnahme-
puffer {iber die gesamte Dauer einer TMFM-Messung zu stabilisieren.

Weitere Details zur Zusammensetzung des Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmepuffers
finden sich in Anhang A.1.2.
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Stroboskopische Beleuchtung

Eine Besonderheit der hier angewandten Aufnahmetechnik bestand darin, dass in je-
dem aufgenommenen Kamerabild die Beleuchtungsdauer der Probe mit dem jeweiligen
Laser deutlich kiirzer war als die Belichtungszeit der Kamera. Die Belichtungszeit jedes
Kamerasensors pro Einzelbild betrug in der Regel knapp 50 Millisekunden. Wird die
Probe wihrend der gesamten Belichtungszeit des Sensors beleuchtet, so detektiert man
das summierte Fluoreszenzsignal der Farbstoffe an den Reporter-Einheiten in diesem
gesamten Zeitfenster. Bei einer derartigen, kontinuierlichen Beleuchtung erscheint das
von beweglichen Objekten herriihrende Signal verschmiert. Die Positionen der Objek-
te und damit auch ihre Bewegung von Einzelbild zu Einzelbild sind dann sowohl mit
bloflem Auge als auch mit dem Tracking-Algorithmus weniger genau auszumachen.
Dieser Effekt wird im Englischen auch als motion blur bezeichnet und wird u.a. in den
Referenzen [58,80,101] ndher thematisiert.

Um die Reporter-Einheiten moglichst genau lokalisieren zu kénnen, wurde die Pro-
be innerhalb jedes Kamerabilds nur eine Millisekunde lang mit hoher Intensitdt des
jeweiligen Lasers beleuchtet. Das detektierte Fluoreszenzsignal der Farbstoffe an den
Reporter-Einheiten entstammt dann auch nur diesem kurzen Zeitfenster. Jedes Kamera-
bild beinhaltet sozusagen ,Momentaufnahmen” der diffusiven Bewegung der Reporter-
Einheiten innerhalb eines 1 ms kurzen Intervalls.

Ein weiterer positiver Effekt der stroboskopischen Beleuchtung lag darin, dass die
Farbstoffe selbst bei (rechnerisch) gleicher zeitlich gemittelter Beleuchtungsenergie im
Durchschnitt erst nach deutlich lingerer Beobachtungsdauer blichen als bei kontinuier-
licher Beleuchtung.

Stabilisation der Probe in der Fokusebene des Objektivs

Die Probenkammer ist wiahrend des Experiments in einem verfahrbaren, elektronisch
ansteuerbaren Halter befestigt. Zu Anfang jeder TMFM-Messung wurde die Position
der Probenkammer iiber dem Objektiv so eingestellt, dass das Signal der immobilen
Reporter-Einheiten maximal scharf im Cy3-Kanal abgebildet wurde. Wahrend der lan-
gen Messdauern trat mitunter starker Drift der Probenkammer sowohl senkrecht zur
Blickrichtung, als auch parallel dazu auf. Ohne manuelles Nachjustieren bewegte sich
die Probenoberfliche dementsprechend nach und nach aus der Fokusebene des Objek-
tivs heraus. Da der Mikroskopie-Aufbau tiber keinen Hardware-basierten Autofokus-
Mechanismus verfiigte, wurde eine Feedback-Schleife zur Fokus-Stabilisierung in der
zentralen Ansteuerungs-Software implementiert. Als Maf$ fiir die Schérfe der Abbil-
dung wurde gemaf3 [102] die Standardabweichung o der Helligkeitswerte einer Region
von 256 x256 Pixeln in der Bildmitte des Cy3-Kanals verwendet. Der Wert von o1 wurde
wéhrend der Messung in jedem Kamerabild dieses Kanals ausgelesen und der Proben-
halter automatisch verfahren, um stets einen moglichst hohen Wert von o1 und somit
ein moglichst scharfes Bild herzustellen.
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1.6 Kapitelzusammenfassung

Die DNA-Nano-Objekte wurden mit der Methode Scaffolded DNA-Origami konzipiert.
Dementsprechend besteht jedes DNA-Nano-Objekt aus einem mehrere Kilobasen lan-
gen Scaffold-Molekiil und ca. 200 jeweils 20 bis 50 Basen langen Staple-Molekiilen.

Jedes DNA-Nano-Objekt besitzt zwei Reporter-Einheiten, die durch eine doppelstran-
gige DNA-Leine miteinander verbunden sind. Jedes einzelne Objekt wird daher auch
als , Partikel-Leinen-System” bezeichnet. Die Reporter-Einheiten sind kompakte Helix-
Biindel mit einem jeweiligen Gyrationsradius von ca. 14nm. Die Reporter-Einheiten
tragen zur Beobachtung im Fluoreszenzmikroskop Farbstoff-Modifikationen. Eine der
Reporter-Einheiten tragt zusatzlich Biotin-Modifikationen zur Befestigung an einer Pro-
benoberfliche. Durch Austauschen bestimmter Gruppen von Staples im Reaktionsge-
misch der Selbstassemblierung konnen DNA-Nano-Objekte mit unterschiedlicher Lei-
nenldnge hergestellt werden.

An der DNA-Leine oder an den Reporter-Einheiten konnen Interaktionspartner ver-
ankert werden. Im Fall der hier vorgelegten Arbeit handelt es sich bei den Interakti-
onspartnern um zwei kurze, zueinander revers-komplementire DNA-Einzelstrange mit
den Interaktionssequenzen B und B’. Mit der Hybridisierung der Interaktionspartner
zum Duplex B:B’ geht die Ausformung einer Schlaufe in der DNA-Leine einher. Es
wurden zwei verschiedene Verankerungsgeometrien untersucht. In der proximalen Ver-
ankerungsgeometrie befinden sich die Ankerpunkte der Interaktionspartner nahe an
den Reporter-Einheiten. In der distalen Verankerungsgeometrie haben die Ankerpunkte
der Interaktionspartner einen grofleren Abstand zu den Reporter-Einheiten. Folglich ist
die freie Leinenldnge zwischen den Reporter-Einheiten im Zustand des hybridisierten
Duplex B:B” und ausgeformter Schlaufe in der Leine in der distalen Verankerungsgeo-
metrie grofer als in der proximalen Verankerungsgeometrie.

Fiir beide Verankerungsgeometrien wurden Referenzobjekte hergestellt, die dauerhaft
entweder den Zustand des Partikel-Leinen-Systems ohne Schlaufe in der Leine oder den
Zustand des Partikel-Leinen-Systems mit Schlaufe in der Leine nachahmen.

Die korrekte Assemblierung der DNA-Nano-Objekte wurde per Gel-Elektrophorese
nachgewiesen. In den Agarose-Gelen zeigten sich zwei verschiedene Spezies von Ob-
jekten. Die Objekte der intakten Spezies konnen durch Hybridisierung der Interaktions-
partner B und B” zum Duplex B:B” eine Schlaufe ausbilden, die Objekte der defekten
Spezies dagegen nicht. Fehler in den Interaktionssequenzen sind eine plausible mogli-
che Ursache fiir dieses heterogene Verhalten der Objekte.

Die TMFM-Experimente wurden mit Gel-aufgereinigten DNA-Nano-Objekten in ei-
nem TIRF-Mikroskop durchgefiihrt. Dabei wurden die immobile Reporter-Einheit und
die mobile Reporter-Einheit in verschiedenen Kanilen getrennt voneinander beobach-
tet. Eine Routine zur Fokus-Stabilisierung, stroboskobische Beleuchtung sowie die Ver-
wendung eines Oxygen Scavenging Systems ermoglichten TMFM-Aufnahmen von tiber
einer Stunde Beobachtungsdauer, bei einer Bildrate von 10 Hz je Kanal.






2 Die Bewegung der Reporter-Einheiten

Dieses Kapitel widmet sich der primdren Messgrofie der TMFM-Experimente: der Be-
wegung der Reporter-Einheiten. Abschnitte 2.1 bis 2.4 legen die wesentlichen Schritte
der rechnergestiitzten Bewegungsanalyse dar, diskutieren grundséatzliche Beobachtun-
gen und thematisieren verschiedene in den TMFM-Messungen auftretende Artefakte.
Abschnitt 2.5 zeigt die Ergebnisse der detaillierten Charakterisierung der Bewegung der
mobilen Reporter-Einheiten, auf welchen die weitere Analyse (siehe Kapitel 3) aufbaut.

2.1 Wahl einer angemessenen Tracking-Prozedur

Das Signal eines fluoreszenzmarkierten Partikels wie einer Reporter-Einheit erzeugt auf
dem Sensor einer Kamera des Fluoreszenzmikroskops eine pixelierte Helligkeitsvertei-
lung (Abb. 2.1a,b). Aus dieser Helligkeitsverteilung kann mit einer Genauigkeit von
Bruchteilen der Pixelgrofle die auf den Sensor der Kamera projizierte Position des Parti-
kelmittelpunkts abgeschitzt werden (Abb. 2.1¢,d). In der hier vorgelegten Arbeit wur-
de dazu der Virtual Window Center of Mass-Algorithmus (kurz: VWCM-Algorithmus)
nach [103] adaptiert. Dieser Algorithmus ermittelt den ,Schwerpunkt” der Helligkeits-
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Abbildung 2.1: Positionsabschatzung am Beispiel eines Paares von Reporter-Einheiten

(a) Nahaufnahme des Fluoreszenzsignals einer immobilen Reporter-Einheit im Cy3-Kanal und (b) der dazu-
gehorigen mobilen Reporter-Einheit im Cy5-Kanal. Gezeigt ist jeweils eine Sequenz von 17 aufeinanderfol-
genden Einzelbildern und eine Uberlagerung aus 200 Einzelbildern (jeweils unten rechts). (¢) Geschatzte xy-
Positionen des Mittelpunkts der immobilen Reporter-Einheit in den 17 bzw. 200 (unten rechts) Einzelbildern.
Die Gitterlinien entsprechen den Begrenzungen der Kamerapixel. (d) wie c, fir die mobile Reporter-Einheit.
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verteilung eines Partikels unter Berticksichtigung des Hintergrundsignals. Diese Proze-
dur ist weniger rechenintensiv und deshalb deutlich schneller als die géngige Methode,
eine zweidimensionale Gauf3-Funktion an die pixelierte Helligkeitsverteilung zu fitten.

Der VWCM-Algorithmus unterscheidet sich von der 2D-Gauf3-Fit-Methode in einer
weiteren Eigenschaft, aufgrund derer er sich besser fiir das Tracking der Reporter-
Einheiten in TMFM eignet: Es wird keinerlei Annahme {iiber die Form der Partikel
getroffen. Die bis zu 20 Fluoreszenzfarbstoffe jeder Reporter-Einheit sind nicht kugel-
symmetrisch angeordnet, weshalb die Querschnittsfliche einer Reporter-Einheit senk-
recht zur optischen Achse von ihrer rdumlichen Orientierung abhidngt. Desweiteren
sind nicht zwingend alle 20 Farbstoffmolekiile an jeder Reporter-Einheit vorhanden
und selbst die vorhandenen Farbstoffmolekiile konnen trotz der entsprechenden Gegen-
mafinahmen zeitweise in einem dunklen Zustand verweilen oder dauerhaft bleichen
(vgl. Abschnitt 1.5). Folglich kann sich die Form des Abbilds einer Reporter-Einheit
in verschiedenen Kamerabildern stark unterscheiden. Insbesondere wére die Annahme
nicht gerechtfertigt, dass die Form des Abbilds einer Reporter-Einheit grundsétzlich ei-
ner zweidimensionalen Normalverteilung dhnelt.

2.2 Positionsabfolgen und Auslenkungsabfolgen

Die Tracking-Prozedur liefert letztendlich fiir jedes Kamerabild die geschétzten Projek-
tionen der Positionen der Reporter-Einheiten auf die Ebene senkrecht zur optischen
Achse des Mikroskops. Diese Ebene wird hier als xy-Ebene definiert. Die gemessene Be-
wegung einer Reporter-Einheit tiber den Verlauf einer TMFM-Aufnahme mit einer Ge-
samtzahl von T Kamerabildern wird somit durch Abfolgen von x- und y-Koordinaten
zu insgesamt T dquidistanten Zeitpunkten dargestellt (vgl. Abb. 2.2):

(x(t),y(t), t=1,23,...,T

Der zeitliche Abstand zwischen zwei aufeinanderfolgenden Elementen der Abfolgen
ist durch die Bildperiode der TMFM-Aufnahme gegeben. Diese betrug in jedem Kanal
standardmaflig 100 ms (vgl. Abschnitt 1.5).

Die gemessene Bewegung der Reporter-Einheiten ist eine Uberlagerung der Bewe-
gung der Reporter-Einheiten im Bezug auf die jeweiligen Ankerpunkte der DNA-Nano-
Objekte an der Probenoberfliche mit der Relativbewegung zwischen Probenkammer
und dem Sensor der Kamera [79]. In vielen TMFM-Aufnahmen trat eine langsame, un-
periodische Bewegung der Probenkammer auf dem Objektiv des Mikroskops auf, die
tiblicherweise als , Drift” bezeichnet wird. Deutlicher Drift ist in den Positionsabfolgen
mit blofflem Auge sichtbar (Abb. 2.2). Zur Driftkorrektur wurde von jeder Positions-
abfolge die Abfolge der {iiber ein Zeitfenster von 50 Bildperioden gemittelten Position
der jeweiligen Reporter-Einheit subtrahiert (fiir Details siehe Anhang B.1).

Nach der Driftkorrektur liegen fiir jede Reporter-Einheit Abfolgen von Auslenkungen
aus ihrer gemittelten Position in x- und y-Richtung vor (vgl. Abb. 2.3a,b,d, e):

(Ax(t), Ay(t), t=1,2,3,...,T
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Abbildung 2.2: Positionsabfolgen der Reporter-Einheiten eines DNA-Nano-Objekts

Objekt mit Interaktionssequenz CAGGAACG : CGTTCCTG, Konturlange des Leinenstlicks zwischen den Inter-
aktionspartnern L = 1554 bp und distaler Verankerungsgeometrie. Anzahl der Kamerabilder: T = 45000 je
Kamera (Aufnahmedauer: 75 Minuten). Die Skaleneinteilungen und Gitterlinien der x- und y-Achsen entspre-
chen den Begrenzungen der Kamerapixel. (a) Streudiagramm der geschatzten Positionen der immobilen
Reporter-Einheit des Objekts. Kreis: erste Position der Abfolge. Kreuz: letzte Position der Abfolge. (b) Abfol-
gen der geschatzten x- und y-Koordinaten der immobilen Reporter-Einheit Gber der Zeit. (¢, d) Wie a und b,
fir die mobile Reporter-Einheit des Objekts.
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Abbildung 2.3: Auslenkungsabfolgen der Reporter-Einheiten eines DNA-Nano-Objekts

Es handelt sich um dasselbe Objekt, dessen Positionsabfolgen in Abb. 2.2 gezeigt sind. Abfolgen (a) der
Auslenkung in x-Richtung Ax, (b) der Auslenkung in y-Richtung Ay sowie (c) der radialen Auslenkung r nach
Gleichung (2.1) fur die immobile Reporter-Einheit des Objekts. (d-f) Wie a-c, fiir die mobile Reporter-Einheit
des Objekis.
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Zur einfacheren grafischen Darstellung bietet sich die eindimensionale, radiale Aus-
lenkung an (vgl. Abb. 2.3 ¢, f):

1) =/ (Ax(0)? + (Ay(1))? 2.1)

Die immobile Reporter-Einheit ist nicht vollkommen starr auf der Probenoberflache
verankert (vgl. Abschnitt 1.2.1). Sie sollte bei korrekter Verankerung des Objekts da-
her tiber einen gewissen Bewegungsspielraum verfiigen. Im TMFM-Experiment zeigten
fast alle immobilen Reporter-Einheiten eine verglichen zur mobilen Reporter-Einheit
kleine Beweglichkeit. Die Auslenkungen Ax und Ay des hier gezeigten Beispielobjekts
(Abb. 2.3a und b) liegen fast ausschliefslich im Bereich zwischen -1 und 1 Pixel. Der Ma-
ximalwert der radialen Auslenkung (Abb. 2.3 ¢) betrdgt rund 1,3 Pixel. Aus dem Ausmafd
und der Form der Bewegung der immobilen Reporter-Einheit ldsst sich folgern, dass sie
tiber den Verlauf der Messung stabil an der PEG-Beschichtung der Probenoberflache
verankert ist.

Fiir die mobile Reporter-Einheit ist bei korrekter Verankerung des Objekts ein deutlich
groflerer Bewegungsradius zu erwarten als fiir die immobile Reporter-Einheit. Dartiber
hinaus sollte die mobile Reporter-Einheit je nach Bindezustand der Interaktionspartner
eine unterschiedliche Beweglichkeit besitzen: Im dissoziierten Zustand ist der mogliche
Bewegungsradius der mobilen Reporter-Einheit durch die Gesamtlinge der DNA-Leine
gegeben (vgl. linke Seite in Abb. 1.1). Im hybridisierten Zustand ist eine Schlaufe in
der DNA-Leine ausgeformt (vgl. rechte Seite in Abb. 1.1). Dadurch verkiirzt sich im
Vergleich zum dissoziierten Zustand die freie Leinenlinge und mit ihr der mogliche
Bewegungsradius der mobilen Reporter-Einheit. Im TMFM-Experiment erreichen die
Auslenkungen der mobilen Reporter-Einheit (Abb. 2.3 d-f) deutlich hohere Absolutwer-
te als die der immobilen Reporter-Einheit. Der Maximalwert der radialen Auslenkung
der mobilen Reporter-Einheit (Abb. 2.3f) liegt bei rund 4,5 Pixeln. In den Auslenkungs-
abfolgen der mobilen Reporter-Einheit wechseln sich Intervalle hoherer und geringerer
Breite ab.

Der quadratische Mittelwert (engl. root mean square, kurz: RMS) der radialen Auslen-
kung {iber ein Zeitfenster der Breite &9 Bildperioden

- 1 t+9 2
TRuso(t) = | 5577+ 2 ((t) (22)

t'=t—9

gibt weiteren Aufschluss iiber die Beweglichkeit der Reporter-Einheiten. Der Wert von
TrMs,o ist ein MaB fiir die Breite der Verteilung von r im Intervall [t —9,t 4 9]: Je breiter
die Verteilung von r in diesem Intervall, umso hoher ist der Wert von TRMS,9-

Abbildung 2.4 illustriert diesen Zusammenhang fiir dasselbe Beispielobjekt, dessen
Positions- und Auslenkungsabfolgen in Abb. 2.2 und 2.3 gezeigt sind. Die Abfolge und
Haufigkeitsverteilung von rgy g 5o der immobilen Reporter-Einheit weisen ein definiertes
Niveau auf. Die Abfolge und Héaufigkeitsverteilung von ryy5,, der mobilen Reporter-
Einheit weisen zwei definierte Niveaus auf.
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Abbildung 2.4: Beweglichkeitsniveaus der Reporter-Einheiten eines DNA-Nano-Objekts

Es handelt sich um dasselbe DNA-Nano-Objekt, dessen Positions- und Auslenkungsabfolgen in Abb. 2.2
und Abb. 2.3 gezeigt sind. (a) Quadratischer Mittelwert der radialen Auslenkung rgyg oo nach Gl. (2.2) der
immobilen Reporter-Einheit (schwarz) sowie der mobilen Reporter-Einheit (blau) Gber die ersten 18000 Bild-
perioden der Messung. (b) H(rgys »9): Haufigkeiten von rgyg oo, normiert auf den jeweiligen Maximalwert,
fur die immobile Reporter-Einheit (schwarze Balken) sowie die mobile Reporter-Einheit (blaue Balken) Uber
den gesamten Zeitraum der Messung (45000 Bildperioden).

Die einzelnen Beweglichkeitsniveaus der Reporter-Einheiten des hier gezeigten Ob-
jekts bleiben tiber den Verlauf der Messung gleich. Die mobile Reporter-Einheit wech-
selt zwar zwischen zwei Zustidnden, die Breite der Abfolgen Ax, Ay und r in jedem
der Zustdnde dndert sich jedoch nicht. In dieser Eigenschaft ist dieses Objekt allerdings
nicht reprasentativ fiir die Allgemeinheit aller Objekte. Bei vielen Objekten trat iiber den
Verlauf einer Messung eine Verschiebung der Beweglichkeitsniveaus beider Reporter-
Einheiten und insbesondere der mobilen Reporter-Einheit auf. Mit diesem Charakteris-
tikum der TMFM-Daten beschiéftigt sich der folgende Abschnitt.

2.3 Zusammenhang zwischen der Helligkeit und der gemessenen
Beweglichkeit der Reporter-Einheiten

Aus den TMFM-Aufnahmen wurde neben der Position ebenfalls die Helligkeit der
Reporter-Einheiten erfasst. Dazu wurden fiir jede Reporter-Einheit in jedem Kamera-
bild die Intensitdten aller Pixel in einer Pixelregion fester Grofse um die Position der
Reporter-Einheit summiert. Somit erhdlt man fiir jede Reporter-Einheit analog zu den
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Positions- und Auslenkungsabfolgen eine Helligkeitsabfolge

I(t), t=1,23,...,T.

Die in einem Kamerabild detektierte Helligkeit einer Reporter-Einheit hdangt ab

1. von der Gesamtintensitit Ig;, des Fluoreszenzlichts, das die Farbstoffmolekiile die-
ser Reporter-Einheit wihrend der Bildperiode emittieren, und

2. vom Anteil qpro des emittierten Fluoreszenzlichts, der scharf auf den Sensor der
Kamera abgebildet wird.

Fiir Ig, spielt neben dem Bleichzustand der Farbstoffmolekiile auch der Abstand der
Reporter-Einheit von der Probenoberfladche wihrend der Bildperiode eine Rolle. Das eva-
neszente Feld der TIRF-Illumination klingt exponentiell mit dem Abstand zur Proben-
oberflache ab. Deshalb sinkt die Wahrscheinlichkeit der Anregung der noch nicht geb-
lichenen Farbstoffmolekiile mit steigendem Abstand der Reporter-Einheit zur Proben-
oberfliache. Auch fiir qpo ist der Abstand zwischen Reporter-Einheit und Probenober-
flache zum Zeitpunkt der Emission ein entscheidender Faktor: Je weiter die Reporter-
Einheit von der Probenoberfliche und somit von der Fokusebene des Objektivs entfernt
ist, umso kleiner ist qpyo;-

Aufgrund dieser Zusammenhinge sind die Helligkeiten der Reporter-Einheiten, ins-
besondere der mobilen Reporter-Einheiten, im Verlauf einer Messung nicht konstant
(Abb. 2.5, 2.6, C.1 und C.2, jeweils graue Kurven in a). Durch sukzessives Bleichen der
Farbstoffmolekiile [100] sinkt iiber die Dauer der Messung nach und nach die mittle-
re Helligkeit der Reporter-Einheit ab. Aufierdem haben die mobilen Reporter-Einheiten
im Zustand geringerer Beweglichkeit im Mittel einen kleineren Abstand zur Proben-
oberfliche und im Zustand hoherer Beweglichkeit im Mittel einen grofieren Abstand
zur Probenoberfldche. Bei gleicher Bleichstufe fiihrt folglich ein Wechsel vom Zustand
hoherer Beweglichkeit in den Zustand geringerer Beweglichkeit im Mittel zu einer Er-
hohung der Helligkeit der Reporter-Einheit. Analog fiithrt ein Wechsel vom Zustand
geringerer Beweglichkeit in den Zustand hoherer Beweglichkeit im Mittel zu einer Ver-
ringerung der Helligkeit der Reporter-Einheit. Bedingt durch die schnelle Diffusion
der mobilen Reporter-Einheiten kann sich auch ohne einen Zustandswechsel der Ab-
stand einer mobilen Reporter-Einheit zur Probenoberfldache in zwei aufeinanderfolgen-
den Kamerabildern stark unterscheiden. Infolgedessen unterliegt die Helligkeit einer
Reporter-Einheit auch auf derselben Bleichstufe und im selben Beweglichkeitsniveau
starken Schwankungen zwischen einzelnen Kamerabildern. Die Helligkeitsabfolgen I(t)
erscheinen stark verrauscht, weshalb es zweckmaéfig ist, fiir jede Reporter-Einheit auch
die tiber ein Zeitfenster von £10 Bildperioden Median-gefilterte Helligkeitsabfolge zu
betrachten (Abb. 2.5, 2.6, C.1 und C.2, jeweils schwarze Kurven in a):

Imed,10(t) = med (I1(t—10), ..., I(t+10)) (2.3)
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Abbildung 2.5: Helligkeit und gemessene Beweglichkeit einer mobilen Reporter-Einheit, Bsp. 1

Objekt mit Interaktionspartnern in proximaler Verankerungsgeometrie, Konturldnge L = 1050 bp. (a) Grau:
Helligkeitsabfolge I(t). Schwarz: Median-gefilterte Helligkeitsabfolge Imeq,10 Nach Gl. (2.3). (b) Abfolgen der
radialen Auslenkung r nach Gleichung (2.1) und von rgus 20 nhach Gleichung (2.2) tUber die gesamte Dauer
der Messung. (c) Drei verschiedene jeweils 3 Minuten lange Ausschnitte der Abfolgen von r und rrms 2.
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Abbildung 2.6: Helligkeit und gemessene Beweglichkeit einer mobilen Reporter-Einheit, Bsp. 2
Objekt mit Interaktionspartnern in distaler Verankerungsgeometrie, Konturlange L = 1554 bp. (a) Grau: Hel-
ligkeitsabfolge I(t). Schwarz: Median-gefilterte Helligkeitsabfolge Imed,10 Nach Gl. (2.3). (b) Abfolgen der ra-
dialen Auslenkung r nach Gleichung (2.1) und von rrus 20 nhach Gleichung (2.2) tiber die gesamte Dauer der
Messung. (c) Drei verschiedene jeweils 3 Minuten lange Ausschnitte der Abfolgen von r und rrms 20.
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Die Helligkeit der Reporter-Einheit beeinflusst die Breite der Auslenkungsabfolgen

In der Gegeniiberstellung der Helligkeitsabfolgen (Abb. 2.5, 2.6, C.1, C.2, jeweils a) und
der Abfolgen von r(t) sowie rRMS,ZO(t) (Abb. 2.5, 2.6, C.1, C.2, jeweils b und c) fillt auf,
dass mit der Abnahme der Helligkeit ein gradueller Anstieg der gemessenen Beweg-
lichkeit der Reporter-Einheiten einhergeht. Die Abfolgen von r werden breiter, Ty ;g 5(t)
verschiebt sich hin zu hoheren Werten.

Diese Beobachtung kann damit erkldart werden, dass die statistische Ungenauigkeit
der Positionsabschdtzung vom Signal-zu-Rausch-Verhéltnis (Signal-to-Noise Ratio, kurz:
SNR) abhéngt [103]. Je geringer die Helligkeit einer Reporter-Einheit, desto kleiner das
SNR und desto grofier die Ungenauigkeit der Positionsabschiatzung. Dadurch wirkt die
Beweglichkeit erhoht. Im Rahmen der Charakterisierung der Bewegung der mobilen
Reporter-Einheiten (siehe Abschnitt 2.5) wurde dieser Zusammenhang weiter unter-
sucht.

2.4 Aussortieren fehlerhafter DNA-Nano-Objekte

In der Regel eigneten sich nicht alle DNA-Nano-Objekte aus einer TMFM-Messung zur
weiteren Analyse. Die Einzelmolekiil-Daten aller Objekte wurden betrachtet und ma-
nuell aussortiert, falls sie als fehlerbehaftet eingestuft wurden. Daten von DNA-Nano-
Objekten wurden hauptsédchlich dann als fehlerbehaftet eingestuft, wenn

¢ der Abstand zwischen benachbarten DNA-Nano-Objekten weniger als etwa 12 px
betrug, was Fehler in der Positionsabschiatzung durch den VWCM-Algorithmus
zur Folge hatte.

¢ dauerhaftes oder wiederholtes transientes Kleben der mobilen Reporter-Einheit an
der Probenoberfldche beobachtet wurde.

¢ das Fluoreszenzsignal mindestens einer der Reporter-Einheiten nach weniger als
10000 Bildperioden ab Anfang der Messung durch Bleichen der Farbstoffe oder
Ablosung des DNA-Nano-Objekts von der Oberflache verschwunden war.

¢ die immobile Reporter-Einheit mehr als ein definiertes Beweglichkeitsniveau auf-
wies

¢ bei DNA-Nano-Objekten mit Interaktionspartnern die mobile Reporter-Einheit nur
ein definiertes Beweglichkeitsniveau oder mehr als zwei definierte Beweglichkeits-
niveaus aufwies.

* bei DNA-Nano-Objekten der Referenzen fiir einen der beiden Zustande (vgl. Ab-
schnitt 2.5) die mobile Reporter-Einheit mehr als ein definiertes Beweglichkeitsni-
veau aufwies.

In etwa 80 % der Datensitze aus den TMFM-Messungen wurden jeweils mindestens
20 % der DNA-Nano-Objekte als fehlerfrei eingestuft und einer weiteren Analyse unter-
zogen. In etwa 10 % der Datensatze lag der Anteil der als fehlerfrei eingestuften DNA-
Nano-Objekte sogar tiber 50 %.
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2.5 Charakterisierung der Bewegung der mobilen Reporter-Einheiten

Zur Charakterisierung der Bewegung der mobilen Reporter-Einheiten fiir die distale
Verankerungsgeometrie der Interaktionspartner wurden Referenzobjekte hergestellt, die
bei korrekter Selbstassemblierung jeweils dauerhaft einen der zwei Zustinde nachah-
men. Abschnitt 2.5.1 zeigt die Ergebnisse der Charakterisierung der Bewegung der mo-
bilen Reporter-Einheiten dieser Referenzobjekte fiir den Zustand mit fester Schlaufe in
der Leine und fiir den Zustand ohne Schlaufe in der Leine.

Zur Charakterisierung der Bewegung der mobilen Reporter-Einheiten im Zustand mit
Schlaufe in der Leine fiir die proximale Verankerungsgeometrie der Interaktionspartner
wurden Abschnitte von Auslenkungsabfolgen von Objekten mit 9nt langen Interakti-
onspartnern verwendet (siehe Abschnitt 2.5.2).

2.5.1 Charakterisierung der Bewegung der mobilen Reporter-Einheiten der
Referenzobjekte mit fester Schlaufe und ohne Schlaufe in der Leine

Zur Charakterisierung der Bewegung der mobilen Reporter-Einheit im Zustand mit
Schlaufe in der Leine in der distalen Verankerungsgeometrie diente die Fy-Referenz
(Abb. 2.7a). Bei diesen Referenzobjekten betrdgt die Konturldnge L in der Schlaufe

b c

Dmob

Dimm

Abbildung 2.7: Schemata der F4-Referenz, der BO-Referenz und der 0-Referenz

(Detailliertere Darstellungen dieser Referenzobjekte finden sich in Abb. 1.8 e-i und Abb. 1.9c-e.)

Die grauen Rechtecke mit rotem/griinem Stern reprasentieren die Reporter-Einheiten. Die schwarze Linie
reprasentiert die DNA-Leine. Detailliertere Darstellungen finden sich in Abbildungen 1.8 und 1.9. (a) Schema
der F4-Referenz mit fester Schlaufe in der Leine. Dimm resp. Dmob bezeichnen die Konturlangen der Leinen-
stlicke zwischen der immobilen resp. mobilen Reporter-Einheit und dem Punkt der festen Verknlpfung in der
Leine. L bezeichnet die Konturldnge der Schlaufe, die durch die Verknipfung in der Leine entsteht. (b) Sche-
ma der BO-Referenz mit nur dem Interaktionspartner B (blau) in proximaler Verankerungsgeometrie nahe der
mobilen Reporter-Einheit. (c) Schema der 0-Referenz ohne Interaktionspartner.
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1008 bp. Die freie Leinenldnge Dimm + Db betrdgt 601 bp und ist damit um 42 bp lan-
ger als im Zustand mit Schlaufe in der Leine bei den Objekten mit Interaktionpartnern
in distaler Verankerungsgeometrie.

Zur Charakterisierung der Bewegung der mobilen Reporter-Einheit im Zustand ohne
Schlaufe in der Leine wurden zwei Sorten der Referenzobjekte verwendet, bei denen
eine Interaktionssequenz oder beide Interaktionssequenzen fehlen: Die BO-Referenzen
(Abb. 2.7b) und die 0-Referenzen (Abb. 2.7 ¢). Im Rahmen dieser Arbeit wurden Vari-
anten der BO- und 0-Referenzen mit insgesamt sechs verschiedenen Leinenldngen un-
tersucht. Die verschiedenen Varianten werden hier mit den Kiirzeln BO-Ln oder 0-Ln
bezeichnet. Der Parameter n € {2,4,6,8,10,12} gibt die Gesamtldange Dimm + L + Dmob
der DNA-Leine zwischen den Reporter-Einheiten in der jeweiligen Variante gemafd der
folgenden Regel an:

Dimm + L 4 Db = 97bp +n-252bp 2.4)

Objekte der Referenz BO-Ln oder 0-Ln haben dieselbe Gesamtleinenldnge wie Objekte
mit Interaktionspartnern in proximaler Verankerungsgeometrie und

L =42bp+n-252bp
und wie Objekte mit Interaktionspartnern in distaler Verankerungsgeometrie und

L =42bp+(n—2)-252bp, fiirn > 2.

Anm.: Die Experimente mit den Referenzobjekten F;, 0-L8, 0-L12 sowie erste Analyseschritte
wurden im Rahmen der Bachelor-Arbeit und HiWi-Titigkeit von Dominik Voglmaier am Lehr-
stuhl von Prof. Dietz durchgefiihrt. Herrn Voglmaier sei an dieser Stelle erneut fiir die gute
Zusammenarbeit gedankt.

Unimodalitét der Bewegung der mobilen Reporter-Einheiten

Korrekt assemblierte Referenzobjekte sollten im TMFM-Experiment nur ein Beweglich-
keitsniveau aufweisen. Fiir die Objekte der F4-Referenz sollte die Schlaufe fest geschlos-
sen sein und sich nicht 6ffnen konnen. Umgekehrt verhilt es sich fiir die Objekte der
B0-Referenz und der 0-Referenz: Da diese Objekte nicht iiber ein vollstindiges Paar von
Interaktionspartnern verfiigen, sollte fiir sie laut Design keine Schlaufenbildung in der
DNA-Leine moglich sein.

Die Auslenkungsabfolgen der grofien Mehrzahl der mobilen Reporter-Einheiten der
Fg4-, BO- und 0-Referenzen zeigten im TMFM-Experiment nur ein Beweglichkeitsniveau.
Nur vereinzelte Referenzobjekte wiesen mehr als ein Beweglichkeitsniveau der mobilen
Reporter-Einheit auf. Der geringe Anteil dieser Objekte an der Gesamtheit ldsst darauf
schlieflen, dass die Ursache fiir das Auftreten von zwei Beweglichkeitsniveaus in der feh-
lerhaften Assemblierung einzelner Objekte liegt. Aufgrund von Assemblierungsfehlern
konnen beispielsweise einzelstrangige Motive in den DNA-Nano-Objekten offen liegen,
die laut Design doppelstrangig sein sollten [104]. Liegen in einem Objekt der BO- oder
0-Referenz mehrere solche einzelstrangige Motive mit einer gewissen Sequenzkomple-
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mentaritit zueinander vor, konnen diese aneinander binden und so kann eine Schlaufe
in der Leine entstehen.

Solche alternative Wege der Schleifenbildung kénnten dann auch in vereinzelten Ob-
jekten mit Interaktionspartnern auftreten. Falls die Konturldnge einer defektbedingten
Schlaufe in einem dhnlichen Bereich liegt wie die Konturldnge der durch Bildung des
Duplex B:B” gebildeten Schlaufe, hétte die mobile Reporter-Einheit in den beiden Zu-
standen mit Schlaufe ein dhnliches Beweglichkeitsniveau. Das DNA-Nano-Objekt wiirde
dann zundchst nicht als fehlerhaft identifiziert. Falls sich allerdings durch die alterna-
tive Schleifenbildung die Statistik der Verweildauern dieses Objekts in den Zustanden
mit und ohne Schlaufe mafigeblich verdndert, wiirde das im Rahmen der Prozedur zur
Detektion molekularer Heterogenitdt erkannt (siehe Abschnitt 3.3.3). Das Objekt wiirde
dann von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Zusammenhang zwischen Helligkeit und gemessener Beweglichkeit der Reporter-Einheiten

Wie bei den DNA-Nano-Objekten mit Interaktionspartnern (vgl. Abschnitt 2.3) wurde
auch bei den Referenzobjekten mit fester Schlaufe in der Leine und ohne Schlaufe in der
Leine beobachtet, dass die gemessene Beweglichkeit der mobilen Reporter-Einheiten
mit abfallender Helligkeit ihres Fluoreszenzsignals ansteigt. Abbildungen 2.8 und 2.9
sowie Tabelle 2.1 verdeutlichen diesen Zusammenhang am Beispiel eines Objekts der

Fq-Referenz !.

Die Median-gefilterte Abfolge der Helligkeit um die Position der Reporter-Einheit
Imed10 (Abb. 2.8a) fillt von einem anfianglichen Niveau bei etwa 13000 im Verlauf der
Messung nach und nach ab und liegt zuletzt bei einem Wert von knapp unter 6000. Die
Helligkeitsabnahme vollzieht sich dabei in mehreren Stufen, welche auf das Bleichen
einzelner Farbstoffmolekiile zuriickzufiihren sind.

Die Breite der Auslenkungsabfolgen (Abb. 2.8 b) nimmt iiber den Verlauf der Messung
zu, insbesondere in der zweiten Halfte. Fiir eine genauere Betrachtung wurden fiinf
Zeitintervalle auf vier verschiedenen Intensitdtsniveaus ausgewdhlt (Abb. 2.8a). Jedes
dieser Intervalle hat eine Lange von 1000 Bildperioden. Somit ergeben sich fiinf Stich-
proben von je 1000 Werten von Ineq 10, je 1000 Werten von Ax und je 1000 Werten von
Ay. Tabelle 2.1 gibt fiir jedes Intervall das Maximum, den Median und das Minimum
der Stichprobe von Ijeq10 sowie das arithmetische Mittel und die Standardabweichung
der Stichproben von Ax und Ay an. Mit steigendem Index der Intervalle und der suk-
zessiven Helligkeitsabnahme geht eine Zunahme der Standardabweichungen der Aus-
lenkungsstichproben einher. Die Werte der Standardabweichungen der Stichproben aus
Intervallen 2 und 3 liegen um etwa 10 bis 15 Prozent {iber den Werten aus Intervall 1.
Die Werte aus Intervall 4 liegen um mehr als 20 Prozent {iber den Werten aus Intervall 1.
Die Werte aus Intervall 5 liegen um etwa 40 Prozent iiber den Werten aus Intervall 1.

Fiir jedes der fiinf Intervalle wurden die Verteilungen der Stichproben von Ax und
Ay betrachtet (Abb. 2.9). Die jeweilige Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung (PDF) wur-
de einerseits durch Bildung eines Histogramms der relativen Haufigkeit geschitzt, an-

TAbb. C.3 und C.4 sowie Tabelle C.2 zeigen eine analoge Betrachtung fiir ein Objekt der Referenz BO-L6.
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Abbildung 2.8: Helligkeits- und Auslenkungsabfolgen einer mobilen Reporter-Einheit, F4-Referenz
(a) Schwarze Linie: Imeq,10, Median-gefilterte Abfolge der summierten Pixelhelligkeit um die Position der
Reporter-Einheit nach Gl. (2.3). (b) Punkte: Ax und Ay, Abfolgen der Auslenkungen in x- und y-Richtung
nach Gl. (2.2). In Farbe: Grenzen und Nummerierung der finf Zeitintervalle, denen die Kennzahlen und
Verteilungen in Tab. 2.1 und Abb. 2.9 entstammen.

Tabelle 2.1: Kennzahlen der Helligkeit und der Auslenkungen fiir die in Abb. 2.8 markierten Intervalle
k: Nummer des Intervalls. Imeq 10: Median-gefilterte summierte Pixelhelligkeit nach Gl. (2.3). Jeweils gerun-
dete Werte des Maximums, Medians und Minimums im k-ten Intervall. my x / my x: Arithmetisches Mittel der
Stichprobe von Ax/Ay im k-ten Intervall. sy / sy k- Standardabweichung der Stichprobe von Ax/Ay im k-ten
Intervall.

k Imed;10 My k my K Sxk Sy,k
Maximum Median Minimum

1 14006 12993 11822 0,021 0,017 0,503 0,482

2 8173 7917 7619 0,011 0,016 0,563 0,551

3 8237 7892 7562 0,008 -0,013 0,554 0,554

4 7246 6940 6706 0,016 0,004 0,619 0,598

5 6771 6569 6330 -0,007 0,005 0,688 0,672
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Abbildung 2.9: Verteilungen der Auslenkungsstichproben aus den funf Zeitintervallen

Verteilungen von Ax (linke Spalte) und Ay (rechte Spalte). Histogramme: Aus der relativen Haufigkeit ermittel-
te Wahrscheinlichkeitsdichte. Schwarze Linien: Kumulierte relative Haufigkeit. Farbige durchgezogene resp.
gestrichelte Linien: Normalverteilte Wahrscheinlichkeitsdichte resp. Verteilungsfunktion mit Erwartungswert
myk / My k (arithmetisches Mittel der Stichprobe) und Standardabweichung sy / sy« (Standardabweichung
der Stichprobe), k € {1, ...,5}
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dererseits durch die kontinuierliche normalverteilte Dichtefunktion der Form

1 5 —m)?
p(d) = v exp (—(2;2“)> . (2.5)

Dabei bezeichnet m das Stichprobenmittel, s die Standardabweichung der Stichprobe.

Zwischen den Histogrammen und den Verldufen der normalverteilten Dichtefunktio-
nen p wurde fiir alle Stichproben eine gute Ubereinstimmung festgestellt. Ebenso er-
gab der Vergleich der Verteilung der kumulierten relativen Haufigkeit mit der zur PDF
gehorigen Verteilungsfunktion (CDF) fiir jede Stichprobe eine gute ﬂbereinstimmung
zwischen den Verldufen der beiden Kurven. Diese grofie Ahnlichkeit der Auslenkungs-
verteilungen zu Normalverteilungen wird an den jeweiligen Enden der Abschnitte 2.5.1
und 2.5.2 erneut aufgegriffen.

Autokorrelation der Auslenkungsabfolgen der mobilen Reporter-Einheiten

Ein weiterer Teil der Charakterisierung der Bewegung der mobilen Reporter-Einheiten
bestand in der Betrachtung der Autokorrelation der Auslenkungsabfolgen. In dieser
Arbeit wird die normierte Autokorrelation R(v, At) einer beliebigen Abfolge

v(t),te{l,2,...,0}

bei der zeitlichen Verschiebung At wie folgt definiert:
1—At
At > V() -v(t+AY)
R(v,At) = = (2.6)

> v(v)?

t=1

| =

Bei der Betrachtung der normierten Autokorrelation der Auslenkungsabfolgen Ax
und Ay zeigte sich eine periodische Abhédngigkeit von der zeitlichen Verschiebung At.
Abbildung 2.10 illustriert dies anhand der normierten Autokorrelationen von Ausschnit-
ten der Auslenkungsabfolgen einer Auswahl mobiler Reporter-Einheiten der Fj-Referenz
innerhalb eines 500 Bildperioden langen Zeitintervalls. Die Periodizitdt in den Verldufen
von R(AX, At) iiber der zeitlichen Verschiebung At ist klar erkennbar (Abb. 2.10 a). Die
Periodizitit in R(Ay , At) ist weniger stark ausgepragt, tritt jedoch in der Mittelwerts-
kurve (schwarze Linie) deutlich zutage (Abb. 2.10b).

Um der Frage nachzugehen, ob eine Periodizitit von R(Ax,At) und R(Ay, At) nur
vereinzelt oder global in den TMFM-Messungen auftritt, wurden die normierten Auto-
korrelationen vieler jeweils 500 Bildperioden langer Ausschnitte aus den Auslenkungs-
abfolgen der Reporter-Einheiten aller Referenzobjekte ermittelt. Dieses Vorgehen liefert
tiir jeden Wert von At Verteilungen der Werte von R (Ax , At ) und R (Ay , At ) Aus diesen
Verteilungen wurden jeweils das arithmetische Mittel sowie der Wertebereich zwischen
dem 0,005-Quantil und dem 0,995-Quantil betrachtet. Eine derartige globale Betrachtung
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Abbildung 2.10: Normierte Autokorrelationen von Ausschnitten der Abfolgen Ax und Ay mobiler
Reporter-Einheiten von zwélf Beispielobjekten der F4-Referenz

Die Ausschnitte der Auslenkungsabfolgen entstammen demselben 500 Bildperioden langen Zeitintervall der
TMFM-Messung. (a) R(Ax,At) und (b) R(Ay,At) nach Gl. (2.6) fiir zeitliche Verschiebungen At um 1
bis 20 Bildperioden. Blaue Kurven: jeweils normierte Autokorrelationen der Auslenkung einzelner Reporter-
Einheiten. Schwarze Kurven: jeweils arithmetisches Mittel aller blauen Kurven.

fiir die Fy-Referenz (Abb. 2.11) liefert ein qualitativ gleiches Ergebnis wie die Betrach-
tung der zwolf einzelnen Ausschnitte (Abb. 2.10): eine deutlich erkennbare Periodizitat
im Verlauf von R(AX,At) (Abb. 2.11 a) und eine schwéchere, aber dennoch erkennbare
Periodizitdt im Verlauf von R(Ay, At) (Abb. 2.11¢).

In den Auslenkungsabfolgen tritt folglich systematisch eine periodische Bewegungs-
komponente mit einer Frequenz von etwa 3 Hz auf. Die Ursache dafiir liegt aller Wahr-
scheinlichkeit nach in einer Vibration der Probe relativ zur Aufnahmeoptik. Die zur
Korrektur instrumentellen Drifts verwendete Prozedur (siehe Anhang B.1) entspricht
letztlich einem Tiefpass-Filter und entfernt nur Vibrationen mit Frequenzen < 0,1 Hz.

Zur nachtraglichen Vibrationskorrektur der Auslenkungsabfolgen wurde eine Proze-
dur dhnlich zu der in [79] beschriebenen Vibrationskorrektur implementiert. Fiir jeden
Zeitpunkt der Messung wurde durch Mittelung iiber die Auslenkungen der Reporter-
Einheiten mehrerer DNA-Nano-Objekte ein Schatzwert fiir die Auslenkung des Schwer-
punkts der gesamten Probe (Axqy,,Aycy) ermittelt. Subtraktion der Abfolge der ge-
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schétzten Schwerpunktsauslenkung von den Abfolgen (Ax, Ay) liefert eine Schidtzung
fiir die Abfolge der tatsdchlichen xy-Auslenkungen der Reporter-Einheiten (Axgg , Aygg)
im Bezug auf den Ankerpunkt des DNA-Nano-Objekts an der Probenoberfldche:

(Axgg, Aygg) = (Ax, Ay) — (Axem , AYem) (2.7)

Die normierten Autokorrelationen der vibrationskorrigierten Abfolgen R(Axgg,At)
und R(Aygg,At) wurden ebenfalls global betrachtet. Sie wurden aus denselben Sét-
zen von jeweils 500 Bildperioden langen Zeitintervallen ermittelt wie R(Ax,At) und
R(Ay ,At). Die Verldufe des arithmetischen Mittels und der 0,005- bzw. 0,995-Quantile
von R(Axgg , At) und R(Aygg, At) iiber der zeitlichen Verschiebung fiir die F4-Referenz
zeigen keine ausgepragte Periodizitdt (Abb. 2.11b und d).

Eine gleichartige Betrachtung der normierten Autokorrelationen von (Ax,Ay) und
(Axgg , Aygg) erfolgte fiir die Referenzobjekte fiir den Zustand ohne Schlaufe in der Lei-

R(AX, At)
R(AX A

'0,2 T T T T T T T T T T T T T T T T '012 T T T T T T T T T T T T T T T T
1 5 10 15 20 1 5 10 15 20
At (Bildperioden) At (Bildperioden)

'0,2 mTrrTrTr T T T T T T T T '0,2 mrTrrrr T TrTr T T T T T T T T
1 5 10 15 20 1 5 10 15 20
At (Bildperioden) At (Bildperioden)

Abbildung 2.11: Normierte Autokorrelationen der Abfolgen Ax, Axgg, Ay und Aygg mobiler Reporter-
Einheiten der F4-Referenz in vielen (N =274) jeweils 500 Bildperioden langen Ausschnitten

(a) R(Ax,At), (b) R(Axge , At ), (¢) R(Ay, At ) und (d) R(Ayge , At ) nach Gl. (2.6) fiir zeitliche Verschiebun-
gen Atum 1 bis 20 Bildperioden. Die blauen Flachen werden begrenzt durch die 0,005- und 0,995-Quantile
der Verteilungen aus allen 274 Intervallen. Schwarze Kurven: jeweils arithmetisches Mittel der Werte aus
allen 274 Intervallen.
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ne B0-L2, BO-L4 und BO-L6 (Abb. 2.12) sowie 0-L8, BO-L10 und 0-L12 (Abb. 2.13). Die
Periodizitit von R(Ax,At) ist fiir die mobilen Reporter-Einheiten der Referenzobjekte
mit den zwei kiirzesten Gesamtleinenldngen (Abb. 2.12 a, e) ungefihr gleich stark ausge-
pragt wie im Fall der F4-Referenz. Mit weiter steigender Gesamtleinenldnge ist die Pe-
riodizitdt von R(Ax,At) immer weniger stark ausgepréagt (Abb. 2.12i, Abb. 2.13a, e, i).
Die Periodizitiat von R(Ay ,At) ist nur bei der kiirzesten Leinenldnge deutlich auszu-
machen (Abb. 2.12¢c), bei allen hoheren Gesamtleinenldngen jedoch kaum bis gar nicht
(Abb. 2.12g,k, Abb. 2.13 ¢, g, k). Die Verldufe von R(AXRE , At) und R(AyRE , At) zeigen
fur alle Gesamtleinenldngen keine ausgeprégte Periodizitdt (jeweils rechte Spalten in
Abb. 2.12 und Abb. 2.13).

Das Ausmaf der zeitlich unkorrelierten Brown’schen Bewegung der mobilen Reporter-
Einheiten nimmt mit steigender freier Leinenldnge zu. Die oben dargelegten Beobach-
tungen sind demnach konsistent mit der Annahme, dass die periodische Komponente
der Auslenkungsabfolgen (Ax,Ay) von einer systematischen Vibration in der Messap-
paratur herriihrt, deren Amplitude in allen Messungen ungefdhr gleich grofs ist. Der
relative Anteil der periodischen Komponente an der Gesamtbewegung schrumpft dann
mit wachsender Leinenldnge, was sich in einer weniger ausgepragten Periodizitit nie-
derschldgt. Unabhidngig von der Leinenldnge konnte der periodische Bewegungsanteil
mithilfe der Vibrationskorrektur erfolgreich entfernt oder zumindest auf ein sehr gerin-
ges Mafs verringert werden.

Zur quantitativen Einordnung der Mittelwerte und Wertebereiche der normierten Au-
tokorrelation der vibrationskorrigierten Auslenkungsabfolgen wurde ein Vergleich zu
simulierten Daten gezogen. Der simulierte Datensatz bestand aus 10000 Abfolgen Ag,
von normalverteilten Pseudozufallszahlen mit einer jeweiligen Lange der Abfolgen von
¢ = 500. Fiir jede dieser Abfolgen wurde die normierte Autokorrelation R (ASIM , 1) nach
GL. (2.6) berechnet. Aus der Verteilung der 10000 Einzelwerte fiir R(Agpy, 1) wurden die
Vergleichswerte fiir die Mittelwerte und Quantile der experimentell erhaltenen Vertei-
lungen bestimmt.

Tabelle 2.2 zeigt eine Aufstellung der Statistik aus den experimentellen Daten aller
Referenzobjekte im Vergleich mit der Statistik aus dem simulierten Datensatz. Die Mit-
telwerte und Quantile der experimentellen Daten liegen etwa im selben Bereich wie die
aus dem simulierten Datensatz gewonnenen Vergleichswerte. Dementsprechend kon-
nen die Abfolgen der Auslenkungen im Zustand ohne Schlaufe in der Leine und im
Zustand mit Schlaufe in der Leine bei distaler Verankerungsgeometrie als zeitlich un-
korreliert angesehen werden.

Die zur statistischen Auswertung der Zwei-Zustands-Abfolgen verwendete Methode
(siehe Kapitel 3) fordert, dass die Auslenkung zu jedem Zeitpunkt eine unabhingige Zu-
fallsvariable sein muss. Demnach darf der Wert der Auslenkung zu einem bestimmten
Zeitpunkt der Abfolge nicht vom Wert zu fritheren Zeitpunkten abhédngen. Aus die-
sem Grund wurden fiir die Analyse die vibrationskorrigierten Abfolgen (Axgg, Aygg)
verwendet.
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Abbildung 2.12: Normierte Autokorrelationen der Abfolgen Ax, Axgg, Ay und Aygg mobiler Reporter-
Einheiten der Referenzen B0-L2, B0-L4 und B0-L6 in vielen je 500 Bildperioden langen Ausschnitten
(a-d) Fur Referenz B0-L2: (a) R(Ax,At), (b) R(Axge,At), (¢) R(Ay,At) und (d) R(Ayge,At) nach
Gl. (2.6) fir zeitliche Verschiebungen At um 1 bis 20 Bildperioden. Die blauen Flachen werden begrenzt
durch die 0,005- und 0,995-Quantile der Verteilungen aus allen N=5772 Intervallen. Schwarze Kurven:
jeweils arithmetisches Mittel der Werte aus allen N=5772 Intervallen. (e-h) Wie a-d, fir Referenz BO-L4
(N =6593). (i-) Wie a-d, fur Referenz B0-L6 (N =2306).
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Abbildung 2.13: Normierte Autokorrelationen der Abfolgen Ax, Axgg, Ay und Aygg mobiler Reporter-
Einheiten der Referenzen 0-L8, B0-L10 und 0-L12 in vielen je 500 Bildperioden langen Ausschnitten

(a-d) Fur Referenz 0-L8: (a) R(Ax, At), (b) R(Axge , At ), (c) R(Ay, At ) und (d) R(Ayge , At ) nach Gl. (2.6)
fur zeitliche Verschiebungen At um 1 bis 20 Bildperioden. Die blauen Flachen werden begrenzt durch die
0,005- und 0,995-Quantile der Menge der Werte aus allen N=503 Intervallen. Schwarze Kurven: jeweils
arithmetisches Mittel der Verteilungen aus allen N=503 Intervallen. (e-h) Wie a-d, fiir Referenz B0O-L10
(N =494). (i-l) Wie a-d, fur Referenz. 0-L12 (N =506).
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Tabelle 2.2: Statistik liber die global betrachteten normierten Autokorrelationen R(Axgg,1) und
R(Ayge , 1) der mobilen Reporter-Einheiten aller Referenzobjekte im Vergleich zu simulierten Daten
R(Axge/Ayge, 1): Normierte Autokorrelation in vielen je 500 Bildperioden langen Ausschnitten der vibra-
tionskorrigierten Auslenkungsabfolgen Axge bzw. Aygre nach Gl. (2.6). R: Arithmetisches Mittel der Ein-
zelwerte im Datensatz. N: Anzahl der Einzelwerte im Datensatz. Agim: Abfolgen normalverteilter Pseudo-
Zufallszahlen mit £=500 (siehe Text fiir ndhere Erlauterung).

Quantile von R(Axgg/Aygg, 1) =

Datensatz R N
0,005-Q. 0,25-Q. 0,75-Q.  0,995-Q.
Fq AXRg -0,137 -0,030 0,033 0,098 0,0006 274
Fq AYRE -0,093 -0,027 0,035 0,130 0,0072 274
BO-L2  Axgg -0,123 -0,027 0,035 0,128 0,0039 5772
BO-L2  Aygrg -0,115 -0,027 0,036 0,141 0,0051 5772
BO-L4  Axgg -0,114 -0,030 0,032 0,112 0,0005 6593
B0-L4  Ayrg -0,116 -0,031 0,031 0,119 0,0001 6593
BO-L6  Axgrg -0,123 -0,034 0,026 0,111 -0,0036 2306
BO-L6  Ayrg -0,117 -0,032 0,029 0,116 -0,0015 2306
0-L8 AXRE -0,134 -0,037 0,028 0,099 -0,0047 503
0-L8 AYRE -0,105 -0,033 0,025 0,105 -0,0048 503
BO-L10  Axgg -0,124 -0,032 0,031 0,101 -0,0013 494
B0-L10  Ayrg -0,119 -0,035 0,020 0,113 -0,0078 494
0-L12  Axgg -0,116 -0,035 0,023 0,100 -0,0039 506
0-L12  Aygre -0,116 -0,032 0,026 0,124 -0,0023 506

SIM Asim -0,114 -0,031 0,029 0,115 -0,0006 10000
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Form der vibrationskorrigierten Auslenkungsverteilungen der mobilen Reporter-Einheiten

Im Rahmen der statistischen Auswertung der Zwei-Zustands-Abfolgen (siehe Kapitel 3)
ist es niitzlich, eine Annahme tiber die Wahrscheinlichkeitsverteilung der Auslenkungen
treffen zu konnen. Fiir die nicht vibrationskorrigierten Auslenkungsabfolgen Ax und Ay
wurde bereits festgestellt, dass ihre Wahrscheinlichkeitsverteilungen eine groe Ahn-
lichkeit zu Normalverteilungen aufweisen. Ausgehend von dieser Beobachtung wurden
auch die Verteilungen der vibrationskorrigierten Auslenkungen Axyp und Aygp mobiler
Reporter-Einheiten der F4-, BO- und 0-Referenzen stichprobenweise untersucht und mit
Normalverteilungen verglichen. Abbildungen 2.14, 2.15 und C.5-C.9 zeigen fiir die ver-
schiedenen Referenzobjekte Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen in jeweils 1000 Bild-
perioden langen, zuféllig ausgewédhlten Stichproben aus den vibrationskorrigierten Aus-
lenkungsabfolgen. Dabei sind nur die Verteilungen von Axgp gezeigt. Ein qualitativ glei-
ches Bild ergab sich fiir die entsprechenden Stichproben von Aygg.

Die Untersuchung lieferte fiir alle Referenzobjekte dasselbe Ergebnis:

1. Die Form der Verteilungen in jeder Stichprobe der vibrationskorrigierten Auslen-
kungen entspricht anndhernd der Form einer Normalverteilung.

2. Es bestehen teils deutliche Unterschiede in den Breiten der Verteilungen in ver-
schiedenen Stichproben ein- und derselben Referenz, was auf unterschiedliche
Signal-zu-Rausch-Verhiltnisse in den Zeitintervallen zurtickzufiihren ist, denen
die Auslenkungsstichproben entstammen.

2.5.2 Charakterisierung der Bewegung der mobilen Reporter-Einheit im Zustand
mit Schlaufe in der Leine bei proximaler Verankerungsgeometrie

Zur Charakterisierung der Bewegung der mobilen Reporter-Einheiten im Zustand mit
Schlaufe in der Leine bei proximaler Verankerungsgeometrie der Interaktionspartner
wurden keine Referenzobjekte mit nur einem Beweglichkeitsniveau verwendet. Statt-
dessen wurden Zeitintervalle in Auslenkungsabfolgen von Objekten mit 9nt langen
Interaktionspartnern (CCAGAGACG:CGTCTCTGG) ausgewahlt, wahrend derer die mobilen
Reporter-Einheiten eine geringe Beweglichkeit zeigten. Dazu wurde ein Schwellwert p
tir die radiale Auslenkung r definiert. Alle Zeitpunkte einer Auslenkungsabfolge mit
T > p oder einem Abstand von hochstens 50 Bildperioden zum néchsten Zeitpunkt mit
T > p wurden aussortiert. Alle verbleibenden Intervalle der Abfolge mit einer Lange
von mindestens 100 Bildperioden gingen in die Charakterisierung der Bewegung der
mobilen Reporter-Einheit ein. Abbildung 2.16 veranschaulicht die Vorgehensweise und
zeigt ihr Ergebnis fiir Beispielabfolgen der Referenz i9p-L6 (Konturlinge der Schlaufe
L = 1554 bp) bzw. i9p-L4 (L = 1050 bp).

Bei dieser Vorgehensweise zur Auswahl der Intervalle kann es vorkommen, dass kur-
ze Aufenthalte im Zustand ohne Schlaufe nicht aussortiert werden, sofern das Ausmafs
der Bewegung darin nicht viel grofier ist als im Zustand mit Schlaufe. Eine dadurch
mogliche Verfdlschung der Charakterisierung der Bewegung im Zustand mit Schlaufe
wird als vernachldssigbar eingestuft.
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Abbildung 2.14: Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen von Stichproben aus Axge von 30 mobilen
Reporter-Einheiten der Fy-Referenz Histogramme: Aus der relativen Haufigkeit geschatzte Wahrschein-
lichkeitsdichte. Blaue Linien: Normalverteilte Wahrscheinlichkeitsdichte nach Gl. (2.5). Die Stichproben sind
nach dem Wert der Standardabweichung sortiert. Stichprobenumfang: je 1000 Bildperioden.
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Abbildung 2.15: Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen von Stichproben aus Axge von 30 mobilen
Reporter-Einheiten der Referenz 0-L8 Histogramme: Aus der relativen Haufigkeit geschatzte Wahrschein-
lichkeitsdichte. Blaue Linien: Normalverteilte Wahrscheinlichkeitsdichte nach Gl. (2.5). Die Stichproben sind
nach dem Wert der Standardabweichung sortiert. Stichprobenumfang: je 1000 Bildperioden.
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Abbildung 2.16: Ergebnis der Auswahl der Referenzintervalle fiir den Zustand mit Schlaufe in der Leine
bei proximaler Verankerungsgeometrie der Interaktionspartner am Beispiel je einer Auslenkungsabfolge
von (a) Referenz i9p-L6 und (b) Referenz i9p-L4. Schwarze Linie: jeweiliger Schwellwert p. Punkte: Radiale
Auslenkung r Uber der Zeit in Bildperioden. Rot: Zeitpunkte mit r > p. Grau: Zeitpunkte mit r < p, die wegen
ihrer Nahe zu Zeitpunkten mit r > p aussortiert wurden. Blau: Intervalle der jeweiligen Abfolge, die in die
Charakterisierung der Bewegung mit eingingen.
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Autokorrelation der Auslenkungsabfolgen der mobilen Reporter-Einheiten

Wie bei den Referenzobjekten mit fester Schlaufe und ohne Schlaufe in der Leine wurde
auch fiir die Referenzen i9-L6 und i9-L4 eine Periodizitit in den Verldufen der nor-
mierten Autokorrelation der Auslenkungsabfolgen Ax und Ay der mobilen Reporter-
Einheiten festgestellt (Abb. 2.17 und Abb. C.11, jeweils a und c).

Auch hier wurde die Methode zur Vibrationskorrektur durch Subtraktion der ge-
schidtzten Schwerpunktsauslenkung angewandt. In den Verldufen der Autokorrelati-
on der vibrationskorrigierten Auslenkungsabfolgen R(AXRE,A’L) und R(AyRE,At) ist
keine ausgepragte Periodizitdt erkennbar (Abb. 2.17 und Abb. C.11, jeweils b und d).
Allerdings ist die normierte Autokorrelation der Abfolgen Axyp und Aygp bei At =1
(Tab. 2.3) leicht hoher als bei den F4-, BO- und 0-Referenzen (vgl. Tab. 2.2). Dies gilt
sowohl fiir die Mittelwerte als auch fiir die 0,005- und 0,995-Quantile der Verteilung der
Werte von R(Axgg, At) und R(Aygg, At).

Im Zustand mit Schlaufe in der Leine bei proximaler Verankerungsgeometrie der
Interaktionspartner befindet sich die mobile Reporter-Einheit nahe an der immobilen
Reporter-Einheit und der Probenoberfldche. Eine mogliche Erkldarung fiir die leicht er-
hohte normierte Autokorrelation bei kleinen zeitlichen Verschiebungen kénnten Wech-
selwirkungen zwischen der mobilen Reporter-Einheit und der immobilen Reporter-
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Abbildung 2.17: Normierte Autokorrelationen der Abfolgen Ax, Axge, Ay und Aygre mobiler Reporter-
Einheiten der Referenz i9p-L6 in vielen (N =1396) jeweils 500 Bildperioden langen Ausschnitten

(a) R(Ax, At), (b) R(Axge , At ), (€) R(Ay, At) und (d) R(Ayre , At ) nach Gl. (2.6) fiir zeitliche Verschiebun-
gen Atum 1 bis 20 Bildperioden. Die blauen Flachen werden begrenzt durch die 0,005- und 0,995-Quantile
der Verteilungen aus allen 1396 Intervallen. Schwarze Kurven: jeweils arithmetisches Mittel der Werte aus
allen 1396 Intervallen.
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Einheit bzw. der Probenoberflache sein. Gelegentliches Festkleben oder Verheddern der
mobilen Reporter-Einheit an einer Stelle fiir eine Dauer von wenigen Bildperioden kénn-
te im Mittel zu einer hoheren registrierten Korrelation der Bewegung der Reporter-
Einheit auf kurzen Zeitskalen fiihren.

Nichtsdestotrotz sind R(AXRE ,1) und R(AyRE ,1) auch im Fall der Referenzen i9p-L6
und i9p-L4 gering. Die Breite der Wertebereiche unterscheidet sich nicht drastisch vom
Wertebereich der Vergleichswerte aus dem Datensatz von 10000 simulierten normalver-
teilten Abfolgen mit ¢ = 500 (letzte Zeile in Tab. 2.3, zur Erkldrung siehe Abschnitt 2.5.1).
Fiir den Zweck der statistischen Auswertung der Zwei-Zustands-Abfolgen (siehe Kapi-
tel 3) wird die Forderung nach zeitlicher Unkorreliertheit der Auslenkungsabfolgen als
erfiillt angesehen.

Tabelle 2.3: Statistik liber die global betrachteten normierten Autokorrelationen R(Axgg,1) und
R(Ayge , 1) der mobilen Reporter-Einheiten von Ref. i9p-L6 und i9p-L4 im Vergleich zu R(Axgjm , 1)
R(Axge /Aygre, 1): Normierte Autokorrelation in vielen je 500 Bildperioden langen Ausschnitten der vibra-
tionskorrigierten Auslenkungsabfolgen Axge bzw. Aygre nach Gl. (2.6). R: Arithmetisches Mittel der Ein-
zelwerte im Datensatz. N: Anzahl der Einzelwerte im Datensatz. Agim: Abfolgen normalverteilter Pseudo-
Zufallszahlen mit £=500 (siehe Text in Abschnitt 2.5.1 flir nahere Erlauterung).

Quantile von R(Axgg/Aygg, 1) -

Datensatz R N
0,005-Q.  0,25-Q. 0,75-Q.  0,995-Q.
i9p-L6  Axgrg -0,106 -0,013 0,051 0,165 0,0197 1396
i9p-L6  Ayrg -0,100 -0,014 0,048 0,160 0,0172 1396
9p-L4  Axgre -0,109 -0,013 0,052 0,171 0,0219 1154
i9p-L4  Aygrg -0,105 -0,012 0,056 0,208 0,0239 1154
SIM Asiv -0,114 -0,031 0,029 0,115 -0,0006 10000

Breite und Form der Auslenkungsverteilungen der mobilen Reporter-Einheiten

Auch im Zustand mit Schlaufe in der Leine bei proximaler Verankerungsgeometrie der
Interaktionspartner wurde beobachtet, dass mit abnehmender Helligkeit der einzelnen
Reporter-Einheiten die jeweilige Breite ihrer Auslenkungsabfolgen zunahm. Die Form
der Verteilungen in mehreren Stichproben aus den vibrationskorrigierten Auslenkungs-
abfolgen Axgp entspricht anndhernd der Form einer Normalverteilung (Abb. 2.18 und
Abb. C.10). Dasselbe gilt fiir die entsprechenden Stichproben von Aygy.
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Abbildung 2.18: Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen von Stichproben aus Axge von 30 mobilen
Reporter-Einheiten der Referenz i9p-L6 Histogramme: Aus der relativen Haufigkeit geschéatzte Wahr-
scheinlichkeitsdichte. Blaue Linien: Normalverteilte Wahrscheinlichkeitsdichte nach Gl. (2.5). Die Stichpro-
ben sind nach dem Wert der Standardabweichung sortiert. Stichprobenumfang: je 1000 Bildperioden.
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2.6 Kapitelzusammenfassung

Aus den TMFM-Aufnahmen wurden per Partikel-Tracking Abfolgen der Positionen der
Reporter-Einheiten im Verlauf der einzelnen TMFM-Messungen extrahiert. Die gemesse-
ne Bewegung der Reporter-Einheiten ist eine Uberlagerung der Bewegung der Reporter-
Einheiten im Bezugssystem der Probenkammer mit der Relativbewegung zwischen der
Probenkammer und dem Sensor der Kamera. Mit Korrekturen der Positionsabfolgen
um Drift und Vibration der Messapparatur erhdlt man Abfolgen der geschitzten Aus-
lenkungen der Reporter-Einheiten um die Ankerpunkte der DN A-Nano-Objekte an der
Probenoberfldche.

Der Bewegungsradius einer mobilen Reporter-Einheit hingt davon ab, ob sich das
Partikel-Leinen-System im Zustand ohne Schlaufe in der Leine oder im Zustand mit
Schlaufe in der Leine befindet. In den Auslenkungsabfolgen der mobilen Reporter-
Einheiten von Objekten mit Interaktionspartnern wechseln sich Intervalle hoherer und
niedrigerer Beweglichkeit ab. Die momentane Beweglichkeit einer mobilen Reporter-
Einheit ist ein Indikator fiir den momentanen Bindezustand der Interaktionspartner.

Neben den Positions- bzw. Auslenkungsabfolgen wurde fiir jede Reporter-Einheit
auch die zeitliche Abfolge der summierten Helligkeit einer Pixelregion fester Grofle um
die Position der Reporter-Einheit erfasst. Es besteht ein Zusammenhang zwischen der
Helligkeit und der gemessenen Beweglichkeit der Reporter-Einheiten: Mit abnehmender
Helligkeit einer Reporter-Einheit verringert sich das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis und
damit auch die Genauigkeit der Positionsabschdtzung. Die Breiten der Auslenkungs-
verteilungen der Reporter-Einheiten nehmen deshalb allgemein {iber den Verlauf einer
Messung zu. Dies gilt sowohl fiir den Zustand niedrigerer Beweglichkeit, als auch fiir
den Zustand hoherer Beweglichkeit.

Die Bewegung der mobilen Reporter-Einheiten in den Zustinden mit Schlaufe in
der Leine und ohne Schlaufe in der Leine wurde fiir verschiedene Leinenldngen und
fiir beide Verankerungsgeometrien charakterisiert. Insbesondere wurde dabei die zeitli-
che Korrelation der Auslenkungsabfolgen und die Form der Auslenkungsverteilungen
betrachtet. Die vibrationskorrigierten Auslenkungsabfolgen (Axgg, Aygg) der mobilen
Reporter-Einheiten konnen als zeitlich unkorreliert angesehen werden. Die Verteilungen
der vibrationskorrigierten Auslenkungen in Stichproben aus den Auslenkungsabfolgen
der mobilen Reporter-Einheiten weisen eine grofe Ahnlichkeit zu Normalverteilungen
auf.



3 Statistische Auswertung von TMFM-Daten mit
zwei Beweglichkeitszustanden

Es ist nicht moglich, aus den TMFM-Messdaten den Zustand eines Interaktionspart-
nerpaares zu einem beliebigen Zeitpunkt direkt auszulesen. Aus dem Ausmaf der Be-
wegung der mobilen Reporter-Einheit kann allerdings indirekt darauf geschlossen wer-
den, in welchem Zustand das Interaktionspartnerpaar vorliegt, da je nach Zustand des
Interaktionspartnerpaares eine Schlaufe in der DNA-Leine ausgeformt ist oder nicht.
Die Problemstellung lautet folglich, aus der zeitlichen Abfolge von Intervallen unter-
schiedlich hoher Beweglichkeit der mobilen Reporter-Einheit auf die zeitliche Abfolge
von Aufenthalten des Interaktionspartnerpaares in den Zustianden ,, B+B"“ oder ,, B:B"”
riickzuschlieffen. Zur Losung dieser Aufgabe wurde die Methode der Hidden-Markov-
Modellierung [105-108] angewandt.

Abschnitt 3.1 erldutert das Prinzip der Hidden-Markov-Modellierung. Anschliefsend
beschreibt Abschnitt 3.2 das zur Analyse der TMFM-Daten verwendete Hidden-Markov-
Modell (HMM). Abschnitt 3.3 lenkt schliefSlich den Blick auf die Verweildaueranalyse
und die darin vorgenommenen Korrekturen der experimentellen Daten, insbesondere
den Umgang mit dem Auftreten heterogener Hybridisierungskinetik in der Probe.

3.1 Hidden-Markov-Modellierung

Ein Hidden-Markov-Modell [105-108] beschreibt ein System, welches im Verlauf der
Zeit stochastisch zwischen einer bestimmten Anzahl von definierten, fiir den Beobach-
ter jedoch verborgenen Zustianden hin- und her wechselt. Bezeichne ((t) den verborge-
nen Zustand des Systems zum Zeitpunkt t. Eine fundamentale Annahme des Modells
besteht darin, dass die zeitliche Abfolge von Aufenthalten in den verschiedenen Zustan-
den eine Markov-Kette erster Ordnung ist: Die Wahrscheinlichkeit, dass das System zum
Zeitpunkt t + 1 in einem bestimmten Zustand verweilen wird, hdangt einzig und allein
vom Zustand des Systems zum Zeitpunkt t ab und nicht vom Zustand des Systems zu
fritheren Zeitpunkten 0, ...,t — 1. Im mathematischen Formalismus des Modells duflert
sich diese Annahme in einer zeitlich konstanten Ubergangsmatrix T. Fiir ein System mit
M moglichen Zustdnden ist T eine (M x M)-Matrix. Dementsprechend ist 7 im Fall eines
Zwei-Zustands-Systems eine (2 x2)-Matrix:

T T2 >
T = 3.1
(721 T2 3-1)
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Der Matrix-Eintrag Ti; gibt die Wahrscheinlichkeit fiir einen Ubergang des Systems
vom Zustand i zum Zeitpunkt t in den Zustand j zum Zeitpunkt t + 1 an:

Ty =p(Clt+1) =j|C(t) =1) (3.2)

Der fiir einen dufleren Beobachter sichtbare Teil des Systems wird als Observable be-
zeichnet. Die Observable ist eine Zufallsvariable, deren Werte in jedem Zustand nach
einer fiir diesen Zustand charakteristischen Wahrscheinlichkeitsverteilung verteilt sind.
Man spricht in diesem Kontext auch von , Emissionswahrscheinlichkeiten” der Obser-
vablen. Im Zustand i des Systems konnte die Wahrscheinlichkeitsverteilung fiir die Ob-
servable beispielsweise eine Normalverteilung mit Erwartungswert p; und Standardab-
weichung o; sein. Verweilt das System zum Zeitpunkt t im Zustand 1, so gilt fiir die
Emissionswahrscheinlichkeit eines bestimmten Werts o(t) der Observablen:

)2
ololt) 2l =1 = -exp { -1 2T 33)

Mithilfe eines HMM ist es moglich, zu einer gegebenen Abfolge der Observablen
o(1),...,0(T) jene Werte fiir die Modellparameter zu ermitteln, welche die Wahrschein-
lichkeit des Auftretens genau dieser Observablenabfolge maximieren. In diesem Fall
spricht man auch von einem Maximum Likelihood Hidden Markov Model MLHMM) [107].
Am Anfang der MLHMM-Analyse werden die Modellparameter, d.h. die Ubergangs-
und Emissionswahrscheinlichkeiten sowie die Startbedingungen des Systems, grob ge-
schatzt. Danach folgt eine iterative Prozedur, die in jeder Iteration vereinfacht dargestellt
zwei Schritte beinhaltet:

1. Berechnung der Aufenthaltswahrscheinlichkeiten des Systems in den verschiede-
nen Zustdnden fiir jeden Zeitpunkt, basierend auf der aktuellen Schatzung der
Modellparameter.

2. Erneute Schitzung der Modellparameter, basierend auf den im ersten Schritt be-
rechneten Wahrscheinlichkeiten.

Im Idealfall konvergiert diese Prozedur zu einer stabilen Losung fiir die Modellpara-
meter. Abschlieffend kann mit dem sog. Viterbi-Algorithmus basierend auf den finalen
Modellparametern die wahrscheinlichste Zustandsabfolge z(1),...,z(T) zur Observa-
blenabfolge o(1),...,0(T) bestimmt werden.

Fiir eine genauere Behandlung von Grundlagen zur Hidden-Markov-Modellierung
und zu den bei der Umsetzung verwendeten Algorithmen sei auf [105-108] verwiesen.

3.2 Das Hidden-Markov-Modell fiir die TMFM-Daten

Die Implementierung der HMM-Analyse erfolgte in MATLAB. Dazu wurden Teile des
Funktionenpakets von Chodera et al. [107] {ibernommen und fiir die Auswertung der
TMFM-Daten angepasst. Die mafsgeblichen selbst eingebrachten Verdnderungen und
Neuerungen im Programmcode betreffen die Berechnung der Emissionswahrschein-
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lichkeiten (vgl. Abschnitt 3.2.2). Der Programmcode ist tiber das GitHub-Repositorium
https://github.com/mschickinger/TMFM frei zugdnglich.

3.2.1 Definition der Zustdnde und dabei getroffene Annahmen

Die Anschauung der Hybridisierung zweier DNA-Einzelstrange zu einem Duplex
B + B == B:B’

als ein Zwei-Zustands-System ist lediglich eine Vereinfachung der wahren Gegebenhei-
ten [36,42,109]. Sowohl der Zustand der dissoziierten Einzelstrange B und B’, als auch
der Zustand des Duplex B:B” spalten sich in unterschiedliche Mikrozustdnde auf. Ei-
nerseits stellen sich in den dissoziierten Einzelstrangen energetisch distinkte Zustande
durch die Bildung von intra-Strang-Sekundarstrukturen ein [42]. Andererseits konnen
sich in einem ausgeformten DNA-Duplex einzelne Basenpaare 6ffnen und schliefien,
ohne dass es dadurch sofort zur vollstindigen Dissoziation der Einzelstrange kommt.

Der Ubergang zwischen den zwei Extremen , vollstindige Dissoziation” und ,voll-
standige Basenpaarung im Duplex” vollzieht sich nicht auf einmal, sondern vielmehr
tiber eine Reihe von Zwischenzustdnden. Das Nucleation-Zippering-Modell der DNA-
Hybridisierung [109] unterteilt die Ausformung eines stabilen Duplex in zwei Phasen:
Am Anfang formiert sich ein Hybridisierungsnukleus aus wenigen Basenpaaren. Ist die-
ser Nukleus ausreichend stabil, kann eine Vervollstindigung des Duplex durch sukzes-
sive Bildung weiterer Basenpaare (Zippering) stattfinden. Als ratenlimitierender Schritt
wird dabei die Nukleaktion angesehen, da das Zippering sehr viel schneller als die Nu-
kleation vonstattengeht. Es kann jedoch auch der Fall eintreten, dass die Lebensdauer
eines Nukleus zu kurz ist und sich die Einzelstrange wieder voneinander 16sen, bevor
sich das Zippering vollzieht [36]. Gem&fs dem Prinzip des detaillierten Gleichgewichts
erfolgt die Dissoziation eines vollstindigen Duplex, indem sich zunéchst einzelne Ba-
senpaare 6ffnen, bis zu wenige intakte Basenpaarungen vorhanden sind, um eine stabile
Bindung zwischen den Einzelstrangen aufrechtzuerhalten [36].

Die Observable in den TMFM-Daten ist die geschitzte xy-Auslenkung (Axgg, Aygg)
der mobilen Reporter-Einheit um den Ankerpunkt des DNA-Nano-Objekts an der Pro-
benoberfliache. Die Wahrscheinlichkeitsverteilung von (Axgg , Aygg) richtet sich danach,
ob eine Schlaufe in der Leine ausgeformt ist oder nicht. Es wird die Annahme getrof-
fen, dass im Zustand mit Schlaufe in der Leine die Wahrscheinlichkeitsverteilung von
(Axgg , Aygp) unabhingig ist vom Bindungszustand einzelner Basenpaare im Duplex
B:B’, solange es nicht zur vollstindigen Dissoziation des Duplex kommt. Ebenso wird
die Annahme getroffen, dass im Zustand ohne Schlaufe in der Leine die Wahrschein-
lichkeitsverteilung von (Axgg, Aygg) unabhingig ist von der Bildung und Losung von
intra-Strang-Sekundérstrukturen in den Einzelstrangen B und B'.

Die zwei verborgenen Zustdnde des beobachteten Systems werden somit definiert als
der Zustand mit Schlaufe in der DNA-Leine (Zustand 1) und der Zustand ohne Schlau-
fe in der DNA-Leine (Zustand 2). Ubertragen auf das Interaktionspartnerpaar reprasen-
tiert Zustand 1 die Situation ,teilweise oder vollstindig hybridisiert” und Zustand 2
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die Situation , vollstindig dissoziiert”. Deshalb werden die zwei Zustdnde in dieser Ar-
beit auch als der ,hybridisierte Zustand” und der ,dissoziierte Zustand” bezeichnet.
Um die Voraussetzung einer zeitlich konstanten Ubergangsmatrix T zu erfiillen, wird
dabei die Annahme getroffen, dass in jedem dieser zwei Zustinde die jeweiligen in-
tramolekularen Umordnungsprozesse auf einer sehr viel schnelleren Zeitskala als die
Bildrate der TMFM-Aufnahmen (10 Bilder pro Sekunde) stattfinden. Auflerdem muss
die Wahrscheinlichkeit der Kolokalisation der beiden im Partikel-Leinen-System veran-
kerten Interaktionspartner B und B” wihrend Aufenthalten im dissoziierten Zustand
auf der Zeitskala der Beobachtung konstant sein. Basierend auf den in Abschnitt 2.5 ge-
zeigten Ergebnissen kann die mittlere Geschwindigkeit der Bewegung der Interaktions-
partner als deutlich schneller als die Bildrate der TMFM-Aufnahme angenommen wer-
den. Folglich kann auch ein konstanter Wert der Kolokalisationswahrscheinlichkeit von
B und B’ in jeder Bildperiode angenommen werden.

3.2.2 Modellierung der Emissionswahrscheinlichkeiten

Eine Erkenntnis der Charakterisierung der Bewegung der mobilen Reporter-Einheiten
(Abschnitt 2.5) lag darin, dass die Formen der Verteilungen von Axgg und Aygg je-
weils gut mit Normalverteilungen tibereinstimmen. Darauf basierend wurde die Emis-
sionswahrscheinlichkeit eines bestimmten Werts von (Axgp , Aygg) zum Zeitpunkt t im
Zustand i durch eine bivariate Normalverteilung mit Erwartungswerten i, i, 1,; und
Standardabweichungen oy ; , 0y, modelliert:

¢ ((Axge(t), Ayge(t)) | ((t) =1) =
S {_ 1 ((AxRE(t)Z e (Byaelt) - uy,f) } 6.4

27010y i 2 Ot 094

Aufgrund der Symmetrie des Systems gilt fiir die Erwartungswerte in beiden Zustan-
den

Hxi=Hyi=0 , ie{1,2} (3.5)

Demnach besteht kein systematischer Unterschied zwischen den Erwartungswerten in
Zustand 1 und Zustand 2. Das alleinige Unterscheidungskriterium zwischen den Ver-
teilungen der Koordinaten in den zwei verschiedenen Zustidnden ist folglich die Stan-
dardabweichung der Verteilung, die in Zustand 2 grofer ist als in Zustand 1. Hidden-
Markov-Modellierung wird in der Biophysik normalerweise zur Analyse von Systemen
verwendet, in dessen Zustdnden die Observable unterschiedliche Erwartungswerte hat.
Die Zustande stellen beispielsweise verschiedene Konformationen eines Proteinmole-
kiils dar. Die dazugehorige Observable ist dann fiir gewohnlich der mit einer optischen
Falle gemessene End-zu-End-Abstand des Molekiils oder die FRET-Effizienz zwischen
zwei Fluorophoren an verschiedenen Punkten der Proteinkette [108]. Dass die einzigen
zwei Zustdnde eines Systems in einem HMM mit demselben Erwartungswert model-
liert werden, ist im Kontext biophysikalischer Einzelmolekiil-Studien untiblich. Daher
wurde die hier verwendete HMM-Analyse zunéchst an simulierten Daten erprobt und
die Verlasslichkeit der Analyse charakterisiert (siehe Anhang B.2).
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In einem klassischen HMM sind die Verteilungen der Emissionswahrscheinlichkeiten
der Observablen zeitlich konstant. Die Forderung der zeitlichen Konstanz impliziert ins-
besondere die Unabhédngigkeit der Wahrscheinlichkeitsverteilung der Observablen zum
Zeitpunkt t vom Wert der Observablen zu fritheren Zeitpunkten. Die Observablenab-
folgen miissen demnach zeitlich unkorreliert sein, damit eine klassische HMM-Analyse
anwendbar ist. Die Charakterisierung der Bewegung der mobilen Reporter-Einheiten
(Abschnitt 2.5) ergab, dass die Abfolgen von (Axgp, Aygg) als zeitlich unkorreliert be-
trachtet werden konnen. Dieser Aspekt der Forderung nach zeitlicher Konstanz der
Emissionswahrscheinlichkeiten ist somit erfiillt. Allerdings zeigte dieselbe Charakteri-
sierung, dass mit der Abnahme der Helligkeit einer Reporter-Einheit eine Verbreiterung
der Auslenkungsverteilungen dieser Reporter-Einheit in beiden Zustdnden einhergeht.
Folglich unterscheiden sich die Breiten der Emissionswahrscheinlichkeitsverteilungen
von (Axgg, Aygp) mitunter in verschiedenen Abschnitten der Messung. Die folgenden
Absitze sowie Abbildungen 3.1 und 3.2 zeigen, wie dieser Umstand bei der Implemen-
tierung des HMM berticksichtigt wurde.

Segmentweise Betrachtung der Emissionswahrscheinlichkeiten

Die einzelnen Abfolgen von (Axgg , Aygg) der mobilen Reporter-Einheiten wurden in bis
zu drei aufeinanderfolgende Segmente eingeteilt. Diese Einteilung erfolgte anhand der
verschiedenen Wertebereiche der dazugehorigen Abfolge der Median-gefilterten Hel-
ligkeit Ineq10 der mobilen Reporter-Einheit (Abb. 3.1 und 3.2). In jeder Iteration der
MLHMM-Prozedur erfolgte fiir jedes der Segmente eine individuelle Schitzung der
Emissionsparameter L, i, ly,i, Oxi,0y,i, 1 €{1,2}. Dementsprechend gingen fiir jeden
Zeitpunkt t in die Berechnung von ¢ ((Axgg(t), Ayre(t)) | ¢(t) = i) nach Gl (3.4) die
Emissionsparameter des Segments ein, in dem der Zeitpunkt t liegt. Die Verteilungen
von ¢ werden innerhalb der einzelnen Segmente als in erster Naherung zeitlich konstant
betrachtet.

Zur Einteilung der Segmente wurden je Probe drei Schwellwerte fiir die Helligkeit
der mobilen Reporter-Einheiten g; > g» > g3 definiert. Das Segment £; umfasst al-
le Zeitpunkte, zu denen Ieq10 den Schwellwert g; noch nicht dauerhaft unterschritten
hat. Das Segment €, umfasst alle Zeitpunkte, zu denen I;eq10 den Schwellwert g; schon
dauerhaft unterschritten hat und den Schwellwert g, noch nicht dauerhaft unterschritten
hat. Das Segment €3 ist analog zum Segment €, definiert. Nach dieser Definition liegen
Zeitpunkte mit Ijeq10(t) < gk noch im Segment €y, wenn Ijeq10 zu mindestens einem
spdteren Zeitpunkt einen grofleren Wert als g annimmt. Fallt die Median-gefilterte Hel-
ligkeit Ineq,10 einer Reporter-Einheit im Verlauf der Messung dauerhaft unter den Wert
g3, so werden die Auslenkungsabfolgen dieser Reporter-Einheit nur bis zum letzten
Zeitpunkt mit Ijneq10(t) > g3 einer HMM-Analyse unterzogen. Dieser Zeitpunkt ent-
spricht dem Endpunkt des Segments €3. Zeitpunkte mit Ieq10(t) < g3 gehen folglich
nur dann in die Analyse mit ein, wenn Iyq 10 Zu mindestens einem spéteren Zeitpunkt
einen grofieren Wert als g3 annimmt.

Abbildungen 3.1 und 3.2 zeigen verschiedene Beispiele der Aufteilung in die Seg-
mente. Bei der verfolgten Vorgehensweise kann der Fall eintreten, dass fiir die Abfolgen
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Abbildung 3.1: HMM-Segmente fiir Objekte mit L = 546 bp, distale Verankerungsgeometrie

Schwarze bzw. graue durchgezogene Linien: Abfolgen der Median-gefilterten Helligkeit Imeq,10 der jeweili-
gen mobilen Reporter-Einheiten. Wahrend grau eingeférbter Abschnitte einer Abfolge liegt Imeq,10 dauer-
haft bis zum Ende der Messung unter dem Wert gz. Diese Zeitintervalle wurden von der HMM-Analyse
der entsprechenden Auslenkungsabfolgen ausgeschlossen. Horizontale gepunktete Linien: Schwellwerte
g1 (9000), g (8000) und g3 (7000). Vertikale blaue Linien: Segmentgrenzen.
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Abbildung 3.2: HMM-Segmente fiir Objekte mit L = 1554 bp, distale Verankerungsgeometrie

Schwarze bzw. graue durchgezogene Linien: Abfolgen der Median-gefilterten Helligkeit Imed,10 der jeweili-
gen mobilen Reporter-Einheiten. Wahrend grau eingeférbter Abschnitte einer Abfolge liegt Imed,10 dauer-
haft bis zum Ende der Messung unter dem Wert gz. Diese Zeitintervalle wurden von der HMM-Analyse
der entsprechenden Auslenkungsabfolgen ausgeschlossen. Horizontale gepunktete Linien: Schwellwerte
g1 (9000), g (8000) und g3z (7000). Vertikale blaue Linien: Segmentgrenzen.
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einer Reporter-Einheit nicht alle drei Segmente definiert sind. Ein beliebiges Segment
€y ist nicht definiert, wenn I,eq 10 widhrend der gesamten Messung unter dem Wert g
liegt. Ein Segment &y mit k > 1 ist nicht definiert, wenn der letzte Wert der Abfolge
Imed 10 oberhalb des Werts gy liegt.

3.3 Weitere Schritte nach der HMM-Analyse

3.3.1 Extraktion der Verweildauern aus den Zustandsabfolgen

Das fiir die weitere Auswertung hauptséachlich relevante Ergebnis der HMM-Analyse be-
steht in der Zustandsabfolge z(t). Sie repréasentiert die Maximum-Likelihood-Schédtzung,
zu welchen Zeitpunkten das System im Zustand 1 verweilt und zu welchen Zeitpunk-
ten es im Zustand 2 verweilt (Abb. 3.3). Jedes Intervall zwischen zwei Uberg'eingen,
innerhalb dessen z(t) konstant ist, wird als fortdauernder Aufenthalt im entsprechen-
den Zustand betrachtet. Die dazugehorige Verweildauer in Sekunden 6 ist das Produkt
aus der Dauer des Aufenthalts in Bildperioden mit der Dauer einer Bildperiode, 100 ms.
Gilt beispielsweise

z(t)=1 , zt'+1) =zt'+2)=---=2z(t'+50) =2 und z(t'+51) =1,

so stellen die Bildperioden t'+1, ...,t"+ 50 einen fortdauernden Aufenthalt im Zustand 2
mit 0 =5s dar.

Aussortieren von Aufenthalten mit transienten Klebeereignissen

Nach erfolgter HMM-Analyse war es mdoglich, transiente Ereignisse unspezifischen Kle-
bens an der Probenoberfliche zu detektieren, die bei der ersten Qualitatskontrolle der
aufgenommenen Daten nicht erkannt wurden (Abb. 3.4). Transiente unspezifische Kle-
beereignisse zeichnen sich dadurch aus, dass innerhalb eines Zeitfensters von einigen
Bildperioden

¢ die Breite der Auslenkungsverteilung in x- und/oder y-Richtung deutlich kleiner
ist als die typische Breite der Auslenkungsverteilungen im entsprechenden Zu-
stand

¢ und/oder der Mittelwert der Auslenkungen in x- und/oder y-Richtung uncharak-
teristisch stark von Null abweicht.

Die Verweildauern aller Aufenthalte, innerhalb derer ein oder mehrere transiente un-
spezifische Klebeereignisse detektiert wurden, gingen nicht in die weitere Analyse ein.

3.3.2 Kompensation des Effekts verpasster Aufenthalte

In einer TMFM-Messung sind die Aufenthalte in den beiden Zustdnden nur innerhalb
gewisser zeitlicher Grenzen detektierbar. Bedingt durch die endliche Beobachtungs-
dauer der Messung existiert einerseits eine obere Detektionsgrenze 0max. Andererseits
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Abbildung 3.3: Auslenkungsabfolgen mit zugewiesenen Zusténden

(a) Von der HMM-Prozedur ausgegebene Zustandsabfolge z(1),... ,z(T). z=1: Zustand mit Schlaufe in der
Leine. z=2: Zustand ohne Schlaufe in der Leine. (b-d) Abfolgen (b) der Auslenkungen in x-Richtung und
(c) in y-Richtung sowie (d) der radialen Auslenkung. Dunkelgraue Punkte: Jeweilige Auslenkungen zu Zeit-
punkten mit z=1. Hellgraue Punkte: Jeweilige Auslenkungen zu Zeitpunkten mit z=2. (e-h) Wie a-d, fiir einen
Ausschnitt der Beobachtungsdauer (Bildperioden 18000 bis 27000).
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Abbildung 3.4: Beispiele fiir kurzlebige unspezifische Klebeereignisse
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Jeweils 30 Sekunden (entspricht 300 Bildperioden) lange Ausschnitte der Abfolgen von Ax(t), Ay(t) und r(t)
der mobilen Reporter-Einheiten von vier Objekten mit L=1554 bp und Interaktionspartnern in distaler Veran-
kerungsgeometrie. Dunkelgraue Punkte: Jeweilige Auslenkungen zu Zeitpunkten im Zustand mit Schlaufe in
der Leine (Zustand 1). Hellgraue Punkte: Jeweilige Auslenkungen zu Zeitpunkten im Zustand ohne Schlaufe
in der Leine (Zustand 2). In Rot: Intervalle mit kurzlebigen unspezifischen Klebeereignissen (a,b) wahrend

Aufenthalten im Zustand 1 und (c,d) wahrend Aufenthalten im Zustand 2.
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besteht wegen der begrenzten zeitlichen Auflosung der Messung eine gewisse Wahr-
scheinlichkeit, Aufenthalte zu verpassen, deren Verweildauer kiirzer ist als der Wert
einer unteren Detektionsgrenze 0, [108, 110-112]. Insbesondere das Verpassen der
kurzen Aufenthalte verzerrt die empirischen Verweildauerverteilungen auf zweierlei
Weise [108,110]: Wird ein kurzer Aufenthalt im Zustand 1 (bzw. 2) verpasst, so fehlt
die Verweildauer dieses Aufenthalts in der Verweildauerstatistik dieses Zustands. Zum
anderen verschmelzen dann die benachbarten Aufenthalte im Zustand 2 (bzw. 1) zu
einem einzelnen Aufenthalt mit lingerer Verweildauer (vgl. Abb. B.2). Ohne eine ent-
sprechende Berticksichtigung dieses Umtands in der Betrachtung der experimentellen
Verweildauern tiberschiatzt man die charakteristischen Verweildauern in den Zustidnden
gegeniiber ihren realen Werten. Der Fehler fillt umso grofier aus, je ndher die realen
Erwartungswerte der Verweildauerverteilungen am Wert von 0, liegen [108].

Zur Kompensation des Effekts verpasster Aufenthalte in der Analyse der TMFM-
Daten wurde die von Stigler et al. [108] beschriebene Prozedur adaptiert. Als obere
Detektionsgrenze wurde jeweils die Verweildauer des lingsten detektierten Aufenthalts
verwendet. Die Werte fiir die untere Detektionsgrenzen wurden empirisch aus der Be-
trachtung simulierter Datensdtze abgeschitzt. Fiir nahezu alle TMFM-Datensitze wur-
de Omin1 = 1,3s und Omin2 = 0,7s verwendet. Die einzigen Ausnahmen bildeten die
Datensétze der Objekte mit der Interaktionssequenz CAGGAACG : CGTTCCTG in distaler Ver-
ankerungsgeometrie und L=546bp (Omin1 = 1,7s und Omino = 0,9s) bzw. L=2562bp
(emin,1 = 1,0 s und Gmin,z = 0,2 S).

In der Realitit stellen diese Werte keine scharfen Grenzen dar, unterhalb derer alle
Aufenthalte im jeweiligen Zustand verpasst werden. Vielmehr nimmt unterhalb einer
gewissen Schwelle mit weiter sinkender Verweildauer der erwartete Anteil verpasster
Aufenthalte nach und nach zu (vgl. Abb. B.4). Dementsprechend wurden durch den
HMM-Algorithmus immer noch einige wenige Aufenthalte mit einer Verweildauer un-
terhalb der unteren Detektionsgrenze erkannt. Das Modell von Stigler et al. [108] fufdt
allerdings u.a. auf der Annahme, dass alle Aufenthalte mit Verweildauer 0 < Opin,i aus-
nahmslos verpasst werden. Aus Griinden der Konsistenz wurden daher die detektierten
Aufenthalte mit Verweildauer 6 < Omnin i aus den Zustandsabfolgen entfernt.

Die Verweildauern aus den derart angepassten Zustandsabfolgen einer gesamten Pro-
be wurden zusammengefasst. Anhand der jeweiligen Menge von Verweildauern im Zu-
stand 1 wurden zundchst durch Maximum-Likelihood-Schidtzung die Zeitparameter A;
der beschrankten Exponentialverteilung mit Verteilungsfunktion

exp(—Ai0) — exp(—AiOmin,i)

Fi(0) = , 1e{l,2 3.6

l( ) exp(_)\iemax,i) _exp(_}\iemin,i) { } ( )
und Dichtefunktion

£,(0) = i exp(—AiB) , ie{1,2) 3.7)

exp(—AiOmax,i) — exp(—AiOmin,i)

ermittelt. Anschlieffend wurden die charakteristischen Verweildauern in den zwei Zu-
stinden T; und T, analog zu [108] durch numerische Minimierung des folgenden Feh-



76 3. STATISTISCHE AUSWERTUNG VON TMFM-DATEN MIT ZWEI BEWEGLICHKEITSZUSTANDEN

lerterms bestimmt:

2 2
Omi Omi
(exp < 121211,2) — A1 T1> + (exp (T) — Ay T2> (3.8)

Die Assoziationsrate ko, und Dissoziationsrate k. berechnen sich aus den inversen
charakteristischen Verweildauern:

Kogt = r? , Kon=— (39)

3.3.3 Detektion und Kompensation molekularer Heterogenitéat der Probe

DNA-Nano-Objekte derselben Probe zeigten teilweise deutlich unterschiedliche Kineti-
ken der Hybridisierung und Dissoziation der Interaktionspartner. Die Heterogenitit der
Kinetik geht aus der Betrachtung der Auslenkungs- und Zustandsabfolgen verschiede-
ner mobiler Reporter-Einheiten (Abb. 3.5) deutlich hervor. Die Ursache der heterogenen
Kinetik innerhalb einer Probe konnte in Synthesefehlern einzelner interaktionspartn-
ertragender Oligonukleotide liegen. In Abschnitt 1.4 wurden bereits Ergebnisse aus
Ensemble-Experimenten diskutiert, die fiir das Zutreffen dieser Hypothese sprechen.

Nach der Selbstassemblierung der DNA-Nano-Objekte konnen Objekte mit vollkom-
men korrekten Interaktionssequenzen nicht getrennt von DNA-Nano-Objekten mit z. B.
Fehlstellen oder Verkiirzungen in den Interaktionssequenzen aufgereinigt werden (vgl.
Abschnitte 1.4). Daher wurde im Zuge der Analyse der TMFM-Daten ein probabilisti-
scher Ansatz verfolgt, um die DNA-Nano-Objekte nach ihrer individuellen Assoziations-
und Dissoziationskinetik in zwei Gruppen zu sortieren. In allen analysierten Proben
wurde mit diesem Ansatz die Mehrzahl der Objekte der Probe einer Gruppe mit dhnli-
cher Kinetik zugeordnet. Diese Gruppe wird mithin als ,Hauptpopulation” bezeichnet.
Die Gruppe der , Ausreifier” umfasst alle DNA-Nano-Objekte, deren Kinetik extrem von
der charakteristischen Kinetik der Hauptpopulation abweicht.

Vorgehen zur Klassifizierung in Hauptpopulation und AustreiBBer

Die zu Grunde liegende Annahme des Ansatzes lautet, dass die wahren Verweildau-
ern jedes Paares von Interaktionspartnern in den zwei Zustdnden unabhéngige Zufalls-
zahlen aus Exponentialverteilungen mit Ratenparametern kg bzw. kon sind. Betrachtet
man die Summe D aus N unabhingigen Zufallszahlen, welche einer Exponentialvertei-
lung mit Ratenparameter k entstammen, so ist die Wahrscheinlichkeit fiir das Ereignis
,D < d” durch eine Erlang-Verteilung gegeben:

N-—1
1
P(D<d) = Perang(d;NK) =1— 3 — (kd)"exp(—kd) (3.10)

n=0
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Abbildung 3.5: Heterogene Kinetik innerhalb einer Probe von DNA-Nano-Objekten — Beispielabfolgen
Interaktionssequenz CCTCCTCC: GGAGGAGG, Konturldnge des Leinenstiicks zwischen den Interaktionspart-
nern L = 1554 bp, distale Verankerungsgeometrie. Ausschnitte aus Zustandsabfolgen z und dazugehdrigen
Abfolgen der radialen Auslenkung r der mobilen Reporter-Einheit (a) eines Objekts der Hauptpopulation,
(b) eines Objekts mit ungewdhnlich hoher mittlerer Verweildauer im dissoziierten Zustand sowie (c) eines
Objekts mit ungewdhnlich hoher mittlerer Verweildauer im dissoziierten Zustand und ungewdhnlich niedriger
mittlerer Verweildauer im hybridisierten Zustand. Radiale Auslenkung wahrend Aufenthalten im hybridisier-
ten Zustand in Dunkelgrau, wéhrend Aufenthalten im dissoziierten Zustand in Hellgrau. Die Marker links
dienen zur Zuordnung des jeweiligen Objekts im Streudiagramm in Abb. 3.6 a.

Aus der Zustandsabfolge jedes DNA-Nano-Objekts erhélt man eine Anzahl von Auf-
enthalten im Zustand 1 (N1), eine Summe von Verweildauern im Zustand 1 (D) sowie
die entsprechenden Werte fiir den Zustand 2 (N, und D;). Allerdings wird davon aus-
gegangen, dass diese Werte aufgrund von verpassten kurzen Aufenthalten nicht den
tatsdchlichen Zahlen von Aufenthalten und den tatsichlichen Summen aller Verweil-
dauern in den jeweiligen Zustanden im Beobachtungszeitraum entsprechen. Unter der
Annahme exponentialverteilter Verweildauern ist der erwartete Anteil der Aufenthalte
mit einer Verweildauer 6 < Opin i

qi—l—exp<—emm’i> , ie{1,2}. (3.11)

Ty

Die erwartete mittlere Verweildauer dieses Anteils der Aufenthalte ist

Tq,i = Ti — €xXp (—emi“’i> (Ti +Omini) . 1€{1,2}. (3.12)

Ti
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Damit konnen Schitzungen Ni und l/ji fiir die tatsdchliche Anzahl der Aufenthalte im
Zustand i und die tatsdchliche Summe der Verweildauern im Zustand i vorgenommen
werden:

- Ni+ oy N;j i . .

Ni=(4aq) 8N i o= % i5e(1,2),) #1 (3.13)
1—O(iO(j 1_qi

l/ji:Di—i-(]/\]\i—Ni)-Tq,i—(f\\]j—Nj)-Tq/j , i,jE{l,Z},j;éi (314)

Anhand dieser Schiatzwerte sowie der Raten ko und ko, wurden fiir jedes DNA-Nano-
Objekt die Wahrscheinlichkeiten

PErlang (61; N 1,Kotf) und PErlang(]sZ; NZ/kon)

nach Gl. (3.10) berechnet. Ein DNA-Nano-Objekt wurde als Ausreifier klassifiziert, wenn
mindestens eine dieser Wahrscheinlichkeiten einen Wert am extremen unteren Rand
(PErlang < 107°) oder am extremen oberen Rand (PErlang > 1— 107%) der Verteilung
annahm.

Die tatsdchliche Prozedur zur Klassifizierung der DNA-Nano-Objekte in Hauptpopu-
lation und AusreifSer gestaltete sich wie folgt: Zunidchst wurden die Werte von k¢ und
kon auf einem groben zweidimensionalen Gitter variiert, fiir jede mogliche Kombinati-
on der Raten eine Klassifizierung vorgenommen und die Kombination mit der grofiten
Zahl der zur Hauptpopulation zugeordneten Objekte ausgewidhlt. Im Anschluss wurde
die Klassifizierung iterativ optimiert, wobei jede Iteration drei Schritte umfasste:

1. Abschédtzung der Raten anhand der Mengen aller einzelnen Verweildauern aus
der aktuellen Hauptpopulation geméfi Gleichungen (3.6)-(3.9)

2. Neuberechnung der Wahrscheinlichkeiten Pgjjang fiir beide Zusténde geméfs Glei-
chungen (3.10)-(3.14)

3. Erneute Klassifizierung in Hauptpopulation und AusreifSer auf Basis des Wahr-
scheinlichkeitskriteriums

Ergebnis der Klassifizierung in Hauptpopulation und AusreiBer

Im Streudiagramm der individuellen mittleren Verweildauern der DNA-Nano-Objekte
einer Probe in den beiden Zustdnden (Abb. 3.6 a) sind bereits mit blofSem Auge verschie-
dene Punktcluster erkennbar. Die Klassifizierung in die Hauptpopulation (Cluster oben
links, blaue und grauer Marker) und die Ausreifler (rote Marker) ist grundsatzlich gut
nachvollziehbar. Allerdings besteht auf den ersten Blick eine scheinbare Widerspriich-
lichkeit der Klassifikation am Rand des Hauptpopulationsclusters: Objekte werden als
Ausreifler aussortiert, obwohl ihre Marker ndher am Zentrum des Clusters liegen als die
Marker mancher Objekte, die der Hauptpopulation zugeordnet werden. Hierbei handelt
es sich jedoch lediglich um einen scheinbaren Widerspruch, denn die Breite der Erlang-
Wahrscheinlichkeitsverteilung (Gl. 3.10) korreliert invers mit der Anzahl der einzelnen
Verweildauern N. Somit konnen Objekte, deren mittlere Verweildauern sichtbar vom
Cluster abweichen, in die Hauptpopulation aufgenommen werden, sofern die entspre-
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chenden Anzahlen der Verweildauern niedrig genug sind. Umgekehrt konnen Objekte
mit hohem N als Ausreifler klassifiziert werden, obwohl ihre mittleren Verweildauern
ndher am Cluster der Hauptpopulation liegen.

Nach der Klassifizierung wurden die Haufigkeitsverteilungen aller einzelnen Verweil-
dauern der verschiedenen Gruppen von Objekten betrachtet (Abb. 3.6 b, c). Dabei wur-
den die Haufigkeitsverteilungen (Histogramme) mit Maximum-Likelihood-Schdtzungen
beschrankter Exponentialverteilungen (gestrichelte Linien) tiberlagert. Fiir die Mengen
aller einzelnen Verweildauern der Hauptpopulation weisen die Histogramme und die
Exponentialverteilungen sehr dhnliche Verldufe auf. Diese Ubereinstimmung wird als
Indiz fiir die Homogenitit der Kinetik innerhalb der Hauptpopulation interpretiert. Im
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Abbildung 3.6: Heterogene Kinetik in einer TMFM-Messung — Ergebnis der Klassifizierung
Interaktionssequenz CCTCCTCC : GGAGGAGG, Konturlange des Leinenstiicks zwischen den Interaktionspart-
nern L = 1554 bp, distale Verankerungsgeometrie. (a) Streudiagramm der mittleren Verweildauern. In jedem
Datenpunkt ist fiir ein DNA-Nano-Objekt die mittlere Verweildauer im hybridisierten Zustand gegen die mitt-
lere Verweildauer im dissoziierten Zustand aufgetragen. Hauptpopulation in Blau/Grau, Ausreif3er in Rot.
Das graue Pentagon, das rote Quadrat und das rote Dreieck markieren die mittleren Verweildauern jener
Objekte, deren Zustands- und Auslenkungsabfolgen in Abb. 3.5 gezeigt sind. (b) Verteilungen der einzelnen
Verweildauern im hybridisierten Zustand. Graue Balken: einzelne Verweildauern aus den Zustandsabfolgen
aller Objekte. Blaue gestufte Linie: einzelne Verweildauern aus den Zustandsabfolgen der Hauptpopulati-
on. Rote gestufte Linie: einzelne Verweildauern aus den Zustandsabfolgen der Ausrei3er. Schwarze, blaue
und rote gestrichelte Linien: Maximum-Likelihood-Schéatzungen von Dichteverteilungen mit der Form von
Gl. (3.7), normiert auf die Summe der Fléche aller Klassen des jeweiligen Histogramms. Nebenabbildung:
absolute Residuen (Differenz zwischen den Werten der Histogramme und Fit-Funktionen). (c) Wie b, fir die
Verweildauern im dissoziierten Zustand.
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Gegensatz dazu folgen die Haufigkeitsverteilungen aller einzelnen Verweildauern der
Ausreifier oder der Menge aller Objekte nicht dem Verlauf der Exponentialverteilungen.
Diese Verteilungen spiegeln Uberlagerungen von Prozessen unterschiedlicher Kinetik
wider. Sie konnen nicht hinreichend durch Wahrscheinlichkeitsverteilungen mit einem
einzelnen Exponentialterm beschrieben werden.

Im Fall der in Abb. 3.5 und Abb. 3.6 gezeigten Probe mit der 8-bp-Interaktionssequenz
CCTCCTCC: GGAGGAGG in distaler Verankerungsgeometrie und L = 1554bp umfasst die
Hauptpopulation 248 Objekte. Dagegen wurden 68 Objekte als AusreifSer klassifiziert.
Die finalen Werte der charakteristischen Verweildauern der Hauptpopulation ergeben
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Abbildung 3.7: Vergleich zwischen 9-bp-Probe und 8-bp-Probe mit dhnlichen Interaktionssequenzen
9-bp-Interaktionssequenz: CCAGAGACG:CGTCTCTGG, 8-bp-Interaktionssequenz: CAGGAACG:CGTTCCTG,
Konturlange des Leinensticks zwischen den Interaktionspartnern jeweils L = 1050 bp, proximale Veran-
kerungsgeometrie. (a) Streudiagramm der mittleren Verweildauern. In jedem Datenpunkt ist fiir ein DNA-
Nano-Objekt die mittlere Verweildauer im hybridisierten Zustand gegen die mittlere Verweildauer im disso-
zZiierten Zustand aufgetragen. Blaue Dreiecke: Hauptpopulation der 9-bp-Probe. Rote Dreiecke: Ausrei3er
der 9-bp-Probe. Graue Kreise: Hauptpopulation der 8-bp-Probe. Wei3e Kreise: Ausrei3er der 8-bp-Probe.
(b) Ausschnitte aus Abfolgen der radialen Auslenkung der mobilen Reporter-Einheiten von neun DNA-Nano-
Objekten. Radiale Auslenkung wahrend Aufenthalten im hybridisierten Zustand in Dunkelgrau, wahrend Auf-
enthalten im dissoziierten Zustand in Hellgrau. Oberes Tripel: Beispielobjekte aus der Hauptpopulation der
9-bp-Probe. Unteres Tripel: Beispielobjekte aus der Hauptpopulation der 8-bp-Probe. Mittleres Tripel: Ausrei-
Ber der 9-bp-Probe mit mittlerer Verweildauer im hybridisierten Zustand zwischen 10 und 30 s und mittlerer
Verweildauer im dissoziierten Zustand zwischen 20 und 200s.
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sich nach Gleichungen (3.6)-(3.8) zu 11 ~ 12,4s und 1, ~ 2,7s. Bei Berechnung der cha-
rakteristischen Verweildauern unter Einbeziehung aller Objekte ohne Aussortieren der
Ausreifier wiirde 11 um knapp 3 % und 1, um 66 % {iiberschétzt. Fiir ein weiteres Bei-
spiel, eine Probe von Objekten mit der 9-bp-Interaktionssequenz CCAGAGACG : CGTCTCTGG
in proximaler Verankerungsgeometrie und L = 1050 bp, wiirde durch die Einbeziehung
der AusreifSer 71 um etwa 30 % unterschatzt und T, um etwa 45 % iiberschitzt.

Interessant ist der Vergleich zwischen dieser 9-bp-Variante und einer 8-bp-Variante
mit dhnlicher Interaktionssequenz CAGGAACG:CGTTCCTG (Abb. 3.7). Ausreifler der 9-bp-
Probe mit deutlich kiirzerer mittlerer Verweildauer im hybridisierten Zustand als die
Hauptpopulation der 9-bp-Probe zeigen eine mitunter sehr dhnliche Kinetik zur Haupt-
population der 8-bp-Probe. Diese Beobachtung ist ein weiteres Indiz fiir das Zutreffen
der Hypothese, dass die heterogene Kinetik verschiedener DNA-Nano-Objekte dersel-
ben Probe von Verkiirzungen in den interaktionspartnertragenden Staples herriihren
konnte.

3.3.4 Bootstrapping-Verfahren zur Fehlerabschatzung

Die statistischen Fehler in den charakteristischen Verweildauern und Raten wurden mit
einem Bootstrapping-Verfahren abgeschitzt. Bezeichne ©; die Menge aller einzelnen
Verweildauern der Hauptpopulation der Objekte einer Probe im Zustand i. Bezeichne
Ng,i die Anzahl der Elemente in ©;. Bezeichne B; eine pseudozufillig und ohne Zu-
riicklegen gezogene Stichprobe mit Umfang Ng ; aus der Menge ©;. Das Bootstrapping-
Verfahren besteht darin, jeweils 10000 derartiger Stichproben B; und B, zu ziehen und
anhand dieser Stichproben die Werte von 11 und 1 bzw. k¢ und ken nach Gleichun-
gen (3.6)-(3.9) zu ermitteln. Die Standardabweichungen opootstrap der Verteilungen der
so erhaltenen 10000 Werte fiir die charakteristischen Verweildauern in den Zustanden
geben einen Anhaltspunkt fiir den experimentellen Fehler. In der Analyse der TMFM-
Daten wurden die Fehlerintervalle der charakteristischen Verweildauern und der Raten
stets auf +3 - Opootstrap abgeschitzt.

3.3.5 Vergleich der Kinetik in verschiedenen Zeitintervallen der TMFM-Messungen

In der Analyse der TMFM-Daten wurde angenommen, dass sich die zu Grunde lie-
gende Assoziations- und Dissoziationskinetiken der beobachteten Einzelstrangpaare im
Verlauf einer TMFM-Aufnahme nicht dndern. Grundsitzlich kann jedoch eine mogliche
Anderung der Kinetik im Lauf der Zeit nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Bei-
spielsweise ist denkbar, dass sich der pH-Wert im Messpuffer durch die Aktivitit des
Oxygen Scavenging Systems (vlg. Abschnitt 1.5) trotz der Stabilisierung durch 100 mM
Tris-HCl mit pH 8 iiber die Dauer von 75 Minuten leicht absenkt. Dariiber hinaus kénn-
ten photoinduzierte oder anderweitig hervorgerufen Schiden an den Interaktionsse-
quenzen oder anderen Teilen der DNA-Nano-Objekte auftreten. Die beschddigten Ob-
jekte konnten dann ab dem Zeitpunkt der Beschddigung andere charakteristische Ver-
weildauern in den Zustinden aufweisen. Eine weitere mogliche Quelle fiir eine Ver-
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schiebung der gemessenen Verweildauerverteilungen im Verlauf einer Messung konnte
in der segmentierten HMM-Analyse (vgl. Abschnitt 3.2.2) liegen.

Um der Frage nach einer moglichen Verdnderung der Kinetiken im zeitlichen Ver-
lauf der TMFM-Messungen nachzugehen, wurden die Verteilungen der Verweildau-
ern in den Zustdnden in mehreren aufeinanderfolgenden Zeitintervallen miteinander
verglichen (Abb. 3.8, Abb. C.12). Der 75 Minuten lange Beobachtungszeitraum jeder
Aufnahme wurde in fiinf aufeinanderfolgende jeweils 15 Minuten lange Zeitintervalle
aufgeteilt. Fiir jedes dieser Intervalle wurden die Verteilungen der Verweildauern aller
Aufenthalte betrachtet, die innerhalb des Intervalls beginnen und enden. Fiir Messun-
gen mit Stichprobenumfiangen von mehr als 1000 einzelnen Verweildauern je Intervall
ergab sich eine sehr hohe Ahnlichkeit zwischen den Verliufen der Verweildauerver-
teilungen aus allen fiinf Intervallen (Abb. 3.8, Abb. C.12.1-C.12.2 und C.12.9-C.12.11).
Bei Stichprobenumfiangen < 1000 Einzelwerte je Intervall zeigten sich Unterschiede zwi-
schen den empirischen Verteilungen aus verschiedenen Intervallen (Abb. C.12.3-C.12.8).
In der Auspragung dieser Unterschiede wurde jedoch keine Regelmafligkeit festgestellt,
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Abbildung 3.8: Verweildauerverteilungen im zeitlichen Verlauf einer TMFM-Messung
Interaktionssequenz CCTCCTCC : GGAGGAGG, Konturldnge des Leinenstiicks zwischen den Interaktionspart-
nern L = 1554 bp, distale Verankerungsgeometrie. Empirische Verteilungen der kumulierten Wahrschein-
lichkeit (CDF), ermittelt aus der relativen Haufigkeit der einzelnen Verweildauern. Die Verweildauerachsen
sind logarithmisch skaliert. Jedes Diagramm zeigt fiinf Verteilungen. Jede dieser Verteilungen wurde nur
aus den Verweildauern von Aufenthalten im jeweiligen Zustand generiert, die innerhalb eines gewissen Zeit-
intervalls beginnen und enden. Legende: Zuordnung der Kurven zu den Zeitintervallen. Zahlen in Klammern:
jeweilige Anzahl der einzelnen Verweildauern, die in die Verteilung dieses Zeitintervalls eingehen.
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die auf eine systematische Verschiebung der charakteristischen Verweildauern iiber den
Verlauf einer Messung hindeuten wiirde.

3.4 Kapitelzusammenfassung

Zur Analyse der Auslenkungsabfolgen der mobilen Reporter-Einheiten von Objekten
mit Interaktionspartnern wurde die Methode der Hidden-Markov-Modellierung ver-
wendet. Das dafiir aufgestellte Hidden-Markov-Modell (HMM) hat zwei Zustdande: Der
,/hybridisierte Zustand” umfasst alle Mikrozustdnde des Systems mit teilweiser oder
vollstandiger Basenpaarung zwischen den Interaktionspartnern. Der , dissoziierte Zu-
stand” umfasst alle Mikrozustdnde des Systems ohne jegliche Basenpaarung zwischen
den Interaktionspartnern. Die Observable des HMM sind die Auslenkungen der mobi-
len Reporter-Einheit (Axgzg, Aygg)-

Die Emissionswahrscheinlichkeiten der Observablen wurden als bivariate Normal-
verteilungen modelliert. Die fiir viele mobile Reporter-Einheiten mit abnehmender Hel-
ligkeit einhergehende Verbreiterung der Auslenkungsverteilungen iiber den Verlauf ei-
ner Messung wurde wie folgt berticksichtigt: Die einzelnen Abfolgen von (Axgg , Aygg)
wurden anhand der dazugehorigen Helligkeitsabfolgen in bis zu drei Segmente unter-
teilt. Die Parameter der Emissionswahrscheinlichkeitsverteilungen wurden wéhrend der
HMM-Prozedur fiir jedes dieser Segmente individuell optimiert und ausgewertet.

Die HMM-Analyse liefert zu einer Abfolge von Auslenkungen (Axgy, Aygrg) eine Zu-
standsabfolge z. Daraus lassen sich die Verweildauern in den beiden Zustinden ex-
trahieren. Aufgrund der beschriankten zeitlichen Auflosung sowie der endlichen Dauer
der TMFM-Aufnahmen wird fiir beide Zustdnde ein Teil der Aufenthalte — insbesondere
sehr kurzlebige Aufenthalte — nicht detektiert. Zur Korrektur des Effekts verpasster Auf-
enthalte in der Analyse der TMFM-Daten wurde die von Stigler et al. [108] beschriebene
Prozedur adaptiert.

DNA-Nano-Objekte derselben Probe zeigten teilweise deutlich unterschiedliche Hy-
bridisierungskinetiken der Interaktionspartner. Die Ursache dieser heterogenen Kine-
tik konnte in Synthesefehlern einzelner interaktionspartnertragender Staples liegen. Es
wurde eine Prozedur implementiert, mit der die Objekte einer Probe basierend auf pro-
babilistischen Uberlegungen in zwei Gruppen sortiert werden: die , Hauptpopulation”
mit homogener Kinetik und die Gruppe der , Ausreifier”.

Es besteht Grund zur Annahme, dass die Kinetik der Interaktionspartnerpaare jeweils
tiber den gesamten Verlauf der 75 Minuten langen Messungen gleich ist. Ein Vergleich
der Verweildauerverteilungen aus mehreren aufeinanderfolgenden Zeitintervallen er-
gab keine systematische Verdnderung der gemessenen Kinetik im zeitlichen Verlauf der
einzelnen Messungen.






4 Hybridisierungskinetik kurzer DNA-Duplexe

Mit der neu entwickelten Methode TMFM wurde die Hybridisierungskinetik kurzer
DNA-Doppelstrange in Abhéngigkeit von verschiedenen Faktoren untersucht. Dieses
Kapitel zeigt die Ergebnisse der drei TMFM-Studien zur Abhéngigkeit der Hybridisie-
rungskinetik von der Beschaffenheit des Partikel-Leinen-Systems (Abschnitt 4.1), von
der Konzentration von Natriumionen in der umgebenden Losung (Abschnitt 4.2) und
von der Basenpaarsequenz der Interaktionspartner (Abschnitt 4.3).

4.1 Einfluss des umgebenden Partikel-Leinen-Systems

4.1.1 Voriiberlegungen

Die Hybridisierung zweier frei in Losung vorliegender DNA-Einzelstrange zu einem
Doppelstrang kann durch eine Reaktionskinetik zweiter Ordnung beschrieben werden.
Die Assoziationsrate dieser bimolekularen Reaktion hat die Einheit M~!s™!, die Disso-
ziationsrate hat die Einheit s™! und die entsprechende Gleichgewichtskonstante Keqpi
hat die Einheit M~!. Im Rahmen von TMFM ist die Hybridisierung von B und B’ auf-
grund der Verankerung der Einzelstrange im Partikel-Leinen-System ein unimoleku-
larer Prozess, der sich géanzlich durch Reaktionsgleichungen erster Ordnung beschrei-
ben ladsst. Sowohl die Assoziationsrate als auch die Dissoziationsrate haben die Einheit
s!, weshalb die entsprechende Gleichgewichtskonstante Kequni einheitenlos ist.

Um den unimolekularen Fall mit dem bimolekularen Fall vergleichen zu koénnen,
wird in der Literatur der sogenannte J-Faktor verwendet [113]. Er errechnet sich aus
dem Verhiltnis der beiden Gleichgewichtskonstanten:

Keq,uni

J= (4.1)

Keq,bi

Der J-Faktor hat die Einheit Molar und stellt in seiner urspriinglichen Definition die ef-
tektive Konzentration des einen Endes eines Fragments doppelstrangiger DNA bezogen
auf das andere Ende des Fragments dar [113]. Im Kontext von TMFM steht der J-Faktor
tiir die effektive Konzentration des einen Interaktionspartners im Bezug auf den ande-
ren Interaktionspartner innerhalb des Partikel-Leinen-Systems. Das folgende Gedanken-
experiment dient zur Verdeutlichung dieser Betrachtungsweise: Im TMFM-Experiment
stelle sich ein bestimmtes Besetzungsgleichgewicht zwischen hybridisiertem und dis-
soziiertem Zustand der im Partikel-Leinen-System verankerten Interaktionspartner ein.
Nun denke man sich den Fall, dass einer der Interaktionspartner weiterhin im Partikel-
Leinen-System verankert ist, der andere Interaktionspartner aber mit einer bestimmten
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Konzentration frei in Losung vorliegt. Der J-Faktor ist nun die Konzentration des freien
Interaktionspartners, bei der sich dasselbe Besetzungsgleichgewicht einstellen wiirde.
So wie im bimolekularen Fall die Kolokalisationswahrscheinlichkeit der Einzelstrange
direkt proportional zu ihren Konzentrationen ist, so ist sie im TMFM-Experiment direkt
proportional zum J-Faktor. Dementsprechend gilt: Je grofier der J-Faktor, umso starker
verschiebt sich das Besetzungsgleichgewicht hin zum hybridisierten Zustand.

Méoglicher Einfluss der Konturldnge L auf die gemessene Kinetik

Der Wert des J-Faktors eines DNA-Fragments hdngt von der Konturldnge des Fragments
ab. Diese Abhidngigkeit wurde bereits in mehreren theoretischen und experimentellen
Studien untersucht [114-116]. Der J-Faktor doppelstrangiger DNA ist bei einer bestimm-
ten Konturldnge im Bereich von etwa 500 bp maximal und fallt sowohl zu kleineren als
auch zu groieren Konturldangen hin monoton ab. Der Grund dafiir liegt darin, dass das
Zusammenfiihren der Enden kurzer und langer DNA-Fragmente energetisch besonders
ungiinstig ist [113]. Kurze DNA-Fragmente miissen stark gekriimmt werden, um die
Enden zusammenzufiihren. Mit steigender Konturlinge wird zwar der Biegeenergiean-
teil immer geringer, dagegen ist jedoch mit dem Zusammenfiihren der Enden ein immer
grofierer Entropieverlust verbunden.

Die Rate der Assoziationsreaktion von B und B’ zu einem Doppelstrang B:B’ ist direkt
proportional zur Kolokalisationswahrscheinlichkeit der Einzelstrdnge. Demnach sind
bei gleichbleibender Basenpaarsequenz der Interaktionspartner fiir DN A-Nano-Objekte
mit unterschiedlicher Konturlinge L des Leinenstiicks zwischen den Interaktionspart-
nern (vgl. Abb. 1.5) unterschiedliche Assoziationsraten zu erwarten. Aufierdem konnte
auch die gemessene Dissoziationsrate von L abhdngen: Dem Leinenstiick zwischen den
Interaktionspartnern wird im hybridisierten Zustand ein energetisch ungiinstiger End-
zu-End-Abstand aufgezwungen, analog zum makroskopischen Bild einer gestauchten
Feder (vgl. Abb. 1.1, rechte Seite). Die entstehende Riickstellkraft konnte den Doppel-
strang B:B” destabilisieren und somit die Dissoziation beschleunigen. Diese destabilisie-
rende Kraft sollte sich dann als negative Ableitung der Federenergie zwischen Objekten
mit verschiedenem Wert von L ebenfalls unterscheiden.

Moglicher Einfluss der Reporter-Einheiten auf die gemessene Kinetik

Trotz der geringen Grofie der Reporter-Einheiten ist es denkbar, dass sie einen stérenden
Einfluss auf die Hybridisierung der Interaktionspartner haben. Sind B und B’ jeweils
nahe an den Reportereinheiten verankert, muss sich die mobile Reporter-Einheit in der
Néhe der Probenoberfliche und der immobilen Reporter-Einheit befinden, damit sich
das Duplex B:B” ausformen kann. Eine sterische Hemmung der Assoziation durch diese
erforderliche Néhe ist nicht auszuschliefSen. Dabei wiirde der Abstand der Ankerpunkte
von B und B’ zu den Reporter-Einheiten eine entscheidende Rolle spielen.

Zur Ergriindung eines moglichen derartigen Effekts wurden zwei verschiedene Ver-
ankerungsgeometrien miteinander verglichen: die distale und die proximale Veranke-
rungsgeometrie. In der distalen Verankerungsgeometrie zweigen die Interaktionspartner
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mit den Abstinden Dimm = 252bp und Dy, = 307bp zur jeweils ndheren Reporter-
Einheit ab (vgl. Abb. 1.5a). Dagegen ragt in der proximalen Verankerungsgeometrie
einer der Interaktionspartner aus einem Helixende der immobilen Reporter-Einheit her-
vor, der andere zweigt mit Do, = 55 bp Abstand zur mobilen Reporter-Einheit von der
Leine ab (vgl. Abb. 1.5¢,d). Somit befinden sich im hybridisierten Zustand der Inter-
aktionspartner in der distalen Verankerungsgeometrie 559bp und in der proximalen
Verankerungsgeometrie 55bp der DNA-Leine zwischen den Reporter-Einheiten.

4.1.2 Ergebnisse der TMFM-Messungen an DNA-Nano-Objekten mit verschiedenen
Werten von L und verschiedenen Verankerungsgeometrien

Zur Untersuchung des Einflusses des Werts von L und der Verankerungsgeometrie auf
die gemessene Kinetik wurden TMFM-Messungen an unterschiedlichen Varianten von
DNA-Nano-Objekten durchgefiihrt. Fiir die distale Verankerungsgeometrie wurden drei
Varianten von Objekten mit L = 546 bp, L = 1554 bp und L = 2562 bp untersucht. Fiir die
proximale Verankerungsgeometrie wurden fiinf Varianten von Objekten mit L = 546 bp,
L =1050bp, L = 1554bp, L = 2058 bp und L = 2562 bp untersucht. Alle Varianten hatten
dieselbe Interaktionssequenz CAGGAACG : CGTTCCTG. In den Messpuffer fiir alle Messungen
wurden 500 mM Na* eingesetzt..

Die mobilen Reporter-Einheiten aller dieser Varianten zeigten das bereits in den vor-
angegangenen Kapiteln diskutierte Verhalten: In den Auslenkungsabfolgen wechseln
sich Zeitintervalle hoherer und geringerer Breite ab. Die abwechselnd unterschiedliche
Breite der Auslenkungsabfolgen ergibt sich aus dem wiederholten Wechsel zwischen
dem dissoziierten und hybridisierten Zustand der Interaktionspartner B und B’ (vgl.
Abb. 1.1). Im dissoziierten Zustand der Interaktionspartner (= Zustand ohne Schlaufe
in der DNA-Leine) hat die mobile Reporter-Einheit einen hoheren Bewegungsradius als
im hybridisierten Zustand (= Zustand mit ausgeformter Schlaufe in der DNA-Leine).

Abbildungen 4.1 bis 4.4 stellen die Auslenkungsabfolgen und -verteilungen einzel-
ner Objekte der Hauptpopulationen (vgl. Abschnitt 3.3.3) der verschiedenen Varianten
gegeniiber. Fiir Varianten derselben Verankerungsgeometrie ist im hybridisierten Zu-
stand das Ausmaf} der Auslenkungen der mobilen Reporter-Einheiten ungefdhr gleich.
Dagegen nimmt das Ausmafs der Auslenkungen im dissoziierten Zustand bei gleicher
Verankerungsgeometrie mit steigendem Wert von L zu. Demnach gilt: Je grofler L, umso
starker unterscheidet sich die Beweglichkeit in den zwei Zustanden.

Vergleich der Verweildauern

Aus den Zustandsabfolgen der Objekte mit verschiedenem Wert von L, aber gleicher
Verankerungsgeometrie (Abb. 4.1 und 4.3) geht hervor, dass mit steigendem Wert von L
im Mittel die Verweildauern im dissoziierten Zustand zunehmen. Der direkte Vergleich
von L = 546bp und L = 2562bp (a und c in Abb. 4.1, a und e in Abb. 4.3) zeigt den
Zusammenhang besonders deutlich: Beobachtet man bei L = 546bp noch vergleichs-
weise viele, kurzlebige Aufenthalte im dissoziierten Zustand, so sind es bei L = 2562 bp
weniger, dafiir im Mittel langlebigere Aufenthalte tiber dieselbe Beobachtungsdauer.
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Abbildung 4.1: Zustands- und Auslenkungsabfolgen, distale Verankerungsgeometrie
Interaktionssequenz CAGGAACG : CGTTCCTG. Von a bis ¢ steigende Konturlédnge L des Leinenstiicks zwischen
den Interaktionspartnern: (a) 546 bp, (b) 1554 bp und (¢) 2562 bp. Schwarze Linien: Aufenthaltsabfolge aus
der HMM-Analyse. 1: hybridisierter Zustand, 2: dissoziierter Zustand. Punkte: Radiale Auslenkungen der
mobilen Reporter-Einheiten nach Gl. 2.1 wahrend Aufenthalten im hybridisierten Zustand (dunkelgrau) bzw.
Aufenthalten im dissoziierten Zustand (hellgrau). Farben und Marker zur Zuordnung der Objektvarianten in
Abb. 4.2,4.5,4.7 und 4.9.
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Abbildung 4.2: Verteilungen der radialen Auslenkung r, distale Verankerungsgeometrie
Interaktionssequenz CAGGAACG:CGTTCCTG. Von a bis ¢ steigende Konturldénge L des Leinenstlicks zwi-
schen den Interaktionspartnern: (a) 546 bp, (b) 1554 bp und (c¢) 2562 bp. Histogramme fiir den hybridisierten
Zustand (dunkelgrau) und den dissoziierten Zustand (hellgrau), erstellt aus den entsprechenden Auslen-
kungsabfolgen in Abb. 4.1 . Farben und Marker zur Zuordnung der Objektvarianten in Abb. 4.1, 4.5, 4.7 und
4.9.
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Abbildung 4.3: Zustands- und Auslenkungsabfolgen, proximale Verankerungsgeometrie
Interaktionssequenz CAGGAACG:CGTTCCTG. Von a bis e steigende Konturlange L des Leinenstiicks zwi-
schen den Interaktionspartnern: (a) 546 bp, (b) 1050 bp, (¢) 1554 bp, (d) 2058 bp und (e) 2562 bp. Schwarze
Linien: Aufenthaltsabfolge aus der HMM-Analyse. 1: hybridisierter Zustand, 2: dissoziierter Zustand. Punkte:
Radiale Auslenkungen der mobilen Reporter-Einheiten nach Gl. 2.1 wahrend Aufenthalten im hybridisierten
Zustand (dunkelgrau) bzw. Aufenthalten im dissoziierten Zustand (hellgrau). Farben und Marker zur Zuord-
nung der Objektvarianten in Abb. 4.4, 4.6, 4.8 und 4.9.
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Abbildung 4.4: Verteilungen der radialen Auslenkung r, proximale Verankerungsgeometrie
Interaktionssequenz CAGGAACG : CGTTCCTG. Von a bis e steigende Konturlange L des Leinenstlicks zwischen
den Interaktionspartnern: (a) 546 bp, (b) 1050 bp, (¢) 1554 bp, (d) 2058 bp und (e) 2562 bp. Histogramme
fir den hybridisierten Zustand (dunkelgrau) und den dissoziierten Zustand (hellgrau), erstellt aus den ent-
sprechenden Auslenkungsabfolgen in Abb. 4.3. Farben und Marker zur Zuordnung der Objektvarianten in
Abb. 4.3, 4.6, 4.8 und 4.9.
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Die Verschiebung der Verweildauern im dissoziierten Zustand hin zu grofieren Wer-
ten mit steigendem Wert von L bei gleicher Verankerungsgeometrie tritt nicht nur fiir
einzelne Objekte auf: Aus den Streudiagrammen der mittleren Verweildauern je Objekt
(Abb. 4.5 und 4.6) geht eindeutig hervor, dass dieser Trend fiir die gesamten Haupt-
populationen der Varianten zutrifft. Die mittleren Verweildauern im hybridisierten Zu-
stand zeigen im Vergleich dazu keine ausgeprédgte Abhédngigkeit von L. Es zeichnet sich
lediglich eine schwache Verschiebung hin zu grofieren Verweildauern im hybridisierten
Zustand bei kleineren Werten von L ab.

Eine weitere Moglichkeit, die kollektive Abhidngigkeit der Kinetik vom Wert von L zu
betrachten, besteht darin, fiir jeden Zustand alle einzelnen Verweildauern der Haupt-
population jeder Variante zusammenzufassen und die jeweiligen Verweildauervertei-
lungen gegeniiberzustellen (Abb. 4.7 und 4.8). Diese Betrachtung liefert ein mit dem
bisherigen Eindruck stimmiges Ergebnis: Die Verteilungen der einzelnen Verweildauern
im dissoziierten Zustand aller Objekte der Hauptpopulation verschieben sich mit stei-

A 546 bp A 2562 bp

Mittlere Verweildauer im hybridisierten Zustand (s)

10 100 400
Mittlere Verweildauer im dissoziierten Zustand (s)

Abbildung 4.5: Streudiagramm der mittleren Verweildauern, distale Verankerungsgeometrie
Messdaten von DNA-Nano-Objekten mit der Interaktionssequenz CAGGAACG: CGTTCCTG . In jedem Daten-
punkt ist fir ein Objekt der jeweiligen Hauptpopulation (vgl. Abschnitt 3.3.3) die mittlere Verweildauer im
hybridisierten Zustand gegen die mittlere Verweildauer im dissoziierten Zustand aufgetragen. Die Farben
stehen fur die Konturlange L des Leinenstiicks zwischen den Interaktionspartnern (siehe Legende oben).
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gendem Wert von L immer weiter zu grofieren Werten (Abb. 4.7 und 4.8, jeweils rechte
Spalte). Dagegen sind die Verteilungen der einzelnen Verweildauern im hybridisierten
Zustand aller Objekte der Hauptpopulationen der verschiedenen Varianten sehr dhnlich
zueinander (Abb. 4.7 und 4.8, jeweils linke Spalte). Desweiteren wurden aus den Men-
gen aller einzelnen Verweildauern der jeweiligen Hauptpopulationen die charakteristi-
sche Verweildauer im dissoziierten Zustand (7,) und die charakteristische Verweildauer
im hybridisierten Zustand (t;) nach Gleichungen (3.6)-(3.8) ermittelt. Der Wert von T,

O 546 bp O 1050 bp O 2058 bp O 2562 bp

o

Mittlere Verweildauer im hybridisierten Zustand (s)

10 T T T T T T T I T T T T T T T T I

1 10
Mittlere Verweildauer im dissoziierten Zustand (s)

Abbildung 4.6: Streudiagramm der mittleren Verweildauern, proximale Verankerungsgeometrie
Messdaten von DNA-Nano-Objekten mit der Interaktionssequenz CAGGAACG: CGTTCCTG. In jedem Daten-
punkt ist fir ein Objekt der jeweiligen Hauptpopulation (vgl. Abschnitt 3.3.3) die mittlere Verweildauer im
hybridisierten Zustand gegen die mittlere Verweildauer im dissoziierten Zustand aufgetragen. Die Farben
stehen fur die Konturlange L des Leinenstiicks zwischen den Interaktionspartnern (siehe Legende oben).
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ist in der distalen resp. proximalen Verankerungsgeometrie bei L = 2562 bp etwa acht-
mal resp. sechsmal so grofd wie bei L = 546bp (Abb. 4.7 und 4.8, jeweils rechte Spalte).
Der Wert von T, erscheint bei kleineren Werten von L nur leicht erh6ht. Zwischen dem
grofiten und dem kleinsten Wert von T, liegt ein Faktor von etwa 1,3 in der distalen Ver-
ankerungsgeometrie und etwa 1,4 in der proximalen Verankerungsgeometrie (Abb. 4.7
und 4.8, jeweils linke Spalte).

Die aus den Mengen aller einzelnen Verweildauern der Hauptpopulationen geschétz-
ten Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen in Form von beschrinkten Exponentialver-
teilungen nach Gl. (3.7) stimmen sehr gut mit den Histogrammen der entsprechenden
relativen Haufigkeitsdichten tiberein (Abb. 4.7 und 4.8). Diese Beobachtung steht im Ein-
klang mit der Anschauung des vorliegenden Systems als Zwei-Zustands-System und
mit der damit verbundenen Annahme, dass die Lebensdauern etwaiger Zwischenzu-
stinde wie z. B. teilweiser Hybridisierung kiirzer sind als die zeitliche Auflosungsgrenze
der TMFM-Messung (vgl. Abschnitt 3.2.1). Die Ubergénge zwischen den zwei Zustén-
den des Systems werden jeweils hinreichend durch eine einzelne Rate beschrieben.
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Abbildung 4.7: Verteilungen der einzelnen Verweildauern, distale Verankerungsgeometrie

Messdaten derselben DNA-Nano-Objekte wie in Abb. 4.5 (Interaktionssequenz CAGGAACG: CGTTCCTG). Die
Konturldnge L des Leinenstiicks zwischen den Interaktionspartnern steigt von oben nach unten an. Histo-
gramme: relative Haufigkeitsdichten der einzelnen Verweildauern der jeweiligen Hauptpopulationen (vgl. Ab-
schnitt 3.3.3). Gestrichelte Linien: Maximum-Likelihood-Schétzungen der Wahrscheinlichkeitsdichtevertei-
lungen der jeweiligen Hauptpopulationen nach Gl. (3.7). T,, T,: Charakteristische Verweildauern der jeweili-
gen Hauptpopulationen nach Gl. (3.8). Fehlerbereich &= 3 Opgotstrap (vgl. Abschnitt 3.3.4). N: jeweilige Anzahl
der Einzelwerte.
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Abbildung 4.8: Verteilungen der einzelnen Verweildauern, proximale Verankerungsgeometrie

Messdaten derselben DNA-Nano-Objekte wie in Abb. 4.6 (Interaktionssequenz CAGGAACG: CGTTCCTG). Die
Konturldnge L des Leinenstiicks zwischen den Interaktionspartnern steigt von oben nach unten an. Histo-
gramme: relative Haufigkeitsdichten der einzelnen Verweildauern der jeweiligen Hauptpopulationen (vgl. Ab-
schnitt 3.3.3). Gestrichelte Linien: Maximum-Likelihood-Schétzungen der Wahrscheinlichkeitsdichtevertei-
lungen der jeweiligen Hauptpopulationen nach Gl. (3.7). T;, T,: Charakteristische Verweildauern der jeweili-
gen Hauptpopulationen nach Gl. (3.8). Fehlerbereich &= 3 Opgotstrap (vgl. Abschnitt 3.3.4). N: jeweilige Anzahl
der Einzelwerte.



96 4. HYBRIDISIERUNGSKINETIK KURZER DNA-DUPLEXE

Raten

Die Assoziationsrate ko, und die Dissoziationsrate k¢ berechnen sich aus den inversen
charakteristischen Verweildauern:

1 1
kon = koff = ? (42)

Die Assoziationsrate zeigt folglich die inverse Abhédngigkeit von L wie T, : bei gleicher
Verankerungsgeometrie nimmt k., mit steigendem Wert von L ab (Abb. 4.9a). Zudem
ist kon bei gleichem Wert von L in der distalen Verankerungsgeometrie grofser als in
der proximalen Verankerungsgeometrie, ndamlich um die Faktoren 3,37 /4,05 / 2,50 bei
L =546bp /L =1554bp / L = 2562 bp. Diese Beobachtung ldsst sich wie folgt erklaren:
Zur Kolokalisation der Einzelstrange muss in der proximalen Verankerungsgeometrie
das Leinenende mit der mobilen Reporter-Einheit nahe an die Probenoberfldche heran-
kommen. Die erforderliche Ndhe zur Probenoberfldche ist entropisch ungiinstig, da fiir
das Partikel-Leinen-System vergleichsweise weniger Konformationen realisierbar sind
als im Fall der Schleifenbildung fernab einer sterisch einschrankenden Oberflache [117].
Auflerdem ist es denkbar, dass trotz gegebener Néhe der Interaktionspartner zueinander
die Reporter-Einheiten die Assoziation der Einzelstrange zum Doppelstrang sterisch be-
hindern. Durch die Verankerung der Interaktionspartner in der distalen Verankerungs-
geometrie ist die Hybridisierung von B und B’ ohne eine zwingende Néhe der mobilen
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3 3
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Abbildung 4.9: Ubergangsraten bei proximaler und distaler Verankerungsgeometrie

Messdaten derselben Hauptpopulationen von DNA-Nano-Objekten wie in Abb. 4.5-4.8. (a) Assoziationsrate
kon und (b) Dissoziationsrate ko, jeweils aufgetragen Uber der Konturlange L des Leinenstlicks zwischen
den Interaktionspartnern. Dreiecke: distale Verankerungsgeometrie, Kreise: proximale Verankerungsgeome-
trie. Die statistischen Fehler (4= 3 0pootstrap, VQI. Abschnitt 3.3.4) der Raten sind kleiner oder gleich der verti-
kalen Ausdehnung der Marker. Gepunktete Linien in a: Least-Squares-Fits von Gl. (4.4) an die Messwerte
(Details siehe Text). Gestrichelte Linie in b : Mittelwert aus allen acht Werten von K.
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Reporter-Einheit und der Verankerungspunkte von B und B’ zur Probenoberfliche und
der immobilen Reporter-Einheit moglich, sodass diese Storeffekte schwécher ausgepragt
sind oder gar nicht auftreten. Anders ausgedriickt: Die distale Verankerungsgeome-
trie ist dhnlicher zum Fall der vollkommenen Abwesenheit einer Oberfliche und der
Reporter-Einheiten.

Die Abnahme der Assoziationsrate in beiden Verankerungsgeometrien steht im Ein-
klang zur theoretisch vorhergesagten [114,116] und experimentell beobachteten [115]
Abnahme des J-Faktors mit der Lange eines Fragments doppelstrangiger DNA fiir Frag-
mentldngen £ 500 bp. Zur Erstellung der Vergleichskurven in Abb. 4.9 a wurde die Ab-
schiatzung fiir die Kolokalisationswahrscheinlichkeit der Enden eines Fragments dop-
pelstrangiger DNA G(0;v) von Yamakawa & Stockmayer [114] verwendet:

G(0;v) = (;)z-v_

Dabei steht v (in der Notation von [114]: t) fiir die sogenannte reduzierte Kontur-
lange, den Quotienten aus Konturlinge und dem doppelten Wert der Persistenzldnge.
Eine Fit-Funktion f(vy) fiir den Verlauf der mit TMFM gemessenen Assoziationsraten er-
gibt sich durch Multiplikation von Gl. (4.3) mit einem skalaren Vorfaktor a, welcher die
Wahrscheinlichkeit reprasentiert, dass wahrend der Kolokalisation der Einzelstrange B
und B’ die Assoziation zum Duplex B:B” erfolgt.

NI

5 79
J1—cy -y 2 4.
[ gy a0 (4.3)

fly) =a-G(0;v) (4.4)

Diese Funktion wurde durch Variation von a an die gemessenen Assoziationsra-
ten in distaler bzw. proximaler Verankerungsgeometrie angefittet. Dabei wurde fiir die
Persistenzldnge der Wert 50nm eingesetzt. Im Bereich der untersuchten Werte von L
stimmen die Verldufe der Fit-Kurven (gepunktete Linien in Abb. 4.9a) in etwa mit
den Verlaufen der Messdaten iiberein. Diese Ubereinstimmung ist jedoch rein quali-
tativ zu interpretieren. Die Vorhersage erfolgt auf Basis des WLC-Modells und fiir ein
durchgehend doppelstriangiges DNA-Stiick, welches sich frei in Losung befindet. Das
DNA-Sttick zwischen den Interaktionspartnern in TMFM ist Teil eines Partikel-Leinen-
Systems, welches an einer Probenoberfliache verankert ist. Aufgrund von durch die Na-
he zur Oberfliche bedingten Volumenausschlusseffekten [117] ist fiir die DNA-Leine
in TMFM eine zur in [114] angenommenen Situation unterschiedliche Dynamik zu er-
warten. Dartiber hinaus besitzt das Riickgrat des aus Staples bestehenden Einzelstrangs
der DNA-Leine sog. Nicks (Einzelstrangbriiche) in regelmifligen Abstdnden von 42bp
(vgl. Abschnitt 1.2.3, Abb. 1.5b). In experimentellen Studien wurde fiir solche ,nicked
dsDNA" eine hohere Flexibilitdt beobachtet als fiir eine Referenz von dsDNA mit intak-
ten Riickgraten in beiden Einzelstrangen [118,119]. Allerdings zeigten dieselben Studien,
dass sich die Flexibilitidt der nicked dsDNA jener der intakten dsDNA mit steigender
Salzkonzentration in der umgebenden Losung immer mehr angleicht. Abschnitt 4.2.1
fuhrt diesen Aspekt ndher aus.

Im Gegensatz zu den Assoziationsraten dndern sich die gemessenen Dissoziationsra-
ten nur wenig mit L (Abb. 4.9b). Eine potentielle destabilisierende Wirkung des Partikel-
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Leinen-Systems auf das Duplex B:B’ sollte bei verschiedenen Werten von L unterschied-
lich stark ausgepragt sein (vgl. Argumentation in Abschnitt 4.1.1). Da sich die Dissoziati-
onsraten verschiedener Objektvarianten kaum unterscheiden, scheint sich das Partikel-
Leinen-System hochstens schwach destabilisierend auf das Duplex B:B” auszuwirken.
Auffdllig ist allerdings, dass die in der proximalen Verankerungsgeometrie gemesse-
nen Dissoziationsraten systematisch um ca. 20 % grofser sind als die bei gleichem L in
der distalen Verankerungsgeometrie gemessenen Dissoziationsraten. Aufgrund des be-
reits diskutierten Entropieverlusts bei Ndhe der mobilen Reporter-Einheit zur Oberfla-
che konnte eine destabilisierende Wirkung des Partikel-Leinen-Systems auf das Duplex
B:B’ in der proximalen Verankerungsgeometrie stiarker ausgepragt sein als in der dista-
len Verankerungsgeometrie. Jedoch liegt die Abweichung letztlich in derselben Grofien-
ordnung wie die Schwankung des Werts der Dissoziationsrate zwischen Messungen bei
gleicher Verankerungsgeometrie und verschiedenen Werten von L. Es konnte sich dabei
schlichtweg um ein Messartefakt handeln, beispeilsweise Temperaturschwankungen auf
einer Grofsenordnung von +1 °C zwischen den jeweiligen Messungen.

4.2 Einfluss der Konzentration von Natriumionen

Das Vorliegen von Na® in der umgebenden Losung beeinflusst die Thermodynamik
[120,121] und die Kinetik [34,35,45,47,50,122] der DNA-Hybridisierung. Die Abhdngig-
keit der Hybridisierungskinetik kurzer DNA-Doppelstrange von der Na*-Konzentration
ist noch nicht abschliefsend erforscht und ist Gegenstand jiingerer Einzelmolekiil-Studien
[34,35]. Die Methode TMFM ermoglicht die einfache Realisierung von Einzelmolekiil-
Messungen der DNA-Hybridisierungskinetik bei verschiedenen Konzentrationen von
Na* im Messpuffer. Allerdings hangt auch die Flexibilitidt doppelstrangiger DNA von
der Na*-Konzentration in der umgebenden Losung ab [118,119,123-133], weshalb eine
Verdnderung von [Na'| auch eine Verdnderung der mechanischen Eigenschaften der
DNA-Leine bewirken konnte.

4.2.1 Eine kurze Zusammenfassung relevanter Literatur
[Na*]-Abhangigkeit der Thermodynamik und Kinetik der DNA-Hybridisierung

Aus den Ergebnissen kalorimetrischer Experimente entwickelte SantaLucia [120] fol-
gende empirische Korrekturformeln fiir die freie Energie AG° und die Entropie AS° der
Duplexbindung von DNA-Oligonukleotiden:

AG°([Na*]) = AG°(1M NaCl) — 0,114 - L; ‘In([Na*])-1 kczi (4.5)
N cal
°([Na*]) = AS® = +1Y.
AS°([Na*]) = AS°(1M NaCl) + 0,368 5 In([Na*])-1 1K (4.6)

In beiden Formeln steht N fiir die Gesamtzahl der im jeweiligen Doppelstrang vor-
handenen Phosphatgruppen. Die Korrektur gilt im Konzentrationsbereich von Na* zwi-
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schen 0,05M und 1,1 M. Dabei wird angenommen, dass sich die Enthalpie AH® nicht mit
[Na™]| dndert und dass AH® und AS° naherungsweise temperaturunabhéngig sind [121].

In einigen Ensemble-Studien [45,47,50,122] der Kinetik der DNA-Hybridisierung wur-
den die Assoziations- und Dissoziationsraten von DNA-Duplexen bei verschiedenen
Konzentrationen von Na* im Bereich von einigen mM bis zu 3,2M ermittelt. All die-
se Studien berichteten {iber eine starke Zunahme der Assoziationsraten mit steigender
Konzentration von Na*. Insbesondere beobachteten Braunlin et al. [122] einen Anstieg
der Assoziationsrate von etwa einer Grofenordnung iiber den [Na'|-Bereich von 46
bis 267 mM. Dieser Anstieg verlief ndherungsweise proportional zum Logarithmus von
[Na™]. Die Dissoziationsraten dagegen zeigten in all diesen Ensemble-Studien nur eine
schwache bis gar keine Abhingigkeit von [Na™].

Bisher wurden nur wenige Einzelmolekiil-Studien zur Abhdngigkeit der DNA-
Hybridisierungskinetik von der Kationenkonzentration veroffentlicht. Cisse et al. [34]
berichteten im Jahr 2012 tiber eine auf Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) ba-
sierende Untersuchung an zueinander revers-komplementédren, paarweise in Vesikeln
isolierten Einzelstrangen. Die Hybridisierungskinetik der Interaktionspartner wurde bei
verschiedenen Na*-Konzentrationen im Bereich von 5 bis 50mM gemessen. Uber die-
sen Konzentrationsbereich wurde eine Zunahme der Assoziationsrate mit [Na*] um
etwa eine Grofienordnung beobachtet. Dagegen verdnderte sich die Dissoziationsrate
im Rahmen des Messfehlers kaum. In der ebenfalls auf Einzelmolekiil-FRET basieren-
den Studie von Dupuis et al. [35] aus dem Jahr 2013 wurde ein Einzelstrang an einer
Oberfldche immobilisiert. Der dazu revers-komplementére Einzelstrang befand sich frei
in Losung. Die Hybridisierungskinetik der Interaktionspartner wurde bei verschiede-
nen Na*-Konzentrationen im Bereich von 25mM bis 1M gemessen. Der Logarithmus
der Assoziationsrate stieg linear mit dem Logarithmus von [Na'] an. Zwischen den
Werten der Assoziationsrate bei der hochsten und bei der niedrigsten Konzentration
von Na* lag ein Faktor von etwa 40. Die Dissoziationsrate nahm tiber denselben Kon-
zentrationsbereich von Na* um einen Faktor von etwa 4 ab.

[Na*]-Abhéangigkeit der Persistenzlange doppelstriangiger DNA

Es steht fest, dass sich die Persistenzliange doppelstrangiger DNA durch das Vorliegen
von Na* in der umgebenden Losung verringert [123-133]. Allerdings finden sich in der
Literatur widerspriichliche Aussagen dartiber, ob sich die Abnahme der Persistenzldnge
nur bis zu einer Konzentration von Na* von etwa 0,1 M vollzieht, oder ob die Persistenz-
lange fiir [Naﬂ Z 0,1 M mit steigender Konzentration von Na* weiter abnimmt [123].

Im Kontext von TMFM sind diesbeziiglich insbesondere die Ergebnisse der TPM-
Messungen von Brunet et al. [132] und Guilbaud et al. [133] interessant. Darin wurde
die Persistenzlinge doppelstrangiger DNA aus der mittleren quadratischen radialen
Auslenkung von Partikeln am Ende von DNA-Stiicken mit 1201 oder 2060 bp Kontur-
lange bei einer Reihe von Konzentrationen von Na* bis zu 3 M ermittelt. Es zeigte sich
fur [Na+] > 0,1 M eine schwache, aber dennoch messbare Abnahme der Persistenzlan-
ge mit steigender Konzentration von Na*. Zwischen [Na™| = 0,1M und [Na*] = 1M
verringerte sich die Persistenzlange um etwa 10 % [133].
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Salzabhangigkeit der Flexibilitat von dsDNA mit Nicks

Die Flexibilitat eines DNA-Doppelstrangs kann sich durch ein Aufklappen an den Po-
sitionen von Nicks (Einzelstrangbriichen) lokal deutlich erhohen [118,119]. Daher zeigt
dsDNA mit Nicks im direkten Vergleich eine deutlich hohere Flexibilitdt als eine ent-
sprechende Referenz ohne Nicks [118]. Jedoch kann sich durch die Stapelwechselwir-
kung zwischen den benachbarten Basen auch an den Nicks die helikale Form des Dop-
pelstrangs ausformen. Diese Konformation unterscheidet sich von einer vollkommen in-
takten Doppelhelix dann lediglich durch die Liicke im Riickgrat eines der Einzelstrange,
aber nicht durch die relative Orientierung der benachbarten Basen. Mit zunehmender
Salzkonzentration in der umgebenden Losung verschiebt sich das Gleichgewicht der
Stapelwechselwirkung immer mehr hin zum gestapelten Zustand [119]. Dementspre-
chend wurde beobachtet, dass sich die Flexibilitdt von dsSDNA mit Nicks bei zunehmen-
der Salzkonzentration verringert und sich dadurch der Flexibilitit der Referenz ohne
Nicks anndhert [118].

4.2.2 Mégliche Anderung des J-Faktors mit der Konzentration von Na*

Der J-Faktor skaliert mit der Kolokalisationswahrscheinlichkeit der Interaktionspartner
B und B’. Fiir diese Wahrscheinlichkeit spielt die Flexibilitit der DNA-Leine eine maf3-
gebliche Rolle.

Das Riickgrat des aus Staples bestehenden Einzelstrangs der Leine besitzt Nicks in
regelméfiigen Abstdnden von 42bp. Den Ergebnissen von [118] und [119] nach zu ur-
teilen sollte sich mit steigender Konzentration von Na* immer hdufiger der gestapelte
Zustand der benachbarten Basen an den Nicks einstellen. Dadurch sollte die Persis-
tenzldnge der DNA-Leine immer mehr gegen die Persistenzldnge des Doppelstrangs in
der idealen Konformation mit dauerhafter Stapelung aller benachbarten Basen streben.
Dagegen geben insbesondere die Ergebnisse von [132] und [133] Anlass zur Annahme,
dass sich dieser obere Grenzwert mit steigender Konzentration von Na* immer weiter
verringert. Es ist denkbar, dass sich die beiden Effekte zumindest teilweise ausgleichen.
Eine nicht verschwindende [Naﬂ—Abhéingigkeit der Flexibilitdit der DNA-Leine, und
damit des J-Faktors, wiirde jedoch die Messung der [Na™|-Abhdngigkeit der Hybridi-
sierungskinetik des Interaktionspartnerpaares verfalschen.

4.2.3 TMFM-Messungen bei einer Reihe von Na*-Konzentrationen

Die Hybridisierungskinetik des 8-bp-Duplex CAGGAACG:CGTTCCTG wurde bei drei ver-
schiedenen Konzentrationen von Na* im Messpuffer und mit drei verschiedenen Kon-
turlaingen L des Leinenstiicks zwischen den Interaktionspartnern gemessen. An Proben
von DNA-Nano-Objekten mit L = 546bp und L = 1554bp wurden jeweils TMFM-
Messungen bei [Na™| = 150mM, [Na®] = 500mM und [Na®| = 1M durchgefiihrt.
An Proben von DNA-Nano-Objekten mit L = 2562 bp wurden TMFM-Messungen bei
[Nat]| = 500mM und [Na'| = 1M durchgefiihrt. Details zur Versuchsdurchfiihrung
finden sich in Anhang A.2.4.
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[Na*]-Abhéangigkeit der Verweildauern im dissoziierten und hybridisierten Zustand

Aus den TMFM-Daten jeder Messung wurden Zustandsabfolgen und Verweildauersta-
tistiken der einzelnen DNA-Nano-Objekte extrahiert. Die Streudiagramme der mittleren
Verweildauern je Objekt (Abb. 4.10a) zeigen, dass sich die mittleren Verweildauern im
dissoziierten Zustand mit zunehmender Konzentration von Na* deutlich verkiirzen. Im
Gegensatz dazu dndern sich die mittleren Verweildauern im hybridisierten Zustand
kaum mit [Na']. Diese beiden Beobachtungen gelten fiir alle Werte von L und spie-
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Abbildung 4.10: [Na*]-Abhéngigkeit der mittleren Verweildauern je Objekt sowie der globalen Raten
Messdaten von Objekten mit der Interaktionssequenz CAGGAACG : CGTTCCTG, mit unterschiedlichen Werten
der Konturldnge L zwischen den Interaktionspartnern und mit distaler Verankerungsgeometrie. (a) Streudia-
gramme der mittleren Verweildauern im hybridisierten Zustand gegen die mittleren Verweildauern im dis-
soziierten Zustand der einzelnen Objekte der Hauptpopulation (vgl. Abschnitt 3.3.3) fiir L = 546 bp (links),
L = 1554 bp (Mitte) und L = 2562 bp (rechts), jeweils bei verschiedenen Konzentrationen von Na* (be-
achte Legenden oberhalb der Diagramme). (b) Assoziationsrate kon gegen die Konzentration von Na* fiir
L = 546 bp (blau), L = 1554 bp (orange) und L = 2562 bp (violett). Doppelt-logarithmische Achsenska-
lierung. Breite der Marker: =5 % Fehler in [Na+] wegen Pipettierfehlern und méglicher Verdunstung der
Probe. Hohe der Marker: statistischer Fehler der Rate (&= 3 Opootstrap, VgI. Abschnitt 3.3.4). Gestrichelte Li-
nien: Schar von Fit-Geraden an eine lineare Beziehung zwischen In(kon - 1s) und In([Na™]/1 M) unter der
Annahme eines fir jeden Wert von L konstanten J-Faktors (siehe Text). (¢) Dissoziationsrate kot gegen die
Konzentration von Na*. Achsenskalierung, Farben und Marker wie in b. Gestrichelte Linien: Mittelwerte der
bei den verschiedenen Konzentrationen von Na* gemessenen Dissoziationsraten jeder Objektvariante.
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geln sich auch in den Verldufen der Assoziations- und Dissoziationsraten mit [Na*]
wider !. Die Assoziationsrate wichst monoton mit [Na*] (Abb. 4.10Db). Sie erhoht sich
von [Nat]| = 150mM bis [Na*| = 1M um einen Faktor von etwa 5,3 (bei L = 1554 bp)
bzw. 4,5 (bei L = 546 bp). Der Verlauf der Dissoziationsrate mit [Na™'] zeigt keinen kla-
ren Trend (Abb. 4.10 ¢), und zwischen dem hochsten und niedrigsten gemessenen Wert
dieser Rate liegt lediglich ein Faktor von etwa 1,4.

Auf Gl. (4.1) aufbauend kann man die beiden Raten, den J-Faktor und AG® wie folgt
zueinander in Bezug setzen:

kon
koff = Keq,uni = ] . Keq,bi (4-73)
= In(kon) — M (kegf) = m(li/[) + In (Keg i - 1M) (4.7b)
< In(kon) —In(keg) = In Jy_ L AG° (4.7¢)
on oft/ = IM) kgl '

Da sich die in den TMFM-Experimenten gemessene Dissoziationsrate fast nicht mit
[Na™| &ndert, dominiert die [Na™*|-Abhéngigkeit von In (ko) die [Nat]-Abhéngigkeit
der linken Seite von GI. (4.7c). Ndhme man an, dass sich der J-Faktor im untersuchten
Konzentrationsbereich nicht mafigeblich mit [Na™| &dndert, so bestiinde laut der Korrek-
turformel von SantaLucia [120] (Gl. (4.5)) eine lineare Beziehung zwischen In(kqn) und
In([Na™]). Die Steigung dieser linearen Beziehung miisste fiir jeden Wert von L gleich
sein. Der J-Faktor ginge lediglich in den Achsenabschnitt von In (ken (In([Nat]))) ein.

Eine Schar von drei Fit-Geraden derselben Steigung wurde per Least-Squares-Fit an
die Verldufe von In(ken) tiber In([Na™]) fiir die drei Objektvarianten mit L = 546bp,
L = 1554bp und L = 2562bp angepasst (Abb. 4.10b). Die Fit-Geraden liegen im Rah-
men der experimentellen Fehler nahe an den jeweiligen Verldufen von In(kq,) tiber
In([Na*]). Allerdings entsteht fiir die Datensétze mit L = 546bp und L = 1554 bp der
Eindruck, dass leicht rechtsgekriimmte Kurven den jeweiligen Verlaufen von In(kon)
tiber In ([Na']) noch besser entsprechen wiirden als die hier erstellten Fit-Geraden.

Beweglichkeit der mobilen Reporter-Einheiten im dissoziierten Zustand bei verschiedenen
Konzentrationen von Na*

Die Beweglichkeit der mobilen Reporter-Einheiten im dissoziierten Zustand wurde stich-
probenartig untersucht. Die Stichproben umfassten jeweils N = 3000 Bildperioden. Als
Mag fiir die Beweglichkeit wurde die mittlere quadratische radiale Auslenkung (R?) der
gesamten Stichprobe betrachtet:

N
(R2) = % Y (Axge(n)? + Aygg(n)?) (4.8)

n=1

TAuch fiir die Messdaten der [Na']-Reihe wiesen die Verweildauerverteilungen in beiden Zustinden
eine hohe Ahnlichkeit zu Exponentialverteilungen auf. Die Systeme lassen sich demnach hinreichend
als Zwei-Zustands-Systeme mit einer einzelnen Rate je Ubergang beschreiben.
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Abbildung 4.11: Mittlere quadratische Auslenkung der mobilen Reporter-Einheiten im dissoziierten
Zustand in Abhéngigkeit von [Na*] firr dieselben DNA-Nano-Objekte wie in Abb. 4.10, mit der Interaktions-
sequenz CAGGAACG : CGTTCCTG, mit unterschiedlichen Werten der Konturlange L zwischen den Interaktions-
partnern und mit distaler Verankerungsgeometrie. Jedes Streudiagramm zeigt die Daten fiir einen Wert von
L (obere Zeile: L = 546 bp, mittlere Zeile: L = 1554 bp, untere Zeile: L = 2562 bp) und eine Konzentration
von Na* (in jedem Diagramm oben rechts angegeben). Jeder Marker reprasentiert eine Stichprobe von 3000
Bildperioden aus den Auslenkungs- und Helligkeitsabfolgen einer mobilen Reporter-Einheit im dissoziierten
Zustand. Aufgetragen ist jeweils die mittlere quadratische radiale Auslenkung (RZ) nach Gl. (4.8) der Stich-
probe gegen den Median der entsprechenden 3000 Werte von Imeq,10 (siehe Gl. (2.3)) der Stichprobe. Graue
Marker: Stichproben mit Median(Imeq,10) < 8000. Farbige Marker: Stichproben mit Median(Imned,10) = 8000.
Gestrichelte Linien: Mittelwerte (R2) von (R?) aller Stichproben mit Median(Imeqd 10) = 8000 bei den entspre-
chenden Werten von L und [Na*].
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Innerhalb jedes einzelnen Datensatzes fiir einen Wert von L und eine Konzentration
von Na* weist (R?) eine breite Streuung auf (Abb. 4.11). Insbesondere zeigt sich auch
hier der bereits in Kapitel 2 diskutierte Zusammenhang zwischen der Helligkeit und
der gemessenen Beweglichkeit der Reporter-Einheiten: Bei geringerer mittlerer Hellig-
keit und damit schlechterem Signal-zu-Rausch-Verhiltnis ist die Positionsabschidtzung
weniger genau. Infolgedessen wirkt die Beweglichkeit hoher, (R?) nimmt zu.

Im Vergleich der Streudiagramme fiir die Datensidtze mit gleichem Wert von L und
verschiedenen Konzentrationen von Na* (Zeilen in Abb. 4.11) zeigt sich ein deutlicher
Trend: Im Mittel nimmt (R?) mit steigender Konzentration von Na* ab. Fiir einen quanti-
tativen Vergleich wurde je Datensatz aus allen Stichproben mit einer mittleren Helligkeit
von mindestens 8000 das arithmetische Mittel von (R?) gebildet. Dieser Mittelwert wird

im Folgenden als (R?) bezeichnet. Zwischen [Na®™| = 150mM und [Na'] = 500 mM

nimmt (R?) fiir L = 546bp um etwa 4,4 % und ftr L = 1554bp um etwa 5,7 % ab. Zwi-

schen [Na®| =500mM und [Na*] = 1M nimmt (R?) fiir L = 546 bp um etwa 1,4 %, fiir
L =1554bp um etwa 1,2 % und fiir L = 2562 bp um etwa 2,5 % ab.

4.2.4 Diskussion und Fazit

Die Abnahme von (R?) mit [Nat] deutet auf eine Zunahme der Flexibilitdt der DNA-
Leine mit [Na ™| hin. Mit einer Zunahme der Leinenflexibilitit kénnte eine Zunahme des
J-Faktors einhergehen. Der gemessene Verlauf der Assoziationsrate (Abb. 4.10b) wiirde
dann eine Uberlagerung der [Na't|-Abhéngigkeit der Assoziationskinetik des Duplex
B:B’ mit der [Na't|-Abhéngigkeit des J-Faktors darstellen. Durch Korrektur um den
J-Faktor-bedingten Anteil der Zunahme von ko, erhielte man die reine Abhéngigkeit
der bimolekularen Duplex-Assoziationsrate ko p; von [Naﬂ. Der Verlauf von Ky pi mit
[Naﬂ wdre dann flacher als der in Abb. 4.10b gezeigte Verlauf von ko, mit [Naﬂ.
Je nach Form der [Na™|-Abhdngigkeit des J-Faktors ergébe sich moglicherweise keine
lineare Beziehung zwischen In (konpi) und In([Na™]).

Ebenso ist grundsétzlich denkbar, dass der gemessene Verlauf der Dissoziationsrate
(Abb. 4.10¢c) eine Uberlagerung der [Na'|-Abhéngigkeit der Dissoziationskinetik des
Duplex B:B’ mit der [Na'|-Abhidngigkeit der Flexibilitit des Leinenstiicks zwischen
den Interaktionspartnern darstellt. Eine mogliche destabilisierende Kraft der Schlaufe
auf das Duplex B:B” konnte mit zunehmender Flexibilitdt der DNA-Leine immer schwé-
cher ausgeprégt sein. Die Dissoziation wiirde folglich bei niedrigen Konzentrationen
von Na* durch die Schlaufe im Mittel stiarker beschleunigt als bei hohen Konzentra-
tionen von Na*. In diesem Fall miisste die ,J-Faktor-bereinigte” Dissoziationsrate des
Duplex B:B” mit [Na*] zunehmen, damit sich in Summe die beobachtete anndhernde
Unabhingigkeit der TMFM-Dissoziationsrate ko von [Na™] ergébe. Eine Zunahme der
Duplex-Dissoziationsrate mit [Na*] stiinde jedoch im Widerspruch zu bisherigen expe-
rimentellen Beobachtungen [34,35,45,47,50,122].

Um die Frage nach einer moglichen [Na™|-Abhéngigkeit des J-Faktors in der TMFM-
Methode eindeutig zu beantworten, sind weitere Experimente notwendig. Das relativ
geringe Ausmaf der Anderung von (R?) mit [Na™] erlaubt die Annahme, dass sich der
J-Faktor im Bereich zwischen [Naﬂ = 150mM und [Na+] = 1M hochstens schwach
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andert. Diese ist die einfachste Annahme, unter welcher die hier prédsentierten Mes-
sergebnisse der [Na'|-Abhéngigkeit der Duplex-Kinetik im Einklang zur etablierten
Vorhersage der [Na™|-Abhingigkeit der Duplex-Stabilitdt nach SantaLucia [120, 121]
stehen.

Zum Abschluss dieses Abschnitts sei darauf hingewiesen, dass die zwei beteiligten
Einzelstrange aufgrund ihrer speziellen Basensequenzen schwache Sekundarstrukturen
ausbilden konnen. In Abschnitt 4.3 wird ndher darauf eingegangen, wie sich das Auftre-
ten solcher Sekundérstrukturen auf die gemessene Duplexkinetik auswirken kann. In-
wieweit die [Na™]-Abhingigkeit der Stabilitdt von Sekundérstrukturen mit der [Na™ |-
Abhéngigkeit der Duplexkinetik zusammenspielen konnte, wurde im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit nicht untersucht.

4.3 Einfluss der Basenpaarsequenz

Der Zusammenhang zwischen Basenpaarsequenz und DNA-Hybridisierungskinetik war
bereits Gegenstand mehrerer Ensemble-Studien [24,28-30,33,42,134]. Einige dieser Ar-
beiten untersuchten speziell den Einfluss der Bildung von Sekundérstrukturen auf die
Duplex-Assoziationsrate [28-30,42,134]. Sekundéarstrukturen kénnen durch Basenpaa-
rung zwischen revers-komplementdren Abschnitten innerhalb von Einzelstrangen ent-
stehen, wie die linke Halfte des Schemas in Abb. 4.12 veranschaulicht. Aufgrund ih-
rer haarnadeldhnlichen Form werden solche Sekundérstrukturen auch als Hairpins be-
zeichnet. Die Bildung von Hairpins konkurriert mit der Ausformung des Doppelstrangs
(siehe Abb. 4.12). Der Zustand mit dissoziierten Einzelstrangen ohne jegliche Sekundar-
strukturen sei als Sy bezeichnet. Aus diesem Zustand konnen sich entweder Hairpins
in den Einzelstrangen formieren (H1, H2), oder die Hairpin-freien Einzelstrange asso-
ziieren iiber einen Nukleationszustand mit wenigen Basenpaaren (N) zu einem voll-
stindigen Duplex (D). In den Hairpin-behafteten Zustdnden sind nicht alle Basen der
Einzelstrange sterisch zugdnglich, sodass die Ausformung von inter-Strang-Basenpaa-
ren gehemmt wird. Erst durch Aufschmelzen aller Hairpins wiirde der Zustand Sp und
mit ihm die volle Fahigkeit zur Nukleation wiederhergestellt. Es sind jedoch auch Re-
aktionspfade zwischen den Hairpin-behafteten Zustinden und dem Duplex-Zustand
denkbar, die kein zwischenzeitliches Verweilen im Zustand Sy erfordern (Abb. 4.12, in
Grau angedeutet). Aus den sterisch noch zuginglichen ungepaarten Basen der Reakti-
onspartner konnte sich rein theoretisch ein Nukleus bilden, woraufhin die verbleiben-
den intra-Strang-Basenpaare durch Bildung weiterer inter-Strang-Basenpaare verdrangt
werden konnten [30,42,135]. Allerdings ist anzunehmen, dass eine so geartete Duplex-
Assoziation im Mittel langsamer vonstatten gehen wiirde als die Duplex-Assoziation
aus dem Zustand Sy.

Verschiedene quantitative Studien [24, 28,29, 33,42] offenbarten die starke Abhéngig-
keit der Duplex-Assoziationskinetik von der Basenpaarsequenz. In Vergleichsstudien
von Duplexvarianten dhnlicher Schmelztemperatur, aber unterschiedlicher Basenpaarse-
quenz, umspannte der Bereich der gemessenen Assoziationsraten iiber zwei Grofsenord-
nungen [28,29,42]. Dabei sind mit der Duplex-Assoziation konkurrierende Hairpins of-
fenbar nicht die einzige Ursache heterogener Assoziationskinetik. Auch fiir Duplexe aus
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Einzelstrangen mit einer vernachldssigbaren Neigung zur Bildung von Hairpins sind
Unterschiede von tiber einer Grofsenordnung in den Assoziationsraten moglich [24, 33].
Demnach scheint auch die Duplex-Assoziationsrate aus dem sekundérstrukturfreien
Zustand Sy von der Basenpaarsequenz abzuhingen. Die zu Grunde liegenden Regelma-
Bigkeiten und Mechanismen sind allerdings noch nicht vollkommen verstanden [33,42].
Zu ihrer Ergriindung bedarf es weiterer systematischer Studien. Eine Schwierigkeit be-
steht jedoch darin, Duplexvarianten zu finden, die den Sequenzraum moglichst voll-
standig abdecken, deren Einzelstrange aber gleichzeitig moglichst frei von Sekundér-
strukturen sind. Auf Basis der bisher vorhandenen experimentellen Daten wurden be-
reits empirische Ansdtze zur quantitativen Vorhersage der Duplex-Assoziationsrate in
Abhéngigkeit von der Basenpaarsequenz entwickelt [24,42], welche in Abschnitt 4.3.2
ndher thematisiert werden.

Abbildung 4.12: Konkurrenz zwischen Hairpins und Duplexbindung

So: Zustand ohne jegliche Basenpaarung. N: Nukleationszustand. D: Komplett hybridisierter Doppelstrang.
H1, H2: Zustadnde mit einem Hairpin in einem der Einzelstrdnge. H12: Zustand mit Hairpins in beiden Ein-
zelstrangen. In Grau angedeutet: Theoretisch denkbare Reaktionspfade der Duplex-Assoziation aus den
Zustanden H1, H2 oder H12 ohne zwischenzeitliches Verweilen im Zustand Sg.



4.3 EINFLUSS DER BASENPAARSEQUENZ 107

Im Gegensatz zur Abhingigkeit der Assoziationsraten von der Basenpaarsequenz lie-
gen bis dato kaum experimentelle Daten zur Abhingigkeit der Dissoziationsraten von
der Basenpaarsequenz vor. Ergebnisse von Simulationen deuten auf einen Mechanismus
hin, durch den Hairpins die Duplex-Dissoziation begiinstigen konnten [38]: Zwischen-
zustdnde eines bereits partiell aufgeschmolzenen Duplex konnten durch Bildung von
intra-Strang-Basenpaaren stabilisiert werden. Dadurch wiirde eine erneute Bildung von
inter-Strang-Basenpaaren verhindert und der Ubergang zur vollstandigen Dissoziation
des Duplex begiinstigt. Allerdings ist dem Verfasser dieser Dissertation keine Veroffent-
lichung bekannt, die von der experimentellen Beobachtung dieses Effekts berichtet.

4.3.1 Die sieben Sequenzvarianten

Teil der hier prasentierten Arbeit war eine TMFM-Studie der Assoziations- und Disso-
ziationskinetik von sieben verschiedenen Duplex-Sequenzvarianten (siehe Tabelle 4.1).
Alle diese Varianten haben eine Lange von acht Basenpaaren und wurden nach dem Kiri-
terium ausgewihlt, dass sich die freien Energien ihrer Duplexbindung laut Vorhersage
mit dem Nearest-Neighbor-Modell AGnn kaum unterscheiden 2. Dafiir unterscheiden
sich die Varianten in ihrem relativen Anteil von G:C-Basenpaarungen, in der Anzahl
moglicher Hairpins und in den jeweiligen freien Energien der Hairpin-Bildung?2. Als
Maf3zahl fiir die Neigung zur Ausbildung von Hairpins wird hier die Grof3e PHairpin als
die Wahrscheinlichkeit definiert, dass in mindestens einem der Einzelstrange ein mit
der Duplex-Assoziation konkurrierendes Hairpin vorliegt. Bezeichne s, den Zustand
frei von jeglichen Hairpins fiir Strang B und s; den Zustand frei von jeglichen Hairpins
fiir Strang B’. Setzt man die freien Energien der Zustinde s, und s; in den energetischen
Nullpunkt fiir die jeweiligen Einzelstrange, so folgt:

pHairp'm =1 —P(SO) : P(Sé)

—1— <1+Zexp< G}i?“‘))

In Gleichung (4.9) bezeichnet

<1+ Z exp< O ))1 (4.9)

* M die Anzahl der beriicksichtigten Hairpins in Strang B,
e M’ die Anzahl der beriicksichtigten Hairpins in Strang B’,
* AGNNm die freie Energie der Bildung des m-ten Hairpins 2 in Strang B und

* AGNN . die freie Energie der Bildung des m’-ten Hairpins 2in Strang B'.

Bei der Berechnung von pHairpin Wurden nur Hairpins berticksichtigt, bei denen min-
destens zwei Basen aus der acht Basen langen Interaktionssequenz Teil des Hairpin-
Stammes sind. Weitere mogliche Hairpins wurden vernachldssigt, weil erstens ihr Auf-
treten sehr unwahrscheinlich ist und sie zweitens nicht zwingend eine fiir die Duplex-

2Die AGny sowie die freien Energien der Hairpin-Bildung wurden mithilfe des DINAmelt Servers [95]
vorhergesagt, fiir eine Reaktionstemperatur von 23°C, [Na™] =0,5M und [Mg* "] = 0M. In all diesen
Vorhersagen wurden die Sequenzen inklusive T1-Verbinder eingegeben.
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Assoziation hinderliche Sekundéarstruktur darstellen. Abbildung C.13 illustriert dieses
Auswahlkriterium am Beispiel der Hairpins von Strang B’ der Variante v3.

Die Varianten lassen sich anhand von phairpin grob in zwei Gruppen aufteilen: Die
Varianten v1 bis v4 bilden eher schwache Hairpins mit geringer Besetzungswahrschein-
lichkeit aus. Fiir diese Varianten ist pHairpin Somit niedrig (vgl. Tabelle 4.1). In den Va-
rianten v5 bis v7 konnen sich deutlich stabilere Hairpins ausformen, weshalb pHairpin
fiir diese Varianten deutlich hoher ausfillt. Besonders stabil sind dabei das GAGA-
Tetraloop-Motiv [121,136] in der Variante v6 und das GCA-Triloop-Motiv [121,137] in
der Variante v7. Die Variante v5 weist beziiglich der Hairpins eine Besonderheit auf, die
sie von allen anderen Varianten unterscheidet: Die Stimme der moglichen Hairpins in
Strang B dieser Variante entstehen ausschliefilich unter Beteiligung des Ti,-Verbinders,
indem die zwei aufeinanderfolgenden Adenine der Interaktionssequenz Basenpaarun-
gen mit Thyminen an verschiedenen Stellen des Verbinders eingehen (siehe Abb. C.14).

Tabelle 4.1: Uberblick iiber die Eigenschaften der Sequenzvarianten

Die Sequenzen sind in Richtung 5’-Ende nach 3-Ende angegeben. Beim prozentualen GC-Gehalt werden
die 8 bp langen Interaktionssequenzen, nicht jedoch die T13-Verbinder berlicksichtigt. Die unterstrichenen
Sequenzabschnitte in Varianten v2, v5, v6 und v7 gehen intra-Strang-Basenpaarungen ein. AGyn: Nach
dem Nearest-Neighbor-Modell mithilfe des DINAmelt Servers [95] vorhergesagte Gibbs’sche freie Energie
der Hybridisierung fiir eine Reaktionstemperatur von 23 °C, [Na*] = 0,5M und [Mg**] = 0 M. PHairpin: Wahr-
scheinlichkeit, dass in mindestens einem der Einzelstrange ein mit der Duplex-Assoziation konkurrierendes
Hairpin vorliegt (Details zur Berechnung: siehe Text und Gl. (4.9)).

Variante Sequenz B Sequenz B’ % G:C  AGnN (kcal/mol)  PHairpin
vl T4,CCTCCTCC T1,GGAGGAGG 75 -11,8 0,027
v2 T1,TACGCCAT T12ATGGCGTA 50 —11,7 0,160
v3 T1,ACGCATCA T1oTGATGCGT 50 -11,7 0,047
v4 T15,CGCGATAT T12ATATCGCG 50 —11,6 0,003
v5 T1,CAGGAACG T45CGTTCCTG 62,5 —11,7 0,330
v6 T12ACTCTCGT T12ACGAGAGT 50 —11,6 0,954
v7 I;Q&GCA@ leTﬁTGCGl 50 —1 1,7 0,963

4.3.2 Hybridisierungskinetik der Sequenzvarianten
Voriiberlegungen

Vor der Betrachtung der TMFM-Messergebnisse sollen zundchst Hypothesen diskutiert
werden, wie sich die Formation von Hairpins in den Einzelstrdngen quantitativ auf
die gemessene Duplex-Hybridisierungskinetik auswirken konnte. In den meisten mog-
lichen Hairpins befindet sich der Grofiteil der acht Basen der Interaktionssequenz ent-
weder im Stamm des Hairpins oder innerhalb einer kurzen, stark gekriimmten Schleife.
Die Annahme liegt nahe, dass eine solche Konformation eines Einzelstrangs die Asso-
ziation beider Striange zu einem stabilen Nukleus sterisch nahezu unmoglich macht.
Trifft diese Annahme zu, so wire die Assoziation nur dann moglich, wenn sich das Sys-



4.3 EINFLUSS DER BASENPAARSEQUENZ 109

tem im vollkommen sekundéarstrukturfreien Zustand Sy (vgl. Abb. 4.12) befindet. Die
Duplex-Assoziationsrate kon o aus dem Zustand Sy ldsst sich dann folgendermafien mit
der im Experiment gemessenen Assoziationsrate ko, und PHairpin verkniipfen:

kon = p(SO) . kon,O = P(SO) P(Sé) ' kon,O = (1 - pHairpin) : kon,O
Kon
<k = — 4.10
on? 1— PHairpin ( )

Analog ldsst sich argumentieren, dass die Ausformung der meisten Hairpins rein
sterisch erst dann moglich ist, wenn das entsprechende Duplex bereits vollstandig dis-
soziiert ist. Der weiter oben erwdhnte mogliche Einfluss von Hairpins auf die Duplex-
Dissoziation wére dann fiir die hier untersuchten kurzen Duplexe vernachldssigbar. Die
im TMFM-Experiment gemessene Dissoziationsrate k.¢ ware unabhéngig von Hairpins
in den Einzelstrangen.

In der Vorhersage der freien Energien der Duplexbindung AGnn wird die Konkurrenz
zwischen Hairpins in den Einzelstrangen und der Duplexbindung nicht berticksichtigt.
Die Gleichgewichtskonstante

AGNN) 4.11)

beschreibt demnach das Gleichgewicht zwischen dem Duplex-Zustand und dem Zu-
stand Sp. Zudem nimmt die Vorhersage die Situation zweier sich frei in Losung befind-
licher Molekiile an. Die Gleichgewichtskonstante

kon 0
Kegexp = —— 4.12
TEP T Kot (412)
stellt das experimentelle, unimolekulare Pendant zu Keqnn dar. Mit dem J-Faktor und
Gl. (4.10) ergibt sich die folgende Beziehung zwischen den beiden Gleichgewichtskon-
stanten, den im TMFM-Experiment gemessenen Raten und pHairpin :

k()]’\
1_pHairpin
K X =——=7J-K NN
eq,exp Koft ] eq
kon
- — = K ,NN'kff 413
1- PHairpin J e © ( )

Die TMFM-Messungen fiir alle Sequenzvarianten wurden mit derselben Art von DNA-
Nano-Objekten durchgefiihrt, mit Konturlinge des Leinenstiicks zwischen den Inter-
aktionspartnern L = 1554bp und distaler Verankerungsgeometrie. Bei allen Messun-
gen wurde die gleiche Konzentration von Na* (500 mM) eingesetzt. Der J-Faktor soll-
te folglich in allen Messungen denselben Wert haben. Letztlich miinden die bisheri-
gen Uberlegungen in der Hypothese, dass eine annihernd lineare Beziehung zwischen
Kon /(1 — pryairpin) UNA (Keq,NN . koff) bestehen sollte. Fiir die Sequenzvarianten v1 bis v4 mit
PHairpin < 1 gilt 1—p114airpm ~ 1. Fur diese Varianten sollte dann eine annihernd lineare
Beziehung zwischen kon und (Keg N - Koff) bestehen.
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Messergebnisse und Diskussion

Aus den TMFM-Daten der verschiedenen Messungen wurden die Verweildauern der
einzelnen DNA-Nano-Objekte in den beiden Zustanden extrahiert. Ein Streudiagramm
der mittleren Verweildauern im hybridisierten Zustand gegen die mittleren Verweildau-
ern im dissoziierten Zustand der einzelnen DNA-Nano-Objekte offenbart die starken
Unterschiede in den gemessenen Hybridisierungskinetiken der verschiedenen Sequenz-
varianten (Abb. 4.13). Wihrend die Punktewolken der Varianten v1 bis v4 nahe beiein-
ander liegen, weichen die Punktewolken der Varianten v5 bis v7 deutlich ab. Sie sind
um bis zu zwei Grofsenordnungen zu héheren Verweildauern im dissoziierten Zustand
verschoben. Diese Verschiebung ist mit steigendem pairpin immer stérker ausgeprégt.
Interessanterweise fallen die mittleren Verweildauern im dissoziierten Zustand der Va-
riante v7 um eine ganze Groflenordnung hoher aus als die der Variante v6, obwohl sich
die PHairpin dieser zwei Varianten nur noch um rund 0,01 unterscheiden.

Auch die mittleren Verweildauern der Objekte der verschiedenen Sequenzvarianten
im hybridisierten Zustand weisen Unterschiede auf: Bei den Varianten v6 und v7 mit
sehr hohem pHairpin sind sie sichtbar geringer als bei den Varianten mit niedrigerem
PHairpin- ZWischen den niedrigsten Werten (fiir die Variante v7) und den hochsten Wer-
ten (fiir die Varianten v3 und v4) einzelner DNA-Nano-Objekte liegt etwa eine Grofien-
ordnung. Die Variante v5 dhnelt hinsichtlich der mittleren Verweildauern im hybridi-
sierten Zustand eher der Gruppe der Varianten v1 bis v4 mit niedrigem pHairpin als den
zwei anderen Varianten mit hohem pairpin, v6 und v7.

Die Streuung der Punktewolken fiir die Varianten v5, v6 und besonders v7 ist deut-
lich grofer als die Streuung der Punktewolken fiir die Varianten v1 bis v4. Die Ursachen
fir diesen Effekt sind zweierlei Natur: Erstens ist es eine grundlegende Eigenschaft der
Exponentialverteilung, dass die Varianz des arithmetischen Mittels aus exponentialver-
teilten Zufallsvariablen mit dem Erwartungswert der Verteilung anwéachst. Zweitens war
die Dauer der Datenaufnahme fiir alle Sequenzvarianten gleich, weshalb man bei den
Varianten v5 bis v7 je einzelnem DNA-Nano-Objekt deutlich weniger Ubergénge zwi-
schen den Zustdnden beobachtet als bei den Varianten v1 bis v4. Dieser Unterschied
ist zwischen den Varianten vl und v7 am starksten ausgepragt (siehe Nebenabbildung
im gestrichelten Kasten unten links in Abb. 4.13). Je weniger Ubergénge fiir ein DNA-
Nano-Objekt beobachtet werden, umso weniger Einzelwerte gehen in die Berechnung
der mittleren Verweildauern ein. Dadurch wachsen die statistischen Fehler der Mittel-
werte, womit sich die Verteilungen der Mittelwerte verbreitern.

Die einzelnen Verweildauern aller Objekte der Hauptpopulationen wurden fiir je-
de Variante zusammengefasst und die Verweildauerverteilungen betrachtet (Abb. 4.14).
Die entsprechenden charakteristischen Verweildauern 1, und 1, wurden nach Gleichun-
gen (3.6)-(3.8) ermittelt. Ein Vergleich der Werte von 1; und T, der verschiedenen Se-
quenzvarianten (siehe Angaben innerhalb der Diagramme in Abb. 4.14) dient zur Quan-
tifizierung der bereits festgestellten Unterschiede. Die charakteristischen Verweildauern
im hybridisierten Zustand reichen von 1, ~ 6,4 s fiir die Variante v6 bis T, ~ 27,5 fiir
die Variante v3. Die charakteristischen Verweildauern im dissoziierten Zustand reichen
von T,~ 2,7 s fiir die Variante v1 bis T, ~ 454,6 s fiir die Variante v7.
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4. HYBRIDISIERUNGSKINETIK KURZER DNA-DUPLEXE
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Abbildung 4.14: Verteilungen der einzelnen Verweildauern fiir die sieben Sequenzvarianten

Messdaten derselben DNA-Nano-Objekte wie
Interaktionspartnern L = 1554 bp, distale Veran

in Abb. 4.13 (Konturldnge des Leinenstiicks zwischen den
kerungsgeometrie). Histogramme: Relative Haufigkeitsdich-

ten der einzelnen Verweildauern der jeweiligen Hauptpopulationen (vgl. Abschnitt 3.3.3). Gestrichelte Li-
nien: Maximume-Likelihood-Schatzungen der Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen der jeweiligen Hauptpo-
pulationen nach Gl. (3.7). T, T,: Charakteristische Verweildauern der jeweiligen Hauptpopulationen nach
Gl. (3.8). Fehlerbereich 4= 3 Opootstrap (vgl. Abschnitt 3.3.4). N: jeweilige Anzahl der Einzelwerte.
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Die aus den Mengen aller einzelnen Verweildauern geschétzten Wahrscheinlichkeits-
dichteverteilungen in Form von beschrdnkten Exponentialverteilungen nach Gl. (3.7)
wurden mit den Histogrammen der relativen Haufigkeitsdichten tiberlagert (Abb. 4.14).
Allgemein herrscht eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen den Verldufen der ge-
schétzten exponentialverteilten Wahrscheinlichkeitsdichten und den Histogrammen. Le-
diglich fiir die Variante v7 gibt es sichtbare leichte Abweichungen, welche auf den ge-
ringen Stichprobenumfang fiir diese Variante zuriickgefiihrt werden kénnen. Wurden
tiir die Varianten v1 bis v6 jeweils mindestens 10.000 bzw. im Fall der Variante v1 sogar
tiber 40.000 einzelne Verweildauern je Zustand erfasst, so waren es fiir die Variante v7
weniger als 1000 Verweildauern je Zustand. Selbst fiir die Variante v7 stimmen jedoch
die geschétzten exponentialverteilten Wahrscheinlichkeitsdichten annehmbar mit den
Histogrammen tiiberein (Abb. 4.14, unterste Zeile). Somit ldsst sich die Hybridisierung
tiir jede der sieben Duplexvarianten als Zwei-Zustands-System beschreiben — einschlief3-
lich der Varianten v5 bis v7, welche eine starke Neigung zur Ausformung von Hairpins
aufweisen.

Die Assoziationsrate ko, und die Dissoziationsrate kg fiir jede einzelne Variante
wurden gemifl Gl. (4.2) aus den inversen charakteristischen Verweildauern ermittelt.
Darauf folgte eine Priifung der eingangs formulierten Hypothesen beziiglich der Be-
ziehung zwischen Kon, Koff, Keg NN und pHairpin (siehe pp. 108-109). Die Auftragung
von ko, gegen (Keq,NN . koff) lasst fiir die Varianten v1 bis v4 mit pHairpin < 1 eine
anndhernd lineare Beziehung erkennen, von der die Varianten v5 bis v7 stark abwei-
chen (Abb. 4.15a). Bei Beriicksichtigung von phairpin und Auftragung von ¥on/(1 — prsirpin)
gegen (Keq,NN . koff> zeigt sich insgesamt eine groflere Ubereinstimmung mit einer li-
nearen Beziehung (Abb. 4.15b,c). Obgleich sich auch die Varianten v5 und v7 durch
das Einbeziehen von puairpin in die Assoziationsrate etwas an diese lineare Beziehung
anndhern, weichen sie immer noch deutlich davon ab. Der Einfluss konkurrierender
Hairpins auf die Hybridisierungskinetik der Varianten v5 und v7 scheint grofser zu sein
als auf Basis der oben angestellten Uberlegungen erwartet. Im Folgenden werden mog-
liche Griinde dafiir diskutiert.

Die Varianten v5 und v7 unterscheiden sich von der Variante v6 in der Anzahl der
moglichen Hairpins je Einzelstrang. Beide Einzelstrange der Variante v6 konnen jeweils
nur ein einziges mogliches Hairpin ausformen. Fiir Strang B” der Varianten v5 und v7
gilt dies ebenfalls, aber in Strang B der Variante v5 resp. v7 sind zwei resp. finf ver-
schiedene Hairpins moglich (vgl. Abb. C.14 resp. C.15). In der Berechnung von phairpin
werden die verschiedenen Hairpins als einzelne, diskrete energetische Zustdnde behan-
delt. Womoglich ist diese Anschauung zu stark vereinfacht und bildet die tatsdchli-
chen mikroskopischen Prozesse nicht addquat ab. Die Gesamtwahrscheinlichkeit, dass
irgendeine hemmende Sekundérstruktur vorliegt, konnte insgesamt grofer sein als die
Summe der Besetzungswahrscheinlichkeiten der isoliert betrachteten Zustande vollstan-
dig ausgeformter Hairpins.

Vermutlich kann selbst fiir kurze Duplex-Sequenzen nicht vollkommen ausgeschlos-
sen werden, dass sich die Neigung zur Formation von Hairpins auch auf die Duplex-
Dissoziation auswirkt. Es ist denkbar, dass ein 8-bp-Duplex, welches bereits auf wenige
Basenpaare aufgeschmolzen ist, mit hoherer Wahrscheinlichkeit vollstandig dissoziiert,
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Abbildung 4.15: Die Beziehung zwischen kon, Koff, Keq,nn UNd PHairpin fiir die sieben Sequenzvarianten
Messdaten derselben DNA-Nano-Objekte wie in Abb. 4.13 und Abb. 4.14 (Konturlange des Leinenstlicks
zwischen den Interaktionspartnern L = 1554 bp, distale Verankerungsgeometrie). Farben und Marker ste-
hen fir die jeweilige Sequenzvariante (vgl. Legenden oberhalb von a und b). Die Klammern um einzelne
Marker in a und b kennzeichnen die nicht in die jeweiligen Fits einbezogenen Varianten. (a) Auftragung
von kon gegen (Kegnn - Koif). Linie: Least-Squares-Fit einer linearen Beziehung kon = j - (KegNN - Kotf) an
die Daten der Varianten v1 bis v4 (Steigung ja = 8,95 - 102 M). (b) Auftragung von Kon /(1—praipin) g€GEN Ko
Linie: Least-Squares-Fit einer linearen Beziehung *on/(1—piaiin) = j - (Keg,NN - Koff) @n die Daten der Varian-
ten v1 bis v4 sowie v6 (Steigung jp~ 9,05 - 10~° M). (c) Hohle Balken: Residuen von kon zur Fit-Geraden
in a. Geflllte Balken: Residuen von Kon/(1—puamin) zur Fit-Geraden in b. X21 Jeweils Summe der quadrierten
Residuen aller Varianten.
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wenn transiente intra-Strang-Interaktionen moglich sind und mit der erneuten Bildung
von inter-Strang-Basenpaaren konkurrieren. Insbesondere im Fall von Strang B der Va-
riante v5 ist es sterisch durchaus moglich, dass sich Paarungen zwischen Basen der
Interaktionssequenz und des T1,-Verbinders ausformen, wihrend z. B. noch der vier Ba-
senpaare lange Abschnitt CAGG:CCTG intakt ist (vgl. Tabelle 4.1 und Abb. C.14). Auch
bei einer etwaigen Destabilisierung der Duplex-Variante v7 konnte der Ti,-Verbinder
involviert sein: Im Stamm eines der moglichen Hairpins von Strang B besteht ein Ba-
senpaar aus dem Adenin am 3’-Ende des Stranges und dem an die Interaktionssequenz
angrenzenden Thymin des Ti,-Verbinders (vgl. Tabelle 4.1 und Abb. C.15a). In einem
partiell aufgeschmolzenen Zwischenzustand des Duplex konnte die Formierung dieses
intra-Strang-Basenpaares den Startpunkt fiir eine anschlieflende Verdrangung noch be-
stehender benachbarter inter-Strang-Basenpaare und die vollstindige Ausformung eines
stabilen Hairpin-Stammes darstellen.

Nichtsdestotrotz stiitzen die experimentellen Beobachtungen fiir fiinf der sieben Se-
quenzvarianten die Hypothese einer linearen Beziehung zwischen *on/(1 - pyyipin) und
(Keq,NN . koﬂi) in der Form von GI. (4.13). Darin beziffert die Steigung dieser linearen
Beziehung den J-Faktor. Die Steigungen der Fit-Geraden in Abb. 4.15 betragen beide
etwa 9nM. Dieser Wert fiir den J-Faktor liegt in einem dhnlichen Bereich wie bereits pu-
blizierte theoretische [116] oder experimentelle [115] Werte fiir den J-Faktor von DNA-
Fragmenten vergleichbarer Konturldnge.

Stapelung von Purin-Basen in den Einzelstrangen

Die Studie der Hybridisierungskinetik der sieben Sequenzvarianten fand in Koopera-
tion mit dem Lehrstuhl fiir Biomolekulare Dynamik am Physik Department der TUM
statt. Prof. Dr. Martin Zacharias fithrte Molekulardynamik-Simulationen der Interaktion
zwischen den jeweiligen Einzelstrangen der sieben Sequenzvarianten durch. An dieser
Stelle sei Prof. Zacharias erneut fiir die gute und erfolgreiche Zusammenarbeit gedankt!

In der gemeinsamen Publikation [138] werden die Simulationen ndher beschrieben
und die gesammelten Ergebnisse diskutiert. An dieser Stelle soll eine aus den Simu-
lationen gewonnene Erkenntnis hervorgehoben werden: Durch stapelférmige Anord-
nung benachbarter Purin-Basen konnen sich DNA-Einzelstrange bereits teilweise he-
likal orientieren. Ein solches Arrangement konnte als Schablone fiir die Anlagerung
des Komplementéarstrangs dienen und somit die Bildung eines stabilen Nukleus sowie
die anschlieffende Vervollstindigung des Duplex erleichtern. Die Interaktionssequenz
von Strang B’ der Variante v1, GGAGGAGG, besteht ausschliefSlich aus Purin-Basen. Im
TMFM-Experiment wurde fiir diese Variante die mit Abstand hochste Assoziationsrate
gemessen. Die Ergebnisse der Simulationen deuten darauf hin, dass Basenstapelung im
Einzelstrang B’ dieser besonders schnellen Assoziation zu Grunde liegen konnte. Eine
verstirkte Tendenz zur Stapelung von Purin-Basen findet sich auch in Strang B’ der Va-
riante v6. Dies konnte zumindest teilweise erklaren, warum sich die Assoziationsraten
der Varianten v6 und v7 trotz der sehr dhnlichen vorhergesagten Hairpin-Stabilitdten
dieser zwei Varianten um mehr als eine Grofsenordnung unterscheiden.
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4.3.3 Vergleich mit Modellen zur Vorhersage von Duplex-Assoziationsraten

Hata et al. [42] und Zhang et al. [24] verdffentlichten in den Jahren 2017 und 2018 jeweils
eine Studie zur Sequenzabhingigkeit von Duplex-Assoziationsraten. In beiden Studien
wurden Assoziationsraten verschiedener Duplexe aus Nichtgleichgewichts-Ensemble-
Messungen bestimmt. Basierend auf den experimentellen Daten wurden dabei Forma-
lismen zur Vorhersage der Duplex-Assoziationsrate aus der Basenpaarsequenz entwi-
ckelt. Die folgenden Abschnitte gehen nédher auf die beiden Studien ein und stellen die
jeweiligen Vorhersagen fiir die Assoziationsraten der Duplex-Varianten v1 bis v7 den
entsprechenden Messwerten aus den TMFM-Experimenten gegeniiber.

Vorhersage nach Hata et al.

Hata et al. [42] untersuchten die Assoziationskinetik von 46 verschiedenen Duplexen mit
einer Lange von je 23 bp bei einer Temperatur von 25 °C und einer Na*-Konzentration
von 0,195 M. Die Basenpaarsequenzen wurden derart gewdhlt, dass alle 46 Duplexe eine
sehr dhnliche thermodynamische Stabilitdt besafen: Die Schmelztemperaturen lagen bei
den gewdhlten Bedingungen alle im Bereich zwischen 61 und 66 °C. In einer Stopped-
Flow-Apparatur wurden die einzelstrangigen Interaktionspartner schnell vermischt und
anschlieffend der Anstieg der Konzentration doppelstrangiger DNA durch Auslesen
der Fluoreszenz des dsDNA-Farbstoffs Pico Green® verfolgt. Die aus den Messdaten
bestimmten Assoziationsraten umspannten iiber zwei Groflenordnungen.

Die Autoren fiihrten die starken Unterschiede in den Assoziationsraten auf zwei Ef-
fekte zuriick: zum einen auf die unterschiedliche Fahigkeit der verschiedenen Sequen-
zen zur Bildung von Nuklei fiir die Duplex-Formation und zum anderen auf die unter-
schiedliche Neigung der Einzelstrange zur Ausformung von Hairpins. Sie formulierten
ein Modell zur Vorhersage der Assoziationsrate der DNA-Hybridisierung, dem die An-
nahme zu Grunde liegt, dass Abschnitte von drei aufeinanderfolgenden Basenpaaren
einen ausreichend stabilen Nukleus zur Ausformung eines vollstindigen Duplex bilden
konnen. Dabei sind nicht alle moglichen Basenpaar-Tripel gleichermaflen zur Bildung
eines stabilen Nukleus geeignet. Der Parameter ds.q gibt die Fahigkeit zur Nukleation
eines bestimmten Tripels an. Eine weitere wichtige Annahme ist, dass das Vorliegen
von Hairpins nicht zwingend die Duplex-Assoziation verhindert. Solange Tripel von
Basen noch zugénglich sind, konnen sie mit dazu passenden Tripeln des Komplemen-
tarstrangs Nuklei ausformen. Ein Basentripel gilt dann als zugénglich, wenn es mehr
als zwei Nukleotide Abstand von Hairpins im selben Einzelstrang hat.

In die Berechnung der vorhergesagten Assoziationsrate k., fiir ein beliebiges Duplex
B:B” gehen die 8sq aller in B und B’ enthaltenen Basentripel sowie die freien Energien
der Bildung aller beriicksichtigten Hairpins ein. Die Assoziationsrate der Hybridisie-
rung zweier Einzelstrdnge ohne Hairpins und mit dseq = 1 fiir alle Basentripel wird mit
k, bezeichnet und ist ein Faktor in der Formel fiir k... Der Wert von k; ist unbekannt,
aber fiir Duplexe derselben Lange gleich. Folglich lassen sich mit dem Modell von Hata
et al. zwar Vorhersagen iiber das Verhéltnis der Assoziationsraten verschiedener Du-
plexe gleicher Léange treffen, jedoch keine absoluten Assoziationsraten vorhersagen. Die
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Autoren optimierten die Werte von 8sq fiir alle 64 moglichen Basentripel auf das Ziel
einer grofitmoglichen Korrelation zwischen kaic/k, und der experimentell bestimmten
Assoziationsrate (in [42] als kapp bezeichnet). Eine Randbedingung der Optimierung
war die Gleichheit der 854 fiir zueinander revers-komplementére Tripel. Der optimale
Korrelationskoeffizient zwischen kic/k, und Kapp betrug r = 0,92. Die erhaltenen Wer-
te flir dseq lagen im Bereich von 0 bis 3,5. Fiir 16 verschiedene Tripel ergab sich der
Minimalwert von dseq = 0, fiir die Tripel AGG und CCT der Maximalwert von dseq = 3,5.

Fiir die sieben Sequenzvarianten der vorliegenden Arbeit wurden die Werte von
kale/k, nach dem Vorhersageformalismus von Hata et al. berechnet und mit den aus
den TMFM-Daten ermittelten Assoziationsraten ko, verglichen (Abb. 4.16). Es zeigt sich
eine positive Korrelation zwischen den Raten aus dem TMFM-Experiment und der Vor-
hersage nach Hata et al. (r = 0,86). Die Vorhersage liefert fiir die Variante vl mit der
experimentell grofiten Assoziationsrate auch den grofiten Wert von keic/k,. Fiir die Vari-
anten v5 bis v7 mit den experimentell kleinsten Assoziationsraten liefert die Vorhersage
vergleichsweise kleine Werte von kaic/k,. Dariiber hinaus passen die Verhéltnisse der
kalc /k, fiir die Varianten v1, v5, v6 und v7 in etwa zu den Verhéltnissen der experimen-
tellen Assoziationsraten fiir diese Varianten.

Bei idealer Ubereinstimmung von Vorhersage und TMFM-Experiment wiirden alle
Datenpunkte in Abb. 4.16 auf einer Ursprungsgerade liegen. Dies ist jedoch nicht der
Fall. Das Modell scheint entweder die Werte von ke /k, fiir die Varianten v2 bis v4
zu unterschétzen oder den Wert von *ar/k, fiir die Variante v1 zu iiberschédtzen. Das
Ergebnis der Vorhersage fiir die Varianten v2 bis v4 passt in einem weiteren Aspekt
nicht zum Ergebnis der TMFM-Messung: Zwischen dem grofiten und kleinsten Wert
von kaic/k, innerhalb dieser Gruppe liegt ein Faktor von tiber 5, zwischen dem grofsten
und kleinsten Wert von k., dagegen nur ein Faktor von etwa 1,23.
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Abbildung 4.16: Vergleich der TMFM-Assoziationsrate ko, mit der Vorhersage nach Hata et al.
Farben und Marker stehen fiir die jeweilige Sequenzvariante (vgl. Legende). ke /k, wurde nach dem Forma-
lismus von Hata et al. berechnet (siehe insbesondere pp. 7-9 in [42]).
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Vorhersage nach Zhang et al.

Zhang et al. [24] untersuchten die Assoziationskinetik von 100 verschiedenen Duplexen
mit einer Lange von je 36 bp bei verschiedenen Reaktionstemperaturen von 28 bis 55 °C.
Die insgesamt 210 experimentell bestimmten Assoziationsraten wurden alle in fiinffach
konzentrierter PBS-Losung (diese enthdlt u.a. 0,685M Na* und 0,0135M K*) gemes-
sen. Die Einzelstrange der verschiedenen Duplexe wiesen eine unterschiedlich stark
ausgepragte Neigung zur Bildung von Hairpins auf. Anders als die sieben Sequenzva-
rianten in der hier prasentierten Arbeit oder die von Hata et al. untersuchten Duplexe
wurden die von Zhang et al. untersuchten Duplexe nicht gezielt auf dhnliche thermo-
dynamische Stabilitdt der Duplexbindung hin selektiert. Zhang et al. bezeichnen jeweils
einen der Einzelstrange eines Paares als Target, den anderen Einzelstrang als Probe. Im
Experiment wurde zunéchst einer der Einzelstrdnge an ein Fluorophor, der andere an
ein fluoreszenzloschendes Molekiil gekoppelt. Nach anschlieSender Mischung der so
modifizierten Interaktionspartner wurde das Fluoreszenzsignal des Reaktionsgemischs
verfolgt, welches mit der zunehmenden Assoziation von Target und Probe abnimmt.
Aus dieser Abnahme wurde die jeweilige Assoziationsrate extrahiert.

Im Gegensatz zum Vorhersageformalismus nach Hata et al. flielen in den Vorhersa-
geformalismus nach Zhang et al. keinerlei modellhafte Annahmen tiber den Mechanis-
mus der Duplex-Assoziation ein. Vielmehr basiert die Vorhersage nach Zhang et al. auf
einem Algorithmus namens Weighted Neighbor Voting (WNYV). Dabei wird jede Hybridi-
sierungsreaktion anhand sogenannter Features (bioinformatischer Merkmale) charakteri-
siert. Ein solches Feature ist beispielsweise die gemittelte freie Energie der Bildung aller
Komplexe von Target und Probe, die im Gleichgewicht mit einer Wahrscheinlichkeit von
mehr als 0,5 % auftreten, wobei in der Mittelung der Beitrag jedes Komplexes mit seiner
jeweiligen Auftrittswahrscheinlichkeit gewichtet wird. Ein weiteres Beispiel fiir ein Fea-
ture ist schlichtweg die Reaktionstemperatur in °C. Final verwendeten Zhang et al. sechs
verschiedene, unterschiedlich stark gewichtete Features. Eine Hybridisierungsreaktion
mit Index m wird dementsprechend auf einen Punkt f(m) in einem sechsdimensionalen
Raum abgebildet. Die vorhergesagte Assoziationsrate einer beliebigen Hybridisierungs-
reaktion ]Achyb(j) ergibt sich aus dem gewichteten Mittelwert aller bekannten Assoziati-
onsraten kpyp(m). Die Wichtungsfaktoren fiir die kpy,(m) fallen dabei exponentiell mit

— —

dem Abstand der Punkte f(j) und f(m) im Feature-Raum ab.

Die Autoren stellten ein Online-Tool fiir die Vorhersage von ﬁhyb zur Verfiigung>.
In der Eingabemaske werden die Reaktionstemperatur, die Salinitit* in mol/I und die
Basensequenz des Target abgefragt. Die Vorhersage erfolgt fiir die Hybridisierungsre-
aktion zwischen einem Einzelstrang dieser Sequenz und dem dazu vollstandig revers-
komplementdren Einzelstrang. Gdbe man die Sequenzen der Varianten v1 bis v7 in-
klusive Tq>-Verbinder ein, so wiirde das Tool Assoziationsraten fiir jeweils 20bp lan-
ge Duplexe vorhersagen, z.B. im Fall von Variante v5 fiir das Duplex der Basenpaar-
sequenz T15,CAGGAACG:CGTTCCTGA;,, und nicht fiir das Duplex der Basenpaarsequenz
CAGGAACG:CGTTCCTG. Daher wurden zum Zweck der Vorhersage von fchyb fur die Va-

Shttp://nablab.rice.edu/nabtools/kinetics
4 Aus dem Artikel von Zhang et al. geht nicht eindeutig hervor, welche Grole damit gemeint ist. Aus dem
Kontext wurde geschlossen, dass es sich dabei um die Konzentration monovalenter Ionen handelt.
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rianten v1 bis v7 jeweils nur die acht Basenpaare langen 3’-terminalen Interaktionsse-
quenzen eingegeben. Infolgedessen kann jedoch die Vorhersage mogliche Einfliisse des
T12-Verbinders, insbesondere die Beteiligung des Ti,-Verbinders an Hairpins, nicht mit
einbeziehen. Die Stimme nahezu aller in dieser Arbeit beriicksichtigten Hairpins der
Varianten v1, v4 und v5 beinhalten aber Basen des T1,-Verbinders. Fiir die Varianten v1
und v4 ist die Auftrittswahrscheinlichkeit dieser Hairpins in erster Ndherung vernach-
lassigbar, jedoch nicht fiir Variante v5. Von vornherein wiirde man dementsprechend
fiir Variante v5 keine gute Ubereinstimmung der Vorhersage von ]thb mit der experi-
mentellen Assoziationsrate ko, erwarten.

Fiir die sieben Sequenzvarianten der vorliegenden Arbeit wurden die Werte von lzhyb
mit dem Online-Tool von Zhang et al. berechnet und mit den aus den TMFM-Daten er-
mittelten Assoziationsraten ko, verglichen (Abb. 4.17). Abhingig davon, ob in der Ein-
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Abbildung 4.17: Vergleich der TMFM-Assoziationsrate kon mit der Vorhersage nach Zhang et al.
Farben und Marker stehen fir die jeweilige Sequenzvariante (vgl. Legende). Oben: Vorhersage von Rhyb
nach Eingabe der Interaktionssequenz von Strang B als Target-Sequenz. Unten: Vorhersage von Rhyb nach
Eingabe der Interaktionssequenz von Strang B’ als Target-Sequenz. Fir beide Vorhersagen wurde als Re-
aktionstemperatur 23 °C und als Salinitat* 0,5 mol/l eingegeben.
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gabemaske als Target-Sequenz die Interaktionssequenz von Strang B (Abb. 4.17, oben)
oder die Interaktionssequenz von Strang B’ (Abb. 4.17, unten) eingegeben wird, lie-
fert die Vorhersage fiir dieselbe Duplexvariante unterschiedliche Werte von Ehyb. Diese
Asymmetrie ergibt sich fiir alle Varianten aufser vl und ist besonders ausgepragt fiir
die Varianten v6 und v7 mit der grofiten Neigung zur Ausbildung von Hairpins. Die
Ursache dafiir liegt in der Auswahl der Features fiir den WNV-Algorithmus. Eines der
finalen sechs Features reprdsentiert die Neigung des Probe-Stranges zur Ausformung
von Sekundarstrukturen. Dagegen wurde das Feature, welches die Neigung des Target-
Stranges zur Ausformung von Sekundarstrukturen représentiert, nicht in die finale Aus-
wahl der Features aufgenommen. Mogliche Hairpins in der eingegebenen Sequenz spie-
len demnach fiir die Vorhersage mit WNV keine Rolle, wohl aber mogliche Hairpins in
der dazu revers-komplementdren Sequenz. Dies fiihrt offensichtlich dazu, dass lzhyb tar
Variante v6 resp. Variante v7 sehr viel hoher ausfillt, wenn als Target-Sequenz die In-
teraktionssequenz von Strang B’ resp. Strang B eingegeben wird, als andersherum.

Fiir die Variante v1 mit der grofiten experimentellen Assoziationsrate liefert die Vor-
hersage den grofsten Wert fiir Ehyb, tiir die Varianten v6 und v7 mit den kleinsten ex-
perimentellen Assoziationsraten liefert die Vorhersage die kleinsten Werte fiir lzhyb. Fur
die Variante v6 sind sowohl der experimentelle Wert als auch der kleinere der zwei vor-
hergesagten Werte der Assoziationsrate um etwa eine Grofienordnung kleiner als die
entsprechenden Werte fiir Variante vl. Wahrend jedoch die experimentelle Assoziati-
onsrate fiir Variante v7 um eine weitere Grofsenordnung kleiner ist als die experimen-
telle Assoziationsrate fiir Variante v6, sind fiir diese zwei Varianten sowohl die jeweils
kleineren Werte als auch die jeweils grofseren Werte von Rhyb nahezu identisch.

Die Streuung der vorhergesagten Assoziationsrate ﬁhyb fiir die drei Varianten v2 bis
v4 entspricht ungefihr der Streuung der experimentellen Assoziationsrate ko, fiir diese
Untergruppe. Allerdings stimmt die Sortierung fchyb(vél) > l%hyb(v3) > Rhyb(vz) nicht
mit der Sortierung kon(v3) = Kon(v2) > kon(v4) liberein. Desweiteren sind die ]Achyb fiir
die Varianten v2 bis v4 im Mittel nur um weniger als 10 % kleiner als fiir Variante v1,
wiéhrend die experimentellen Assoziationsraten fiir diese drei Varianten im Mittel um
einen Faktor von tiber 2 kleiner sind als die experimentelle Assoziationsrate von Variante
v1. Es hat somit den Anschein, als wiirde die Vorhersage nach Zhang et al. entweder
die fchyb fiir Variante v1 unter- oder die fchyb fiir Varianten v2 bis v4 iiberschitzen.

Bei idealer Ubereinstimmung von Vorhersage und TMFM-Experiment wiirden die
Datenpunkte in der Auftragung von ko, gegen ﬁhyb auf einer Ursprungsgerade liegen.
Selbst bei Verwendung des jeweils kleineren Werts von Rhyb tir die Varianten v6 und
v7, sowie mit Vernachldssigung von Variante v5, ist dies nicht der Fall.

Fazit

In einigen Aspekten herrscht Ubereinstimmung zwischen den Vorhersagen von Hata et
al. bzw. Zhang et al. und den Daten aus dem TMFM-Experiment, im Detail bestehen da-
zwischen aber teils deutliche Diskrepanzen. Die Identifikation besonders langsam und
besonders schnell assoziierender Sequenzvarianten scheint verldsslicher zu funktionie-
ren als die genaue quantitative Vorhersage der Assoziationsraten.
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Die Vorhersageformalismen von Hata et al. bzw. Zhang et al. wurden mit Daten
aus Messungen an Duplexen mit 23bp bzw. 36bp Lange kalibriert. Bei der Duplex-
Assoziation der mit 8 bp deutlich kiirzeren Sequenzvarianten v1 bis v7 konnten Effekte
zum Tragen kommen, welche bei der Assoziation langerer Duplexe nur eine unterge-
ordnete bis gar keine Rolle spielen. Aufiferdem handelt es sich bei den Experimenten
sowohl von Hata et al., als auch von Zhang et al., um Ensemble-Messungen, die nicht
um den von fehlerhaften Kopien der interagierenden Molekiile herriihrenden Anteil des
Messsignals bereinigt werden kénnen — im Gegensatz zu den TMFM-Messungen (vgl.
Abschnitt 3.3.3). Bei den Messungen beider Gruppen lagen die Interaktionspartner frei
in Losung vor, wogegen die Interaktionspartner in den TMFM-Messungen im Partikel-
Leinen-System verankert sind. Allein die Unterschiede in der Gestaltung der verschie-
denen Experimente konnten die Unterschiede zwischen den beiden Vorhersagen und
den TMFM-Daten erkldren.

Die beobachteten Ubereinstimmungen zwischen den Vorhersagen und den TMFM-
Daten lassen jedoch schliefsen, dass die Modelle von Hata et al. und Zhang et al. bereits
einen Schritt in die richtige Richtung darstellen. Es besteht Grund zur Zuversicht, dass
mit der Durchfiihrung weiterer Messungen und der Weiterentwicklung von Vorhersage-
modellen in Zukunft die Assoziationsraten von Duplexen beliebiger Sequenz mit immer
hoherer Verldsslichkeit vorhergesagt werden konnen.

4.4 Kapitelzusammenfassung

Die neu entwickelte Methode TMFM wurde zur Messung der Hybridisierungskinetik
8 bp langer DNA-Duplexe in Abhiangigkeit von der Beschaffenheit des Partikel-Leinen-
Systems, von der Na*-Konzentration in der umgebenden Losung und von der Basen-
paarsequenz der Interaktionspartner verwendet. Bei der Interpretation der Messdaten
spielt der sogenannte J-Faktor eine bedeutende Rolle. Er beziffert die effektive Konzen-
tration der im Partikel-Leinen-System verankerten Interaktionspartner zueinander.

Die Ergebnisse aller Messungen weisen eine wichtige Gemeinsamkeit auf: Die Ver-
weildauerverteilungen der DNA-Nano-Objekte der Hauptpopulation im hybridisierten
und im dissoziierten Zustand besitzen eine grofie Ahnlichkeit zu Exponentialvertei-
lungen. Alle untersuchten Systeme lassen sich somit hinreichend als Zwei-Zustands-
Systeme mit jeweils einer einzelnen Rate fiir die Uberginge zwischen den zwei Zustén-
den beschreiben.

Bei Messungen mit verschiedenen Konturlingen L des Leinenstiicks zwischen den
Interaktionspartnern im Bereich von 546 bp bis 2562 bp zeigte die Dissoziationsrate Ky
nur eine schwache bis gar keine Abhdngigkeit von L. Dagegen nahm die Assoziations-
rate kon mit zunehmendem Wert von L deutlich ab. Diese Abnahme von kg, ist auf
eine Abnahme des J-Faktors zuriickzufiihren. Die Form des Verlaufs von k., tiber L
entspricht qualitativ der Form des Verlaufs der theoretischen Vorhersage des J-Faktors
in Abhédngigkeit der Konturldnge eines Fragments doppelstrangiger DNA nach [114].

Die gemessenen Raten hangen vom Abstand der Ankerpunkte der Interaktionspartner
an der DNA-Leine zu den Reporter-Einheiten ab. Die Hybridisierungskinetik wurde
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fiir drei Werte von L jeweils in der distalen Verankerungsgeometrie mit grofsem Ab-
stand zwischen den Ankerpunkten und den Reporter-Einheiten sowie in der proxima-
len Verankerungsgeometrie mit kleinem Abstand zwischen den Ankerpunkten und den
Reporter-Einheiten gemessen. In der distalen Verankerungsgeometrie waren bei jeweils
gleichem Wert von L die gemessenen Dissoziationsraten etwas kleiner und die gemes-
senen Assoziationsraten deutlich grofler als in der proximalen Verankerungsgeometrie.
Die distale Verankerungsgeometrie verringert demnach den stérenden Einfluss des um-
gebenden Partikel-Leinen-Systems auf die Hybridisierung des Duplex B:B’, was einer
Erhohung des J-Faktors entspricht.

TMFM-Messungen bei einer Reihe von Na"-Konzentrationen offenbarten eine deut-
liche Zunahme von ko, mit [Naﬂ. Von [Na*] = 150mM bis [Na*] = 1M stieg
kon um einen Faktor von etwa 5 an. Dabei wurde eine anndhernd lineare Beziehung
zwischen In(kon) und In([Na*]) beobachtet. Dagegen dnderte sich k. nur geringfii-
gig mit [Na'|. Eine gewisse Verfilschung der gemessenen Raten durch eine mogli-
che [Na']-Abhéngigkeit der Flexibilitit der DNA-Leine und somit des J-Faktors kann
allerdings nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Fiir eine zumindest leichte Ab-
hingigkeit des J-Faktors von [Na™| spricht die leichte Abnahme der mittleren quadrati-
schen Auslenkungen der mobilen Reporter-Einheiten mit steigender Konzentration von
Na*.

Desweiteren wurde die Hybridisierungskinetik von sieben Duplex-Sequenzvarianten
untersucht, die laut theoretischer Vorhersage eine fast identische thermodynamische
Stabilitdt, jedoch eine stark unterschiedliche Neigung zur Bildung von Hairpins in den
jeweiligen Einzelstrangen aufweisen. Die Messdaten illustrieren, welch starken verzer-
renden Effekt Hairpins auf die Duplex-Hybridisierungskinetik haben kénnen. Zum einen
sind die Assoziationsraten der Varianten mit grofser Neigung zur Bildung von Hairpins
um bis zu zwei Grofsenordnungen kleiner als die Assoziationsraten der Varianten mit
geringer Neigung zur Bildung von Hairpins. Zum anderen tendieren die Varianten mit
groflerer Neigung zur Bildung von Hairpins zu hoheren Werten der Dissoziationsrate
im Vergleich zu den Varianten mit geringer Neigung zur Bildung von Hairpins.

Eine auf einfachen Annahmen basierende Korrektur von k,, konnte den Einfluss von
Hairpins nicht fiir alle Varianten zufriedenstellend kompensieren. Fiir fiinf der sieben
Sequenzvarianten zeigt sich allerdings eine lineare Beziehung zwischen der korrigier-
ten Assoziationsrate kon/(1—pppin) und dem Produkt der theoretisch vorhergesagten
Gleichgewichtskonstante mit der gemessenen Dissoziationsrate (Keq,NN 'koff). Aus die-
ser
linearen Beziehung konnte der J-Faktor bei L = 1554 bp in der distalen Verankerungs-
geometrie abgeschitzt werden. Der erhaltene Wert von 9nM liegt in der gleichen Gro-
lenordnung wie bisherige theoretische [116] oder experimentelle [115] Literaturwerte
fur Fragmente doppelstrangiger DNA dhnlicher Konturldnge.

Die aus den TMFM-Messungen ermittelten Assoziationsraten fiir die Sequenzvarian-
ten v1 bis v7 wurden mit zwei verschiedenen Vorhersagen der Duplex-Assoziationsrate
anhand der Basenpaarsequenz [24,42] verglichen. Diese Vergleiche ergaben teilweise
Ubereinstimmungen zwischen den Vorhersagen und den TMFM-Daten, offenbarten je-
doch auch deutliche Unterschiede.



5 Ensemble-Kompetitions-Experimente zur
Bestimmung des J-Faktors in TMFM

Durch die Verankerung der Interaktionspartner B und B’ in einem Partikel-Leinen-
System wird in der TMFM-Messung keine bimolekulare Reaktion, sondern eine uni-
molekulare Reaktion beobachtet. Um die Ergebnisse aus den TMFM-Messungen zu dem
Fall in Bezug setzen zu konnen, dass beide Bindepartner frei in Losung vorliegen, ist
die Kenntnis des J-Faktors der DNA-Nano-Objekte notwendig. In Abschnitt 4.3 wurde
basierend auf den TMFM-Messungen mit Duplexen unterschiedlicher Sequenz bereits
eine Schitzung des J-Faktors vorgenommen. Diese Schidtzung ergab fiir Objekte mit ei-
ner Konturlidnge des Leinenstiicks zwischen den Interaktionspartnern von L = 1554 bp
und mit der distalen Verankerungsgeometrie einen Wert von etwa 9 nM.

Dieses Kapitel handelt von ergdnzenden Ensemble-Experimenten zur Bestimmung
des J-Faktors der DNA-Nano-Objekte. Abschnitt 5.1 erkldart das Konzept dieser Experi-
mente. Abschnitt 5.2 beschreibt die Durchfiihrung und Analyse der Experimente. Ab-
schnitt 5.3 legt dar, wie der J-Faktor aus den Messdaten extrahiert wurde, und diskutiert
die Ergebnisse. In Abschnitt 5.4 wird ein Resiimee zu den Kompetitions-Experimenten
gezogen.

5.1 Konzept der Ensemble-Kompetitions-Experimente

Die Ensemble-Kompetitions-Experimente beruhen auf der Einbringung eines zuséitz-
lichen einzelstrangigen Bindepartners mit der Sequenz B in die Probenlosung (siehe
Abb. 5.1). Dieser zusitzliche Bindepartner wird in dieser Arbeit als , Kompetitor” be-
zeichnet. Befindet sich ein DNA-Nano-Objekt im dissoziierten Zustand, so kann der
Kompetitor an den Interaktionspartner B” dieses Objekts binden, bevor eine erneute Bin-
dung zwischen den zwei im Objekt verankerten Interaktionspartnern zustande kommen
kann (Abb. 5.1a, rechte Seite des Schemas). Erst wenn sich der Kompetitor wieder vom
Interaktionspartner B” gelost hat, besteht die Moglichkeit zur Bindung zwischen den
verankerten Interaktionspartnern B und B’ (Abb. 5.1 a, linke Seite des Schemas).

Bezeichne C den Zustand des Systems mit dem DNA-Nano-Objekt im hybridisier-
ten Zustand und freiem Kompetitor, bezeichne U den Zustand des Systems mit dem
DNA-Nano-Objekt im dissoziierten Zustand und freiem Kompetitor und bezeichne D
den Zustand des Systems mit Bindung des Kompetitors an den Interaktionspartner B’
(vgl. Abb. 5.1a). Fiigt man Kompetitor zu einer equilibrierten Probe von DNA-Nano-
Objekten hinzu, sind zunéchst nur die Zustdnde C und U besetzt. Mit der Zeit stellt sich
ein neues Besetzungsgleichgewicht zwischen allen drei Zustdnden ein.

123
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Der Anteil der Objekte im Zustand C kann per Gel-Elektrophorese bestimmt werden,
da Objekte mit Schlaufe in der DNA-Leine eine hohere Mobilitdt im Gel besitzen als
Objekte ohne Schlaufe in der Leine (vgl. Abschnitt 1.3). Fiir Objekte mit der proximalen
Verankerungsgeometrie ist die Auftrennung dieser Populationen im Gel deutlicher aus-
gepragt als fiir Objekte mit der distalen Verankerungsgeometrie. Zudem korreliert das
Ausmaf der Auftrennung positiv mit der Lange der DNA-Leine (vgl. Abb. 1.11). Des-
halb wurden fiir die Ensemble-Kompetitions-Experimente DN A-Nano-Objekte mit der
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Abbildung 5.1: Schemata der Reaktion zwischen dem Kompetitor und den DNA-Nano-Objekten
DNA-Nano-Objekte in Grau, Sequenz B in Blau, Sequenz B’ in Gold. Die roten Sterne deuten die Cy5-
Farbstoffe an der mobilen Reporter-Einheit an. (a) Reaktionsschema mit den drei Zustanden des Systems
aus einem DNA-Nano-Objekt und einem Kompetitor-Strang. Links: Zustand C mit dem DNA-Nano-Objekt
im hybridisierten Zustand und freiem Kompetitor. Mitte: Zustand U mit dem DNA-Nano-Objekt im dissoziier-
ten Zustand und freiem Kompetitor. Rechts: Zustand D mit Bindung des Kompetitors an den Interaktions-
partner B’ im Objekt. (b) Links: Vor dem Hinzufiigen des Kompetitors liegen die DNA-Nano-Objekte mit 12 bp
langer Interaktionssequenz fast dauerhaft im hybridisierten Zustand vor. Rechts: Nach dem Hinzufligen der
Kompetitor-Strange verschiebt sich die Besetzungsverteilung nach und nach vom Zustand C zum Zustand D,
bis sich ein neues Besetzungsgleichgewicht eingestellt hat.
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proximalen Verankerungsgeometrie und einer Konturldnge des Leinenstiicks zwischen
den Interaktionspartnern von L = 2058 bp verwendet.

Damit das Bandenprofil nach der zur Auftrennung der Probe notwendigen mehr-
stiindigen Laufzeit des Gels immer noch die Verteilung zum Zeitpunkt der Auftragung
der Proben auf das Gel widerspiegelt, muss die Bindung zwischen dem Kompetitor und
dem Interaktionspartner B” ausreichend stabil sein. Andernfalls kénnte sich der Kompe-
titor im Gel vom DN A-Nano-Objekt 16sen, was eine Verschiebung des Bandenprofils von
der langsameren zur schnelleren Bande nach sich zieht (vgl. Abb 1.13 in Abschnitt 1.4).
Aus diesem Grund wurde fiir die Ensemble-Kompetitions-Experimente die 12bp lange
Interaktionssequenz CCAAGAGACACG : CGTGTCTCTTGG ausgewdhlt. Dementsprechend laute-
te die Sequenz des Kompetitors CCAAGAGACACG.

Die Vorhersage mit dem Nearest-Neighbor-Modell ergibt fiir die freie Energie der Bil-
dung des 12-bp-Duplex etwa -18,1kcal/mol!. Die analog dazu vorhergesagten freien
Energien der in Kapitel 4 untersuchten 8-bp-Duplexe lagen im Bereich zwischen -10,8
und -10,6 kcal/mol (vgl. Tabelle 4.1). Demnach sollte rein rechnerisch fiir die 12-bp-
Duplexe die relative Besetzung des dissoziierten Zustands um vier bis fiinf Grofsenord-
nungen geringer sein als fiir die 8-bp-Duplexe. Es kann folglich davon ausgegangen
werden, dass im Kompetitions-Experiment die Besetzungswahrscheinlichkeit des Zu-
stands U im Vergleich zu den Besetzungswahrscheinlichkeiten der Zustinde C und D
nur sehr gering ist. Da das Verweilen des Systems im Zustand U einen notwendigen
Zwischenschritt des Ubergangs vom Zustand C in den Zustand D darstellt, ist anzu-
nehmen, dass sich nach dem Hinzuftigen des Kompetitors zu einer Probe das neue
Gleichgewicht nur sehr langsam einstellen wird.

Die Entwicklung der Besetzungsverteilung zwischen den Zustdnden C und D nach
Hinzuftigen des Kompetitors wurde in Zeitreihen untersucht. Diese Zeitreihen werden
im folgenden Abschnitt ndher beschrieben.

5.2 Durchfiihrung und Analyse der Kompetitions-Zeitreihen

Die DNA-Nano-Objekte wurden wie in Protokoll A.2.1 beschrieben hergestellt. Die in-
takte Spezies wurde per SEC aufgereinigt (vlg. Abschnitt 1.4 und Anhang A.2.3). Die
aufgereinigten Objekte wurden auf mehrere PCR-Reaktionsgefifle verteilt (Abb. 5.2a).
Den einzelnen Proben einer Reihe wurde zu verschiedenen Zeitpunkten Kompetitor in
einer definierten finalen Konzentration (je nach Zeitreihe 20, 40 oder 100 nM) hinzuge-
tigt (Abb. 5.2b). Die finale Konzentration der DN A-Nano-Objekte nach allen Schritten
der Probenpraparation liegt schatzungsweise einem Bereich von etwa bis 0,1 bis 1,0nM.

Vor und nach dem Hinzuftigen des Kompetitors wurden die Proben in einer geschlos-
senen PCR-Apparatur bei einer konstanten Temperatur von 23 °C aufbewahrt. Zur Ver-
meidung von Adsorption der DNA-Nano-Objekte oder der Kompetitor-Strange an den
Wainden der Reaktionsgeféfie enthielt die Pufferlosung aller Proben jeweils 0,05 % (v/v)

IDie Vorhersage erfolgte mithilfe des DINAmelt Servers [95] fiir die Interaktionssequenzen inkl.
T1p-Verbinder, eine Reaktionstemperatur von 23°C, [Na™] =05M und [Mg**] =0M.
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der Detergenzien Triton X-100 und TWEEN 20. Das Gesamtvolumen der Probe betrug
nach Hinzufiigen aller Bestandteile in jedem Reaktionsgefafs 100 ul.

Nach Aufbewahrungszeiten von mehreren Tagen bis Wochen wurden die Proben in
Agarose-Gelen untersucht (Abb. 5.2¢c). Die Referenzprobe ohne Kompetitor zeigt im
Gel eine einzelne Hauptbande. Die Proben mit Kompetitor zeigen neben einer Bande
auf derselben Hohe eine zusitzliche, langsamere Bande. Mit zunehmender Zeitspanne
zwischen dem Hinzufiigen des Kompetitors zur Probe und dem Auftragen der Pro-
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Abbildung 5.2: lllustration der Durchfiihrung und der Analyse der Ensemble-Kompetitions-Zeitreihen
(a) Aufteilung der aufgereinigten DNA-Nano-Objekte auf mehrere ReaktionsgeféBBe. (b) Hinzufligen der
Kompetitor-Strange zu verschiedenen Zeitpunkten. Ref: Referenzprobe ohne Kompetitor. (¢) Scan eines
Agarose-Gels zur Analyse der Proben. t; bezeichnet die Zeit zwischen dem Hinzufligen des Kompetitors und
dem Auftragen der Proben auf das Gel. Fir das gezeigte Beispiel wartg=24h,t5=48h,t4=72h,t3=108h,
to=164h und t1 =212 h, mit einer Kompetitorkonzentration von 100 nM in der Probenlésung. Schwarze Li-
nien unterhalb des Gel-Scans: Helligkeitsprofile, erstellt durch Summierung der Pixelhelligkeiten Uber die
Breite der entsprechenden Gel-Bahnen. (d) Ermittelung von C,g (relativer Anteil der Objekte in Zustand C).
Schwarze Linie: Helligkeitsprofil. Blau: Flache unter der Fit-Kurve der Normalverteilung fir die schnellere
Bande. Rot: Flache unter der Fit-Kurve der Normalverteilung flr die langsamere Bande. Graue gestrichelte
Linie: Summe der zwei Normalverteilungen. C,¢ berechnet sich aus dem Quotienten der blauen Flache und
der Summe aus der blauen und der roten Flache.
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be auf das Agarose-Gel ist die schnellere Bande immer schwécher und die langsamere
Bande immer starker ausgepragt. Die schnellere Bande enthilt den Anteil der Objekte
im Zustand C, die langsamere Bande den Anteil der Objekte in den Zustinden D und
U. Fiir jede Gel-Bahn wurde durch Summierung der Pixelhelligkeiten iiber die Breite
der Bahn ein Helligkeitsprofil erstellt (Abb. 5.2¢). An das Helligkeitsprofil jeder Dop-
pelbande wurde eine Summe aus zwei Normalverteilungen angefittet (Abb. 5.2d). Der
Quotient aus der Flache unter der Normalverteilung fiir die schnellere Bande und der
Summe der Flachen unter beiden Normalverteilungen ergibt den Messwert fiir C,.

5.3 Berechnung des J-Faktors aus dem zeitlichen Verlauf von C,g

Die Form des zeitlichen Verlaufs von C, dhnelt fiir jede der Zeitreihen mit 20, 40
und 100 nM Kompetitor einem exponentiellen Abfall (Abb. 5.3). Ein Besetzungsgleichge-
wicht scheint sich in jeder Reihe erst nach einer Zeit von mehreren Wochen einzustellen.

Zur Berechnung des J-Faktors aus dem zeitlichen Verlauf von C,; wurden zwei Mo-
delle formuliert. Der mafigebliche Unterschied zwischen den zwei Modellen liegt in
der Grundannahme {iber eine mogliche Heterogenitit der Kinetik der aufgereinigten
DNA-Nano-Objekte. Wahrend Modell 1 die Kinetik aller Objekte als gleich betrachtet,
berticksichtigt Modell 2 die Moglichkeit verschiedener Populationen von Objekten mit
unterschiedlicher Kinetik.
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Abbildung 5.3: Verlauf der Messwerte von C,¢ aus den drei Kompetitions-Zeitreihen
(a) Messwerte von Cyg Uber t (Zeitspanne zwischen dem Hinzufligen des Kompetitors und dem Auftragen
der Proben auf das Agarose-Gel). Drei Zeitreihen fiir die Kompetitorkonzentrationen X = 20nM, X = 40nM
und X = 100 nM (siehe Legende). (b) VergréBerte Darstellung des Bereichs bis t = 336 h.
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Modell 1

Bezeichnen C,ej, Uy und D, die relativen Besetzungen der Zustinde C, U und D.
Bezeichne X die Konzentration des Kompetitors in der Probenlosung. Bezeichne kg p;
die bimolekulare Duplex-Assoziationsrate, d.h. die Assoziationsrate fiir den Fall, dass
sich beide Interaktionspartner frei in Losung befinden. Sei die Duplex-Dissoziationsrate
Koff unabhédngig davon, ob die Dissoziation aus dem Zustand C oder aus dem Zustand
D erfolgt. Die zeitliche Entwicklung der relativen Besetzungen der Zustande C, U und
D wird dann durch das folgende Differentialgleichungssystem beschrieben:

d
acrel = kon,bi ) ] : Urel - koff ’ Crel (51a)
d
aUrel = _kon,bi : (] + X) : Urel + koff ’ (Crel + Drel) (51b)
d
aDrel = kon,bi - X Urel - koff : Drel (5 -1C)

Da X in allen Kompetitions-Zeitreihen deutlich grofier ist als die Gesamtkonzentration
der DNA-Nano-Objekte, wird X iiber den Verlauf eines Kompetitions-Experiments als
anndhernd konstant betrachtet. Aufgrund der weiter oben diskutierten geringen Beset-
zungswahrscheinlichkeit des Zustands U im Vergleich zu den Besetzungswahrschein-
lichkeiten der Zustdnde C und D kann folgende Ndaherung angewendet werden:

Urel <1 <~ (Crel + Drel) ~1 (52)

Auflerdem wird angenommen, dass jedes Objekt, welches in den Zustand U tibergeht,
sehr schnell wieder in einen der anderen beiden Zustiande C oder D {ibergeht. Deshalb
kann neben U, auch die zeitliche Anderung von U, vernachlassigt werden:

d
ZUra =0 (5.3)

Unter allen getroffenen Annahmen und mit der Randbedingung C,(0) = 1 ergibt
sich folgende Losung fiir den zeitlichen Verlauf von C, nach Modell 1 (Anhang D.1
zeigt eine ausfiihrlichere Herleitung):

1
Coglt) = —— 4 ——
rel (1) 1+X 71+ 4

-exp(—kog - t) (5.4)

Modell 2

Die Aufreinigung per SEC separiert die DNA-Nano-Objekte nach dem Anteil der Zeit,
den sie im Zustand mit Schlaufe in der Leine verbringen. So werden Objekte aus der
Probe entfernt, die z.B. aufgrund von Synthesefehlern in den Interaktionssequenzen
nur selten oder nie eine Schlaufe in der DNA-Leine ausformen (in Abschnitt 1.4 als
die ,,defekte Spezies” bezeichnet). Es ist jedoch denkbar, dass in einem Teil der Objekte
fir die Kompetitions-Experimente Defekte auftreten, die die Bindung zwischen den
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Interaktionspartnern zwar abschwéchen, aber nicht dazu fiihren, dass diese Objekte
hauptsachlich ohne Schlaufe vorliegen und in der SEC-Aufreinigung entfernt werden.

Man betrachte beispielsweise den Fall von Objekten mit nur ein bis zwei fehlenden
Nukleotiden in der Interaktionssequenz B und korrekter Interaktionssequenz B’. Solche
Objekte verbrachten mehr Zeit in Zustand U und boten somit hdufiger eine Gelegen-
heit fiir die Bindung eines Kompetitors mit korrekter Sequenz B an den Interaktions-
partner B’. Je nach Auspragung der Defekte konnte sogar eine Strangverdrangung durch
den Kompetitor und damit ein direkter Ubergang vom Zustand C in den Zustand D
moglich sein. Die Bindung zwischen dem Kompetitor und dem Interaktionspartner kor-
rekter Sequenz ware zudem energetisch giinstiger als die Bindung zwischen den zwei
verankerten Interaktionspartnern.

Als einfache Form der Berticksichtigung derartiger Szenarien wird in Modell 2 ein
Anteil T von Objekten mit fehlerhaften Interaktionssequenzen eingefiihrt, die sich von
den Objekten mit vollig intakten Interaktionssequenzen in zwei Punkten unterscheiden:

1. Die Abnahme von C, erfolgt fiir diesen Anteil der Objekte mit der Rate k- > Ko -

2. Dieser Anteil der Objekte geht wegen der hoheren Affinitdt des Kompetitors zum
Interaktionspartner B’ vollstandig in den Zustand D {iber.

Es ergibt sich folgender Ausdruck fiir den zeitlichen Verlauf von C,¢ nach Modell 2:

1

Crel(t) = (1 _r) ) <
1+75

1
b exp(—Kkeg-t) | +T-exp(—kp -t 5.5
1+% p( off )) P( r ) ( )

Fits der Modelle an die Messdaten

Beide Modelle wurden in individuellen und globalen Least-Squares-Fits an die Mess-
daten aus den Kompetitions-Zeitreihen gefittet (Abb. 5.4 und 5.5). In den individuellen
Fits wurden die Modellparameter auf die bestmogliche Ubereinstimmung der Funkti-
onswerte mit den Daten aus einer einzelnen Kompetitor-Zeitreihe hin optimiert. In den
globalen Fits wurden die Modellparameter auf die bestmogliche Ubereinstimmung der
Funktionswerte mit den Daten aus allen drei Kompetitor-Zeitreihen hin optimiert.

Die Kurven aus den individuellen Fits von Modell 1 zeigen eine gewisse Uberein-
stimmung mit den Messdaten aus den jeweiligen Zeitreihen (Abb. 5.4 a,b). Jedoch wei-
chen die Verldufe der Fit-Kurven im Bereich t < 336 h sichtbar von den Datenpunkten
der Messung von C,. ab (Abb. 5.4b). Die Kurven aus dem globalen Fit von Modell 1
weichen allgemein deutlich von den Verldufen der Messwerte ab, insbesondere fiir die
Kompetitorkonzentrationen 20nM und 100nM (Abb. 5.4 ¢, d).

Die Fits von Modell 2 an die experimentellen Daten zeigen im Vergleich zu den Fits
von Modell 1 eine deutlich groSere Ubereinstimmung mit den Verldufen der Messwerte
von C,1 (Abb. 5.5). Insbesondere stimmen die Kurven aus dem globalen Fit von Modell 2
sehr viel besser mit den Daten iiberein als die Kurven aus dem globalen Fit von Modell 1
(Abb. 5.4 und 5.5, jeweils ¢ und d).
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Abbildung 5.4: Least-Squares-Fits von Modell 1 an die Messwerte von C,¢

Marker: Messwerte von Cye aus den drei verschiedenen Zeitreihen (siehe Legende). (a) Linien: Fit-Kurven
aus den individuellen Fits von Modell 1 an die Daten aus den einzelnen Zeitreihen. (b) Wie a, mit vergréBerter
Darstellung des Bereichs bis t = 336 h. (¢) Linien: Fit-Kurven aus dem globalen Fit von Modell 1 an die Daten
aus allen drei Zeitreihen. (d) Wie ¢, mit vergréBerter Darstellung des Bereichs bis t = 336 h.
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a 1,04 Individuelle Fits, Modell 2
\ —6— X =20nM
0,9 1 —5— X =40nM
") X =100 nM
0,8 %
0,7 -
9]
O 0,6 -
0,5 +
0,4 -
0,3 -
0’2 _mmmmmm
0 168 336 504 672 840 1008
t (Stunden)
c 104 Globaler Fit, Modell 2
|
—S— X =20nM
0.9 7 —O— X =40 nM
D X =100 nM
0,8 —‘(
\
0’7 ] \.\
E °
O 0,6 -
0,5 +
0,4 -
0,3 -
0’2 _Wmmmmm

0

168 336 504 672 840 1008
t (Stunden)

b 104

rel

rel

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5 -

0,4

0,3

0,2

1,04

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4 -

0,3

0,2

Individuelle Fits, Modell 2

—6— X=20nM
—O— X =40 nM
X =100 nM

T T T T T T T T T T T T T 1
0 48 96 144 192 240 288 336
t (Stunden)

Globaler Fit, Modell 2

—6— X =20nM
—O— X =40 nM
X =100 nM

T | L LA LA | LA 71
0 48 96 144 192 240 288 336
t (Stunden)

Abbildung 5.5: Least-Squares-Fits von Modell 2 an die Messwerte von C,¢

Marker: Messwerte von Cye aus den drei verschiedenen Zeitreihen (siehe Legende). (a) Linien: Fit-Kurven
aus den individuellen Fits von Modell 2 an die Daten aus den einzelnen Zeitreihen. (b) Wie a, mit vergréBerter
Darstellung des Bereichs bis t = 336 h. (¢) Linien: Fit-Kurven aus dem globalen Fit von Modell 2 an die Daten
aus allen drei Zeitreihen. (d) Wie ¢, mit vergréBerter Darstellung des Bereichs bis t = 336 h.
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Tabelle 5.1: Werte der Fit-Parameter aus den Least-Squares-Fits von Modell 1 an die Messdaten
In Klammern: 95 %-Konfidenzintervalle der Parameterwerte.

Fit an

Zeitreihe J (nM) Kot (1070571)
X=20nM 247 (228 266) 2,50 (2,13 2,87)
X=40nM 281 (244 31,8) 2,08 (1,73 2,44)
X=100nM 354 (30,7 40,1) 2,01 (1,85 2,19)
Global 256 (23,0 282) 1,86 (1,69 2,02)

Tabelle 5.2: Werte der Fit-Parameter aus den Least-Squares-Fits von Modell 2 an die Messdaten
In Klammern: 95 %-Konfidenzintervalle der Parameterwerte.

;ietif;ihe J (nM) Kogs (1065~ 1) T (%) Ky (10~6s~1)
X=20nM 289 (26,1 31,7) 1,95(1,72 2,18) 7,8 (3,8 11,7) 251 (-67,7 118)
X=40nM 322 (31,3 332) 1,56 (149 1,63) 10,6 (9,0 12,2) 18,7 (104 27,0)
X=100nM 37,1 (349 39,3) 166 (1,54 1,78) 85 (57 11,3) 24,7 (-34 52,9)
Global 39,7 (36,6 42,8) 1,32 (1,25 1,39) 19,5 (17,2 21,8) 6,40 (5,25 7,54)

Die Ergebnisse der individuellen Fits von Modell 2 sind allerdings mit einer gewis-
sen Skepsis zu betrachten: Die Streuung der Werte der Parameter I' und k sowie die
grofien 95 %-Konfidenzintervalle dieser Parameterwerte (vgl. Tabelle 5.2) deuten auf ein
Uberfitten der Daten durch das Modell hin. Der Grund hierfiir kénnte die geringe Zahl
von Messwerten der einzelnen Zeitreihen bei kurzen Zeiten sein.

Anders verhilt es sich beim globalen Fit von Modell 2: Die Konfidenzintervalle der
Werte von I und k[ sind hier deutlich kleiner. Auflerdem unterscheiden sich die Werte
von I' und k- aus dem globalen Fit deutlich von den Werten von I' und k- aus den in-
dividuellen Fits. Ein Anteil fehlerhafter Objekte von I' ~ 20 % wirkt zwar auf den ersten
Blick tiberraschend hoch, ist jedoch in Anbetracht bereits an anderer Stelle diskutierter
Beobachtungen (vgl. Abschnitte 1.4 und 3.3.3) nicht unrealistisch.

Wertebereich des J-Faktors aus den Fits der Modelle an die Daten

Fiir beide Modelle liefern die individuellen Fits verschiedene Werte fiir J. Der globale Fit
von Modell 2 passt am besten zu den Daten, weist allerdings mit 39,7 nM den grofiten
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Wert von | aller Fits auf. Einerseits deutet die Heterogenitit der erhaltenen Werte fiir |
darauf hin, dass beide Modelle die Entwicklung der Probe nach Hinzufiigen des Kompe-
titors nicht vollkommen realitdtsgetreu beschreiben. Andererseits sind die Unterschiede
nicht exorbitant und der Wertebereich von 25nM g ] 5 40nM liegt in derselben Gro-
lenordnung wie bereits publizierte theoretische [116] oder experimentelle [115] Werte
fur den J-Faktor von DNA-Fragmenten vergleichbarer Konturliange.

5.4 Resumee zu den Ensemble-Kompetitions-Experimenten

Die Ergebnisse der Ensemble-Kompetitions-Experimente dienen zur groben Einordnung
des J-Faktors der DNA-Nano-Objekte, jedoch in der hier prasentierten Form nicht zu sei-
ner exakten Bestimmung. Mogliche Ansatzpunkte zur Verbesserung liegen in der Erhe-
bung grofierer Datenmengen bei mehreren Kompetitorkonzentrationen und in feineren
Zeitabstanden sowie in der Entwicklung ausgefeilterer Modelle.

Die Populationsanalyse per Gel-Elektrophorese verlangt eine langsame Dissoziations-
kinetik der Interaktionspartner, die zu einer notwendigen langen Dauer der Zeitreihen
fuhrt. Die langsame Equilibrierung der Proben reduziert zwar einerseits mogliche Fehler
in der zeitlichen Verortung der Messpunkte und vereinfacht die theoretische Beschrei-
bung des Systems, andererseits stellt sie einen klaren Nachteil der Methode dar, wenn
Zeit eine knappe Ressource ist. Aufierdem eignet sich die Populationsanalyse in Gelen
schlechter fiir Objekte mit kiirzerer Leinenldnge und der distalen Verankerungsgeome-
trie, da die Auftrennung im Gel fiir diese Objekte weniger stark ausgepréagt ist.

In Abschnitt 4.3 wurde aus den Messergebnissen von TMFM-Experimenten mit ver-
schiedenen Sequenzvarianten der J-Faktor von DNA-Nano-Objekten mit L = 1554bp
und der distalen Verankerungsgeometrie auf etwa 9nM geschitzt. In Abschnitt 4.1 wur-
de festgestellt, dass der J-Faktor in der proximalen Verankerungsgeometrie bei gleichem
Wert von L geringer ist als in der distalen Verankerungsgeometrie und dariiber hinaus
mit steigendem Wert von L abfillt (vgl. Abb. 4.9). Es ist daher interessant, dass sich
aus den Ensemble-Kompetitions-Experimenten fiir Objekte mit L = 2058 bp und der
proximalen Verankerungsgeometrie deutlich hthere Werte als 9nM fiir den J-Faktor
ergeben. Diese Beobachtung untermauert zum einen den storenden Einfluss der Pro-
benoberfliche im TMFM-Experiment auf die Bindung zwischen den verankerten Inter-
aktionspartnern. Zum anderen kann daraus gefolgert werden, dass die Ergebnisse aus
den Ensemble-Kompetitions-Experimenten mit Objekten fernab einer Probenoberflache
nicht reprasentativ sind fiir die Situation oberflichengebundener Objekte im TMFM-
Experiment.

Ein geeigneterer Weg zur Bestimmung des J-Faktors der DNA-Nano-Objekte konnte
in der direkten TMFM-Messung der Hybridisierungskinetik bei verschiedenen Konzen-
trationen von Kompetitor in der umgebenden Losung liegen. Diese Messungen koénn-
ten mit einer Auswahl der 8-bp-Interaktionssequenzen aus Kapitel 4 und entsprechen-
der Sequenz des Kompetitors erfolgen. Die theoretischen Uberlegungen in Anhang D.2
geben einen Anhaltspunkt zur Berechnung des J-Faktors aus den Ergebnissen solcher
Einzelmolekiil-Kompetitions-Experimente.






Fazit und Ausblick

Diese Dissertation beschreibt die Entwicklung, Charakterisierung und Anwendung der
neuartigen Einzelmolekiil-Methode Tethered Multi-Fluorophore Motion (TMFM). Mit-
hilfe des Konstruktionsprinzips Scaffolded DNA-Origami wurden DNA-Nano-Objekte
fir TMFM entworfen und hergestellt. Die Dynamik der hergestellten Objekte wurde
experimentell charakterisiert. Dariiber hinaus wurde eine Prozedur fiir die Analyse von
TMFM-Daten mit zwei Beweglichkeitszustdinden der mobilen Reporter-Einheiten im-
plementiert. Mit der neu entwickelten Methode wurden drei Studien zur Hybridisie-
rungskinetik kurzer DNA-Doppelstrange in Abhidngigkeit von verschiedenen Parame-
tern durchgefiihrt.

Die folgenden Absitze heben einige Besonderheiten von TMFM hervor und zeigen
Ansatzpunkte fiir die Weiterentwicklung der Methode auf.

Gleichgewichts-Einzelmolekiil-Messung ohne Austausch der Interaktionspartner

TMFM ermoglicht die Beobachtung der Interaktion desselben Paares von Interaktions-
partnern im Gleichgewicht iiber einen Zeitraum von mehr als einer Stunde. In den hier
durchgefiihrten Experimenten wurden bis zu ~ 500 Assoziations- und Dissoziations-
ereignisse ein- und desselben Interaktionspartnerpaares registriert. Die einzige dem
Autor bekannte weitere Einzelmolekiil-Studie der DNA-Hybridisierungskinetik ohne
Austausch der Interaktionspartner ist die Arbeit von Cisse et al. [34] aus dem Jahr 2012.
Dabei wurden die interagierenden DNA-Einzelstrange paarweise in Vesikeln isoliert.
Die Messung der Hybridisierungskinetik basiert auf Forster-Resonanz-Energie-Transfer
(FRET) zwischen einzelnen Fluoreszenzfarbstoffmolekiilen an den Interaktionspartnern.
Die Beobachtungsdauer einzelner Interaktionspartnerpaare ist in diesem Ansatz somit
durch die Lebenszeit der einzelnen Farbstoffmolekiile begrenzt und betrdgt bestenfalls
wenige Minuten.

Somit stellt die in der hier vorgelegten Arbeit erfolgte Einzelmolekiil-Messung der
DNA-Hybridisierungskinetik im Gleichgewicht, ohne Austausch der Interaktionspartner
und tiber einen ausgedehnten Zeitraum nach dem Kenntnisstand des Autors ein abso-
lutes Novum dar.

Detektion molekularer Heterogenitat

Die Langzeitbeobachtung ohne Austausch der Interaktionspartner legt den Grundstein
tir die verldssliche Identifikation von Subpopulationen unterschiedlicher Kinetik in-
nerhalb einer Probe auf der Basis probabilistischer Uberlegungen. Im Fall der in die-
ser Arbeit prasentierten TMFM-Messdaten erfolgte fiir jede Probe eine Einteilung der
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Objekte in eine Hauptpopulation homogener Kinetik und in Ausreifier-Objekte mit ei-
ner davon deutlich abweichenden Kinetik. Eine derartige Einteilung ist fiir Daten aus
Einzelmolekiil-Messungen mit Austausch der Interaktionspartner nur begrenzt moglich
und fiir Daten aus Ensemble-Messungen vollkommen unméglich.

Modulation der gemessenen Kinetik

Die Verankerung der molekularen Interaktionspartner kann an nahezu beliebigen Po-
sitionen des Partikel-Leinen-Systems erfolgen. Die Separation der Interaktionspartner
entlang der Kontur der DNA-Leine kann dabei gezielt zur Modulation des J-Faktors
und somit der im TMFM-Experiment gemessenen Assoziationskinetik genutzt werden.
Es ist beispielsweise denkbar, schnell assoziierende Interaktionspartner durch ein mog-
lichst langes Leinenstiick zu trennen, um die Bindekinetik fiir die Beobachtung mit der
begrenzten Bildrate einer Kamera-Aufnahme zuganglich zu machen.

Messung molekularer Kinetiken in Abhéngigkeit innerer oder duBerer Parameter

Die Studie der Hybridisierungskinetik der sieben Sequenzvarianten in Abschnitt 4.3
demonstriert die gute Eignung von TMFM zur Messung bimolekularer Kinetiken in
Abhéngigkeit innerer Parameter. Damit sind spezifische Eigenschaften der Interaktions-
partner — in diesem Fall die spezifische Basenpaarsequenz — gemeint. Die dufleren Be-
dingungen wie der Aufbau der Partikel-Leinen-Systeme und insbesondere die Zusam-
mensetzung des Messpuffers waren in allen Experimenten gleich. Unterschiede in den
gemessenen Kinetiken spiegeln ausschliefslich die Unterschiede zwischen den verschie-
denen Interaktionspartnerpaaren wider.

Die Studie der [Na™]-Abhangigkeit der Hybridisierungskinetik in Abschnitt 4.2 ist ein
Beispiel fiir die Messung von Kinetiken in Abhangigkeit dufSerer Parameter. Die Ergeb-
nisse dieser Untersuchung offenbaren eine Schwachstelle von TMFM bzw. DNA-Leinen-
basierter Methoden im Allgemeinen: Eine Verdnderung dufSerer Parameter beeinflusst
unter Umstdnden auch die mechanischen Eigenschaften der DNA-Leine. Unterschiede
in den gemessenen Kinetiken rithren dann nicht zwingend allein von Anderungen des
Verhaltens der Interaktionspartner her. Diese Problematik bestiinde sehr wahrscheinlich
auch bei der Messung molekularer Kinetiken in Abhédngigkeit anderer dufierer Parame-
ter wie der Temperatur, des pH-Werts, der Viskositdt oder DNA-bindender Molekiile.
In einigen dieser Fille konnten womoglich durch entsprechende Kontrollexperimente
geeignete Korrekturen der Messungen erarbeitet werden.

TMFM-Messungen mit Proteinen als Interaktionspartner

Der mogliche Anwendungsbereich von TMFM beschrankt sich nicht auf Messungen
der DNA-Hybridisierungskinetik. Durch punktuelle Modifikationen des Systems soll-
ten beispielsweise TMFM-Studien von Protein-DNA-Interaktionen und Protein-Protein-
Interaktionen realisierbar sein. Moderne chemische Konjugationsmethoden [139, 140]
ermoglichen die kovalente Verbindung von Oligonukleotiden mit spezifischen Ami-
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nosdureresten von Proteinen. In der Literatur finden sich zahlreiche Beispiele fiir die
Verankerung von Protein-DNA-Konjugaten an DNA-Nano-Objekten [16,141-153]. Dop-
pelstrangige Erkennungsmotive fiir DNA-bindende Proteine konnten entweder dhnlich
wie die hier verwendeten einzelstrangigen Interaktionspartner an der DNA-Leine ver-
ankert oder durch gezielte Anpassung der Scaffold-Sequenz direkt in die DNA-Leine
eingefiigt werden.

Weiterentwicklung der DNA-Nano-Objekte mit spezifisch designten Scaffold-Sequenzen

In den vergangenen Jahren wurden verschiedene Methodiken zur Konzeption und Her-
stellung der Scaffold-Stringe fiir Scaffolded DNA-Origami vorgestellt [154-161]. Ein fiir
TMEFM relevanter Aspekt ist die direkte Produktion linearer statt zirkuldrer Scaffold-
Strange [154,156-158,161]. Insbesondere stellt die Einbringung autokatalytischer Deoxy-
ribozym-Sequenzmotive in die Scaffold-Sequenz eine mit biotechnologischen Produkti-
onsverfahren vereinbare Vorgehensweise zur Linearisierung des Scaffolds dar [161,162].

Ein weiterer Ansatzpunkt besteht in der Konzeption verschiedener Varianten von
Scaffold-Strangen mit konstanten Abschnitten fiir die Reporter-Einheiten sowie die Ver-
ankerungspunkte der Interaktionspartner und zwischengelagerten variablen Abschnit-
ten fiir die verschiedenen Teile der DNA-Leine. Mit derartigen Scaffold-Strangen wére
der in Abschnitt 1.2.4 beschriebene Aufroll-Mechanismus obsolet, was eine deutlich ge-
ringere Variation zwischen den Staple-Sdtzen in den Selbstassemblierungsreaktionen
verschiedener Objektvarianten bedeuten wiirde. Zum einen wére die Herstellung der
Objekte dadurch weniger fehleranfillig, zum anderen wiirde die Vergleichbarkeit zwi-
schen verschiedenen Leinenldngen-Varianten der Objekte erhoht.

Ansitze zur Stabilisierung des Fluoreszenzsignals der mobilen Reporter-Einheiten

Die Verbreiterung der Auslenkungsabfolgen der Reporter-Einheiten im Verlauf der Mes-
sungen wegen der schleichenden Abnahme des Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses (siehe
Abschnitte 2.3 und 2.5.1) verkompliziert die HMM-Analyse. Ohne eine entsprechen-
de Beriicksichtigung des Messartefakts in der HMM-Prozedur wiirde sich die Qualitat
der Zustandszuweisung verringern. Die in ihrer Umsetzung einfache segmentweise Be-
trachtung der Emissionswahrscheinlichkeiten (siehe Abschnitt 3.2.2) kompensiert das
Messartefakt zum Teil, aber nicht vollstindig. Innerhalb der einzelnen Segmente einer
Abfolge tritt im Allgemeinen immer noch eine Verbreiterung der Auslenkungsverteilun-
gen auf, obgleich diese deutlich weniger stark ausgepragt ist als die Verbreiterung tiber
die Gesamtdauer der Abfolge. Einerseits konnte eine ausgefeiltere Prozedur das Mess-
artefakt womoglich noch besser kompensieren. Andererseits konnte die Ursache des Ar-
tefakts durch eine weitere Stabilisierung des Fluoreszenzsignals der mobilen Reporter-
Einheiten eingeddmmt werden.

Eine offensichtliche Verbesserungsmoglichkeit besteht in der Verwendung besser zur
Langzeitbeobachtung geeigneterer Fluoreszenzfarbstoffe. In den hier durchgefiihrten
TMFM-Experimenten besafien die mobilen Reporter-Einheiten 20 Cy5-Farbstoffe, die
immobilen Reporter-Einheiten 20 Cy3-Farbstoffe. In der Regel zeigten die immobilen
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Reporter-Einheiten ein deutlich helleres und stabileres Fluoreszenzsignal als die mo-
bilen Reporter-Einheiten. Allein durch Vertauschen der Farbstoffsorten der Reporter-
Einheiten lief3e sich folglich bereits eine Verbesserung des Signals der mobilen Reporter-
Einheiten erreichen. Unter der Vielzahl kommerziell verfiigbarer Fluoreszenzfarbstoffe
befinden sich vermutlich noch besser geeignete Alternativen, wie z.B. der in DNA-
PAINT-Messungen [21,163,164] standardméflig verwendete Fluoreszenzfarbstoff Cy3B.

Zusitzlich konnte in einem neuen strukturellen Design der mobilen Reporter-Einheit
die Anzahl der Fluoreszenzfarbstoffmolekiile erh6ht werden. Dabei gilt nach wie vor die
Mafsgabe, einerseits das Volumen der Reporter-Einheit moglichst klein zu halten, und
andererseits zur Vermeidung von Fluoreszenzausloschung einen gewissen Mindestab-
stand zwischen den einzelnen Farbstoffmolekiilen zu wahren. Eine Moglichkeit zur op-
timalen rdumlichen Anordnung der Fluoreszenzfarbstoffe konnte in der Neukonzeption
der mobilen Reporter-Einheit als drahtgitterartiges Gebilde aus DNA-Doppelhelizes
[165-171] statt der bisherigen Helixbiindelform liegen.

Vor Kurzem wurden Ansitze zur Erhohung des Fluoreszenzsignals oder zur Verlan-
gerung der Beobachtungsdauer fluoreszenzmarkierter Objekte durch kontinuierlichen
Austausch farbstofftragender DNA-Stringe vorgestellt [164,172]. Die Bindung der farb-
stofftragenden DNA-Strange an die Objekte ist dabei schwach genug, dass sie sich nach
kurzer Zeit wieder von den Objekten 16sen und durch {iiberschiissige Strange aus der
Probenlosung ersetzt werden konnen. Grundsatzlich kdme ein derartiges System der
Fluoreszenzmarkierung auch fiir die mobilen Reporter-Einheiten der TMFM-Objekte in
Frage. Falls es sich bei den mit TMFM untersuchten Interaktionspartnern um DNA-
Duplexe handelt, konnten die tiberschiissigen farbstofftragenden Einzelstrange jedoch
einen storenden Einfluss auf die Hybridisierung der Interaktionspartner haben. Aufier-
dem konnte das dauerhaft hohe Hintergrundsignal in der Probenlésung das Tracking
der Reporter-Einheiten erschweren, falls die farbstofftragenden DNA-Strange nicht der-
art gestaltet sind, dass sie im ungebundenen Zustand eine vernachldssigbare Emission
aufweisen [173].

Globale Optimierung der Ubergangsmatrix in der HMM-Prozedur

Im Rahmen der hier vorgestellten HMM-Prozedur (siehe Kapitel 3) erfolgten die Opti-
mierung der Ubergangsmatrix T und die Zustandszuweisung anhand der Auslenkungs-
abfolgen individuell fiir jede mobile Reporter-Einheit. Dieses Vorgehen ist aufgrund der
beobachteten Heterogenitdt der Kinetik innerhalb einzelner Proben sinnvoll. Nach der
Identifikation der Hauptpopulation einer Probe kdnnte allerdings eine globale Optimie-
rung der Ubergangsmatrix anhand der Auslenkungsabfolgen aller Objekte der Haupt-
population vorgenommen werden. Eine anschlieflende erneute Zustandszuweisung auf
Basis dieser global optimierten Ubergangsmatrix stiinde auf einem solideren statisti-
schen Fundament als die Zustandszuweisung auf Basis der individuell optimierten
Ubergangsmatrizen, insbesondere im Fall von Proben mit wenigen Zustandsiibergéngen
je einzelner Abfolge. Es wire sogar eine iterative Prozedur denkbar, in der jede Iteration
die globale Optimierung der Ubergangsmatrix, die erneute Zustandszuweisung je Aus-
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lenkungsabfolge und eine erneute Klassifizierung der Objekte in Hauptpopulation und
AusreifSer beinhaltet.

Weiterentwicklung vom MLHMM zum BHMM

Eine weitere Moglichkeit zur Verbesserung der HMM-Prozedur besteht in der Umstel-
lung vom hier verwendeten Maximum Likelihood HMM (MLHMM) zu einem Bayesian
HMM (BHMM), wie z. B. in [107] beschrieben. Aufgrund der meist unvollstindigen Sta-
tistik experimenteller Daten konnen die MLHMM-Schitzungen der Modellparameter
mit sehr grofien Unsicherheiten behaftet sein, deren verldssliche Bestimmung nicht ohne
Weiteres moglich ist. Ein Bayesian HMM arbeitet von Vornherein mit Wahrscheinlich-
keitsverteilungen der Modellparameter. Das Ergebnis der BHMM-Analyse beinhaltet die
statistischen Unsicherheiten sowohl der Modellparameter als auch der Zuweisungen der
verborgenen Zustdnde. [107] Durch die Implementierung einer BHMM-Prozedur wére
somit eine differenziertere Interpretation der TMFM-Messdaten moglich.

Beitrag der Ergebnisse dieses Promotionsprojekts zur Sequenzoptimierung fiir DNA-PAINT

Ein Teil der in dieser Arbeit prédsentierten Ergebnisse zur Sequenzabhingigkeit der
DNA-Hybridisierungskinetik (siehe Abschnitt 4.3) diente als Ausgangspunkt fiir eine
weiterfithrende Studie [163] der Arbeitsgruppe von Prof. Ralf Jungmann?. Das Ziel
dieser Studie war die weitere Optimierung der Super-Resolution-Mikroskopiemethode
DNA Points Accumulation in Nanoscale Topography (DNA-PAINT) [20,21]. Die Funktions-
weise dieser Methode beruht auf der wiederholten kurzzeitigen Bindung von fluores-
zenzmarkierten Imager-Strangen an dazu revers-komplementére, an definierten Punkten
der abzubildenden Probe verankerte Docking-Strange. Fiir einen moglichst hohen zeitli-
chen Durchsatz der DNA-PAINT-Messungen und fiir die Anwendung der Methode zur
Abbildung zelluldrer Systeme ist eine Maximierung der Anzahl detektierter Photonen
je markierter Position pro Zeiteinheit notwendig. Die Rate der erneuten Assoziation der
Imager-Strange an unbesetzte Docking-Strange spielt dabei eine mafigebliche Rolle.

In der Veroffentlichung von Schueder et al. [163] berichtet die Gruppe u.a. tiber die
Optimierung der Sequenzen der Imager- und Docking-Strange. Ausgehend von der Se-
quenz des am schnellsten assoziierenden 8-bp-Duplex CCTCCTCC : GGAGGAGG der hier pra-
sentierten Arbeit (Sequenzvariante v1 in Abschnitt 4.3) testeten Schueder et al. verschie-
dene 7-bp-Duplexe mit dazu dhnlicher Basenpaarsequenz. Dabei zeigte die Kombination
des Imager-Strangs mit der Sequenz TCCTCCC und dem Docking-Strang mit der Sequenz
GGGAGGA die schnellste Assoziationskinetik. Mit diesen Sequenzen erfolgte die Neube-
setzung unbesetzter Docking-Strange im Mittel um einen Faktor von etwa 5 schneller
als mit bisher verwendeten Kombinationen aus Imager- und Docking-Strangen.

Das Beispiel der Sequenzoptimierung fiir DNA-PAINT veranschaulicht den mogli-
chen Nutzen der Charakterisierung biomolekularer Kinetiken fiir bionanotechnologi-
sche Anwendungen. Die hier vorgestellte Methode TMFM birgt das Potential, einen
entscheidenden Beitrag zum fundierten Verstandnis biomolekularer Systeme zu leisten.

2Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried






A Materialien und Methoden

Sofern nicht anders angegeben, wurden Chemikalien von der Firma Carl Roth bezogen.

A.1 Reagenzien

A.1.1 DNA

Fiir alle in dieser Arbeit hergestellten DNA-Nano-Objekte wurde Scaffold vom Typ
p8064 verwendet. Dieser wurde nach der in [92] beschriebenen Methodik von anderen
Mitarbeiter*innen der AG Dietz hergestellt. Herzlichen Dank an das , Team Scaffold”!

Alle fiir diese Arbeit verwendeten Staple-Oligonukleotide wurden von der Firma Eu-
rofins Genomics bezogen. Verschiedene Staple-Gruppen wurden in verschiedenen Rein-
heitsgraden bestellt:

HPLC  Die interaktionspartnertragenden Staples fiir die Einzelmolekiil-
Experimente und alle Staples mit Fluoreszenzfarbstoffmodifikationen

HYPUR Das Kompetitor-Oligonukleotid und die interaktionspartnertragenden
Staples fiir die Ensemble-Kompetitions-Studie

HPSF Alle anderen Staples

Listen mit den Staple-Sequenzen finden sich in den zusétzlichen Informationen zu [138].

A.1.2 Puffer
CutSmart

Standardpuffer der Firma New England Biolabs (NEB) fiir Enzymreaktionen.
50 mM Kaliumacetat | 20 mM Tris-Acetat | 10 mM Magnesiumacetat | 100 ng/ml BSA

FoB500N

5mM Tris-HCI (pH 8) | 1 mM EDTA | 500 mM NaCl

0,5xTBE

44 5 mM Tris | 44,5 mM Borsdure | 1mM EDTA
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6xGel-Ladepuffer

5mM Tris | 15 % (w/v) Ficoll-400 | 0,1 % (w/v) Bromphenolblau

T50

10 mM Tris | 50 mM NaCl

10xTE

100 mM Tris | 10mM EDTA

Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmepuffer (FM-AB)

100 mM Tris-HCl (pH 8) | 2mM Trolox | 0,8 % (v/v) D-Glucose |
442 U/ml Glucose-Oxidase | 2170 U/ml Catalase | 150 mM oder 500 mM oder 1 M NaCl

(Trolox, Glucose, Glucose-Oxidase und Catalase von Sigma-Aldrich)

Fluoreszenzmikroskopie-Waschpuffer (FM-WB)

Wie FM-AB, jedoch ohne Glucose-Oxidase und Catalase.

A.2 Laborprotokolle

A.2.1 Herstellung der DNA-Nano-Objekte
Selbstassemblierungsreaktionen

Die Reaktionsgemische fiir die Selbstassemblierung der DNA-Nano-Objekte hatten stan-
dardméflig ein Volumen von 50 pl. Als Faltungspuffer wurde standardméflig einfacher
CutSmart-Puffer verwendet. Scaffold und Staples wurden standardmaéfig in folgenden
finalen Konzentrationen eingesetzt:

10nM Scaffold
12,5nM Interaktionspartnertragende Staples

50nM Zum auszuschneidenden Scaffold-Teil komplementire Staples
100nM Alle anderen Staples

Die Reaktionsgemische wurden in einer PCR-Apparatur vom Typ Tetrad (MJ Research,
frither: Bio-Rad) standardméfsig der folgenden Temperaturabfolge unterzogen: 65 °C fiir
15 Min., dann schrittweise Abkiihlung (1h pro °C) tiber den Bereich von 60 bis 40 °C.
Die Proben wurden entweder direkt weiterverarbeitet oder bis zur Weiterverarbeitung
bei 4 °C gelagert.
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Verdau mit Restriktionsenzym Cla |

Jedes Reaktionsgemisch fiir den enzymatischen Verdau enthielt 10l des Reaktions-
gemischs einer Selbstassemblierungsreaktion und 10 U Cla I (New England Biolabs), bei
einer finalen Konzentration von 1xCutSmart-Puffer in einem Gesamtvolumen von 50 pl.
Dieses neue Gemisch wurde fiir 2h bei 37 °C inkubiert und im Anschluss entweder
direkt weiterverarbeitet oder bis zur Weiterverarbeitung bei 4 °C gelagert.

A.2.2 Gel-Elektrophorese

Die Gele zur Auftrennung von Proben der hergestellten DNA-Nano-Objekte enthiel-
ten standardmaéfig 0,8 % (w/w) UltraPure Agarose (Invitrogen) und 4,4 mM MgCl, in
0,5XTBE-Puffer. Der Laufpuffer war standardmaflig 0,5xXTBE-Puffer mit 4,4 mM MgCl, .
Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben der hergestellten DN A-Nano-Objekte
im Verhiltnis 5:1 mit 6xGel-Ladepuffer vermischt. Die Auftrennung im Gel erfolgte tiber
eine Laufzeit von mindestens 90 Minuten bei einer Spannung von 75V. Wahrend der
Laufzeit wurde die Gelkammer zur Kiithlung in ein Eiswasserbad gestellt. Bei Laufzei-
ten von mehr als 90 Minuten wurden der Laufpuffer und das Eiswasserbad standard-
méflig alle 90 Minuten erneuert. Die Gele wurden mit einem Laser-Scanner (Modell:
Typhoon FLA 9500, GE Healthcare) gescannt. Die Abbildung der DNA-Nano-Objekte
im Gel erfolgte dabei tiber passende Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe Cy3 bzw. Cy5
und Detektion des entsprechenden Fluoreszenzlichts.

Aufreinigung der DNA-Nano-Objekte aus Agarose-Gelen

Fiir die TMFM-Experimente wurden die DNA-Nano-Objekte aus Agarose-Gelen aufge-
reinigt. Vor dem Scan wurden die Rander des jeweiligen Aufreinigungsgels an mehreren
Stellen eingekerbt. Auf einem Ausdruck des Gel-Scans wurden die Objekt-Banden mar-
kiert. Der Ausdruck wurde unter eine transparente Platte gelegt. Das Gel wurde auf
die Platte gelegt und tiber die Kerben an den Réandern mit dem Ausdruck biindig aus-
gerichtet. An den Positionen der markierten Banden wurden Stiicke aus dem Gel aus-
geschnitten. Die DNA-Nano-Objekte wurden per Zentrifugation durch Zelluloseacetat-
Filter mit einer Porengrofie von 0,45 um (Bio-Rad oder Costar) aus den ausgeschnittenen
Gel-Stiicken extrahiert. Der Filter-Durchfluss wurde entweder direkt weiterverarbeitet
oder bis zur Weiterverarbeitung bei 4 °C gelagert.

A.2.3 Size Exclusion Chromatography (SEC)

Fir SEC wurde eine Apparatur vom Typ 1260 Infinity (Agilent Technologies) mit ei-
ner Saule vom Typ Bio SEC-5 (Agilent Technologies) verwendet. Proben der verdau-
ten DNA-Nano-Objekte wurden im Verhiltnis 1:1 mit FOB500N-Puffer vermischt. Die
Mischung wurde bei Raumtemperatur iiber Nacht equilibriert und dann in den Auto-
sampler der Apparatur geladen. Die Probe wurde mit FoB500N-Puffer bei einer Fluss-
rate von 2,0 ml/min durch die Sdule gespiilt. Die Zeit je Fraktion betrug 0,17 Minuten.
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Auswahl der Fraktionen fiir die Ensemble-Kompetitions-Experimente

Proben aus den SEC-Fraktionen wurden in Agarose-Gelen analysiert. Jene Fraktionen,
die im Gel die Bande der intakten Spezies, aber keine Bande der defekten Spezies zeig-
ten, wurden zur Weiterverwendung in den Ensemble-Kompetitions-Experimenten zu
einem grofien Probenvolumen kombiniert. Zur Vermeidung von Adsorption der DNA-
Nano-Objekte an den Reaktionsgefdfswanden wurden Triton X-100 und TWEEN 20 (bei-
de Sigma-Aldrich) in einer finalen Konzentration von jeweils 0,05 % (v/v) hinzugefiigt.
Bis zur Weiterverwendung wurde die Probe bei 4 °C gelagert.

A.2.4 Einzelmolekiil-Fluoreszenzmikroskopie
Herstellung der Probenkammern

Zundchst wurden Deckglédschen fiir die Boden der Probenkammern einseitig mit einer
Mischung im Verhiltnis 1:1000 oder 1:100 von bioPEG-Silan zu mPEG-Silan (Laysan Bio)
nach der in [174] beschriebenen Prozedur funktionalisiert. Die Probenkammern wurden
durch Aufsetzen eines griindlich gereinigten Plexiglasblocks mit Laser-geschnittenen
zylinderformigen Aussparungen auf die bioPEG/mPEG-funktionalisierte Oberfldche
hergestellt. Dabei wurden alle Grenzflichen zwischen Deckglas und Plexiglasblock mit
Vakuumfett abgedichtet. Die offene Oberseite der Probenkammern wurde mit einem
griindlich gereinigten, sonst unbehandelten Deckgldschen abgedeckt, das nur zum pi-
pettieren in die Kammer oder aus der Kammer abgenommen wurde.

Probenpraparation fiir die TMFM-Versuche

Eine Losung von 0,05 mg/ml NeutrAvidin (Invitrogen) in T50-Puffer wurde in die Pro-
benkammer pipettiert und dort fiir mindestens 30 Minuten belassen. Uberschiissiges
NeutrAvidin wurde mit T50-Puffer abgewaschen. Anschlieffend wurde die Kammer mit
10xTE-Puffer gespiilt, der zusatzlich 500 mM NaCl enthielt.

Die Gel-aufgereinigten DNA-Nano-Objekte wurden vor der Einbringung in die Pro-
benkammer je nach Probe fiinf- bis zwanzigfach verdiinnt. Zur Verdiinnung wurde
10xTE-Puffer verwendet, der zusitzlich dieselbe NaCl-Konzentration enthielt wie der
FM-AB fiir die erste Aufnahme der jeweiligen Probe (150 mM oder 500 mM). Die ver-
diinnte Probe von DNA-Nano-Objekten wurde in die Probenkammer pipettiert und
dort in der Regel fiir wenige Minuten belassen, bis eine geeignete Oberflachendichte
von DNA-Nano-Objekten (50 bis 200 Objekte pro Mikroskopie-Sichtfeld) erreicht war.
Uberschiissige DNA-Nano-Objekte wurden mit FM-WB abgewaschen.

Um einen vorzeitigen Start der enzymatischen Reaktionen von Glucose-Oxidase und
Catalase zu verhindern, wurde der FM-AB erst kurz vor dem Start jeder Aufnahme
angemischt. Der Puffer in der Probenkammer wurde gegen den frisch angemischten
FM-AB ausgetauscht. Dann wurde eine geeignete Stelle der Probenoberfliche ausge-
wahlt und die Aufnahme gestartet. Vor jeder weiteren Aufnahme wurde griindlich mit
FM-WB gewaschen und die Kammer mit frisch angemischtem FM-AB gefiillt.
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Besonderheit bei den Na*-Konzentrations-Reihen

Fiir die [Na']|-Reihen wurden jeweils an derselben Probe von DNA-Nano-Objekten
mehrere Messungen bei verschiedenen Na*-Konzentrationen vorgenommen. Dabei wur-
de mit der niedrigsten Na*-Konzentration der jeweiligen Reihe begonnen (150 mM fiir
Proben von Objekten mit L = 546bp und L = 1554 bp, 500 mM fiir Proben von Objek-
ten mit L = 2562bp). Bei jeder Na*-Konzentration wurden TMFM-Aufnahmen von je
75 Minuten Dauer an zwei verschiedenen Orten der Probenoberfliche aufgenommen,
bevor die Na*™-Konzentration auf den ndchsthoheren Wert erhoht wurde.

Zwischen zwei Messungen bei derselben Na*™-Konzentration wurde die Probenkam-
mer mit FM-WB mit derselben Na*-Konzentration gespiilt und anschlieffend mit frisch
angemischtem FM-AB mit derselben Na*-Konzentration gefiillt. Bei jeder Erhchung der
Na*-Konzentration wurde die Probenkammer griindlich mit FM-WB mit der neuen
Na*-Konzentration gespiilt und anschlieffend mit frisch angemischtem FM-AB mit der
neuen Na*-Konzentration gefiillt.

A.3 Software

Entwurf der DNA-Nano-Objekte und Interaktionspartnerpaare

Die DNA-Nano-Objekte wurden mithilfe von caDNAno v0.2, caDNAnoSQ [93] und
CanDo [91,94] entworfen. Die Positionen der Erkennungsmotive fiir die Restriktions-
endonuklease Cla I im Scaffold wurden mit dem Programm EnzymeX (Nucleobytes)
bestimmt.

Auswertung der Fluoreszenzmikroskopiedaten

Die Auswertung der Fluoreszenzmikroskopiedaten erfolgte mit MATLAB (MathWorks).
Der Programmcode ist tiber das folgende GitHub-Repositorium frei zugénglich:
https://github.com/mschickinger/TMFM






B Erganzende Informationen zu Kapitel 2

B.1 Kompensation des Drifts der TMFM-Probe in der xy-Ebene

Der Tracking-Algorithmus liefert letztendlich fiir jede Reporter-Einheit Abfolgen von x-
und y-Koordinaten zu insgesamt T dquidistanten Zeitpunkten

(x(t),y(t), t=1,23,...,T

Die Koordinatenpaare reprédsentieren die Projektion der Position der entsprechenden
Reporter-Einheit auf die xy-Ebene. Abbildung B.1a zeigt die Abfolgen (x(t) ,y(t)) der
mobilen Reporter-Einheit eines DNA-Nano-Objekts ohne Interaktionspartner. Da in na-
hezu jeder Messung Drift der Probe in der xy-Ebene auftrat, erscheint ein Streudia-
gramm der getrackten xy-Positionen in der Regel asymmetrisch und in die Richtung
des Drifts elongiert, wie Abb. B.1b verdeutlicht. Zur Drift-Korrektur in xy-Richtung
wurden jeweils die mittleren xy-Positionen per Median-Bildung iiber ein Intervall von
101 Einzelbildern abgeschatzt (vgl. Abb. B.1a und b):

med (x(t—50), ... ,x(t+50)) firt € {51,...,T—50}
X(t) = < x(51) firt € {1,...,50} (B.1)
X(T —50) firte{T—49,...,T}

(analog fiir y(t))

Anschliefiend wurden die xy-Auslenkungen der Reporter-Einheiten aus diesen mittleren
Positionen berechnet (vgl. Abb. B.1¢ und d):

(Ax(t), Ay(t)) = (x(t),y(t)) — (X(t),Y(1)) (B.2)

Bei einer Bildrate der Aufnahme von 10 Bildern pro Sekunde entfernt diese Form der
Drift-Korrektur Komponenten der Bewegung der Reporter-Einheiten auf einer Zeitskala
von mehr als etwa 10 Sekunden bzw. mit einer Frequenz von weniger als etwa 0,1 Hz.
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Abbildung B.1: Driftkorrektur
(a) Punkte: Abfolgen der Koordinaten der getrackten Position x(t) und y(t). Schwarze Linien: Abfolgen von X(t)
und y(t) nach Gl. (B.1). (b) Punkte: Streudiagramm der getrackten xy-Position. Schwarze Linie: Bahn der

geschatzten mittleren Position (?(t) ,?(t)). (c) Streudiagramm der Auslenkung aus der geschétzten mittleren
Position (Ax(t), Ay(t)) nach Gl. (B.2). (d) Abfolgen von Ax(t) und Ay(t).
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B.2 Erprobung der HMM-Analyse an simulierten Datensatzen

Um die Verldsslichkeit der Ermittlung von Zustandsabfolgen allein basierend auf der
unterschiedlichen Breite der Auslenkungsverteilungen zu {tiberpriifen, wurde die im-
plementierte HMM-Prozedur (vgl. Abschnitt 3.2) an simulierten Datensétzen erprobt.

Zur Erstellung einer simulierten verborgenen Zustandsabfolge werden exponential-
verteilte Pseudozufallszahlen mit den Erwartungswerten tgp; bzw. Ty, generiert.
Diese Zufallszahlen stellen die simulierten Verweildauern des Systems in den verborge-
nen Zustanden 1 und 2 dar. Abwechselnde Aneinanderreihung einzelner Verweildauern
in den zwei Zustdnden und Auslesen des aktuellen simulierten Zustands zu den dqui-
distanten Zeitpunkten 1, ..., T liefert eine simulierte verborgene Zustandsabfolge

CSIM(l) AN CSIM(T)

Fiir die dazugehorige simulierte Observablenabfolge bzw. Auslenkungsabfolge werden
Pseudozufallszahlen aus Normalverteilungen mit Erwartungswert 0 und Standardab-
weichung ogp; 1 bzw. oy, gezogen, wobei stets gy, > Ogpyyq gilt. Jedem Zeitpunkt
wird ein Wertepaar aus der dem Zustand (spv(t) entsprechenden Verteilung zugeord-
net. So entsteht eine simulierte Auslenkungsabfolge

(Axsmv(1), Ayspm(1)) , - .., (Axspm(T) , Ayspu(T))

mit abwechselnden Intervallen niedriger bzw. hoher Streuung der Auslenkungen.

Mit der HMM-Analyse (vgl. Abschnitte 3.1 und 3.2) kann aus einer simulierten Aus-
lenkungsabfolge eine Schiatzung fiir die wahrscheinlichste verborgene Zustandsabfolge

gewonnen werden !. Eine Moglichkeit zur Qualititskontrolle der HMM-Analyse besteht
im Vergleich zwischen der simulierten verborgenen Zustandsabfolge (Abb. B.2a) und
der durch die HMM-Prozedur ausgegebenen Schidtzung (Abb. B.2b). In der Regel ist
die Zustandszuweisung durch den HMM-Algorithmus nicht zu 100 % korrekt, sprich:
Einem gewissen Anteil der Zeitpunkte mit (gp,(t) = 1 wird der Zustand z(t) # i zu-
gewiesen (Abb. B.2c). Eine fehlerhafte Zustandszuweisung kann einerseits zur Folge
haben, dass einzelne Ubergénge zwischen den Zustinden in der Abfolge z im Ver-
gleich zur Abfolge Cspv zeitlich verschoben sind, wodurch einzelne Verweildauern in
den Zustdnden in der Abfolge z im Vergleich zur Abfolge Cspv kiirzer oder langer aus-
fallen. Andererseits kann es vorkommen, dass kurze Aufenthalte tiberhaupt nicht regis-
triert, d. h. sozusagen , verpasst” werden (vgl. durch Pfeile gekennzeichnete Beispiele in
Abb. B.2, nahe den Indices 130 und 3080).

In der HMM-Analyse der simulierten Daten wurden die Abfolgen zur Betrachtung der Emissionswahr-
scheinlichkeiten nicht wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben in mehrere Segmente unterteilt. Die Verteilung
der Emissionswahrscheinlichkeiten wurde fiir jede simulierte Abfolge mit einer einzigen bivariaten
Normalverteilung modelliert.
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Abbildung B.2: Vergleich der simulierten Zustandsabfolge mit der Schatzung durch die HMM-Prozedur
(a) Simulierte Abfolge von Zustdnden (g, und dazugehdrige simulierte Abfolgen von x- und
y-Auslenkungen. Auslenkungen wéhrend Aufenthalten mit (g, = 1 in Griin, wéhrend Aufenthalten mit
Cgqim = 2in Violett. Pfeile kennzeichnen jeweils einen durch die HMM-Analyse verpassten kurzen Aufenthalt
in Zustand 1 bzw. Zustand 2. (b) Durch den HMM-Algorithmus bestimmte Zustandsabfolge z und entspre-
chend eingefarbte Auslenkungsabfolgen (z =1 in Rot, z =2 in Blau). Pfeile: wie in a. (¢) Vergleich der
Zustandsabfolgen z und Cg,,,. Das Niveau der schwarzen Linie zeigt eine korrekte Zuweisung (oben) bzw.
falsche Zuweisung (unten) des Zustands in z an. Darunter: Jeweilige Dauer der Intervalle mit (g, = 1 und
z =2 (<) bzw. { gy = 2und z = 1 (x). Pfeile: wie in a.
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Es wurden simulierte Datensétze mit verschiedenen Kombinationen von Erwartungs-
werten Tgp; und Tgp,, filir die Verweildauern sowie verschiedenen Werten der Stan-
dardabweichungen ogp; und ogp, generiert und mit der HMM-Prozedur analysiert.
In diesem Abschnitt werden exemplarisch die Ergebnisse der Analyse von simulier-
ten Datensédtzen mit allen moglichen Kombinationen von Tgp;, Tspyo € {50,150,500 }
gezeigt. Die Werte der Standardabweichungen der simulierten Auslenkungsverteilun-
gen betragen dabei og; = 0,5 und ogp, = 1,2. Das Verhiltnis dieser beiden Werte
entspricht etwa dem Verhiltnis der bei Objekten mit L=1554bp und distaler Veran-
kerungsgeometrie im Experiment beobachteten Standardabweichungen der Auslenkun-
gen im hybridisierten bzw. dissoziierten Zustand. Jeder simulierte Datensatz umfasste
100 Zustandsabfolgen sowie die dazugehorigen Auslenkungsabfolgen, mit einer jewei-
ligen Abfolgenldnge von T = 45000. Dementsprechend kann jeder simulierte Datensatz
als Nachahmung einer TMFM-Messung einer Probe von 100 Objekten iiber einen Zeit-
raum von 75 Minuten mit einer Bildrate von 10 Bildern pro Sekunde angesehen werden,
wobei die wahren charakteristischen Verweildauer in den Zustinden 0,1s - TomM1 und
0,1s - Tgp, betragen.

Zur Qualitatskontrolle der HMM-Prozedur wurden fiir jeden Datensatz die folgenden
Merkmale betrachtet:

* Die Quote von Zeitpunkten mit korrekter Zustandszuweisung z(t) = Cspm(t)
¢ Das Ausmaf3 verpasster Aufenthalte in Abhingigkeit ihrer Verweildauer

¢ Die Abweichung der Verweildauerverteilungen aus den vom HMM-Algorithmus
bestimmten z-Abfolgen von den der Simulation zu Grunde liegenden Exponenti-
alverteilungen

¢ Die Abweichungen der Maximum-Likelihood-Schétzer fiir die charakteristischen
Verweildauern in den Zustdnden ohne Beriicksichtigung verpasster Aufenthalte
von den Erwartungswerten der urspriinglichen Verteilungen gy, ; und tgp»

Verlasslichkeit der Zustandszuweisung

Die Quote korrekter Zustandszuweisung durch den HMM-Algorithmus ist allgemein
gesprochen sehr hoch und korreliert mit den Werten von tgp,; und tgy, (Abb. B.3).
Im Fall g1 = Topy, = 500 weist der HMM-Algorithmus in jeder der 100 Abfolgen des
simulierten Datensatzes mindestens 99,7 % der Zeitpunkte den korrekten Zustand zu.
Fir tgpgq = Top = 50 ist die Zustandszuweisung immer noch in mindestens 97,4 %
der Zeitpunkte jeder Abfolge korrekt. Die mit rund 95,4 % geringste Quote der korrekten
Erkennung des Zustands 1 trat in einer Abfolge des Datensatzes mit Tsp; = 50 und
Tsmme = 500 auf. Die mit rund 94,6 % geringste Quote der korrekten Erkennung des
Zustands 2 trat in einer Abfolge des Datensatzes mit tsp; = 500 und T2 = 50 auf.
Desweiteren fdllt auf, dass fiir alle Datensdtze mit tspv1 = Tsime die Quote korrekt
erkannter Zeitpunkte im Zustand 1 im Mittel hoher ist als die Quote korrekt erkannter
Zeitpunkte im Zustand 2.
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Abbildung B.3: Quote korrekter Zustandszuweisung durch den HMM-Algorithmus

Statistik Gber die korrekte Zustandszuweisung fur neun verschiedene simulierte, mit dem HMM-Algorithmus
analysierte Datenséatze. Anzahlen der Zustandsabfolgen von insgesamt Hundert pro Datensatz mit einer kor-
rekten Zuweisung zu Q oder mehr Prozent der Zeitpunkte mit Cgim(t) =1 (rot), der Zeitpunkte mit (gu(t) =2
(blau) und insgesamt (grau). Oberhalb der Diagramme sind jeweils die Erwartungswerte Tom1,Tsime2 der
Exponentialverteilungen fir die zufallsgenerierten Verweildauern angegeben.
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Abbildung B.4: Verpasste und detektierte Aufenthalte mit Verweildauern bis zu zwei Sekunden

Gestapelte Balkendiagramme flr neun verschiedene simulierte, mit dem HMM-Algorithmus analysierte Da-
tensatze. Anzahlen der verpassten Aufenthalte mit einer bestimmten Verweildauer in Violett (Zustand 1)
bzw. Griin (Zustand 2). Anzahlen der detektierten Aufenthalte mit einer bestimmten Verweildauer in Rot (Zu-
stand 1) bzw. Blau (Zustand 2). Oberhalb der Diagramme sind jeweils die Erwartungswerte Tgy; 1, Ty 2
der Exponentialverteilungen fUr die zufallsgenerierten Verweildauern angegeben.



154 B. ERGANZENDE INFORMATIONEN ZU KAPITEL 2

Verpasste Aufenthalte

In der Analyse jedes der simulierten Datensdtze wurden kurze Aufenthalte verpasst.
Der Anteil verpasster Aufenthalte korreliert dabei invers mit der Hohe der Werte von
Tgmv 1 Und Ty »: Fiir den Datensatz mit tgp ; = Tgpy, = 500 werden rund 2 % resp. 1%
der Aufenthalte in Zustand 1 resp. 2 nicht detektiert. Fiir alle Datensdtze mit tgy; = 50
werden tiber 10 % der Aufenthalte im Zustand 1 nicht erkannt, mit einem Maximalwert
von mehr als 17 % nicht erkannter Aufenthalte im Zustand 1 fiir den Datensatz mit
Top,1 = 50 und tgp,, = 500.

Die maximale Verweildauer verpasster Aufenthalte liegt bei 23. Alle Aufenthalte mit
einer Dauer von mindestens 24 in den simulierten Zustandsabfolgen erscheinen durch
vereinzelte fehlerhafte Zustandszuweisung womdoglich verkiirzt, werden aber dennoch
detektiert. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Aufenthalt in der HMM-Analyse verloren
geht, steigt mit abnehmender Verweildauer der Aufenthalte (Abb. B.4). Fiir die Mehr-
zahl der simulierten Datensédtze wird unterhalb einer Verweildauer von etwa 10 resp. 5
ein betrdchtlicher Anteil der Aufenthalte im Zustand 1 resp. 2 verpasst. Wahrend in
den Datensdtzen mit tsiv1 = Tsmve der Zustand 1 bei der Quote der korrekten Zu-
standszuweisung besser abschneidet, verhilt es sich beim Verpassen kurzer Aufenthalte
umgekehrt: Fiir jeden Datensatz mit Tsmi1 = Tsmv2 ist der Anteil verpasster Aufenthalte
im Zustand 1 hoher als im Zustand 2.

Verfalschung der Verweildauerverteilungen durch verpasste Aufenthalte

Das Verpassen von Aufenthalten verzerrt die empirischen Verweildauerstatistiken der
Zustande auf zweierlei Weise: Wird z. B. ein kurzer Aufenthalt im Zustand 1 verpasst,
geht dieser Aufenthalt erstens nicht in die Statistik der Verweildauern des Systems im
Zustand 1 ein. Zweitens erscheinen der vorherige und der nachfolgende Aufenthalt
im Zustand 2 nicht als separate Aufenthalte, sondern verschmelzen zu einem einzigen
Aufenthalt mit entsprechend liangerer Verweildauer. Im Vergleich der empirischen, aus
den Zustandsabfolgen z gewonnenen Verweildauerverteilungen mit den Exponential-
verteilungen zur Erzeugung der simulierten Verweildauern ist die Verzerrung nachvoll-
ziehbar (Abb. B.5). Bei kiirzeren bis mittleren Verweildauern weichen die empirischen
Verteilungen deutlich von den theoretischen, der Simulation zu Grunde liegenden Ver-
teilungen ab.

Schéatzung der charakteristischen Verweildauern ohne Beriicksichtigung verpasster
Aufenthalte

Wird eine Stichprobe von Zufallszahlen aus einer zu Grunde liegenden Exponential-
verteilung gezogen, so ist der Maximum-Likelihood-Schétzer fiir den Erwartungswert
dieser Exponentialverteilung das arithmetische Mittel der Stichprobenwerte. Bei Ver-
nachldssigung des Verpassens kurzer Aufenthalte durch die HMM-Analyse ist der naive
Schatzer fiir die charakteristische Verweildauer im Zustand i das arithmetische Mittel
Oamm,i aller aus den Zustandsabfolgen z extrahierten Verweildauern im Zustand 1i. Die-
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Abbildung B.5: Vergleich der empirischen und theoretischen Verweildauerverteilungen

Rote resp. blaue Linien: Empirische kumulierte relative Haufigkeiten der Verweildauern in Zustand 1 (jeweils
oberes Diagramm) resp. Zustand 2 (jeweils unteres Diagramm) aus den Zustandsabfolgen z von neun si-
mulierten, mit dem HMM-Algorithmus analysierten Datensatzen. Graue Kurven: Exponentialverteilungen mit
Erwartungswert Toim1 €SP Tgm 2 fur die zufallsgenerierten Verweildauern des Datensatzes. Die jeweiligen
Werte Tgy 1 , Tgy,2 Sind oberhalb der Diagramme angegeben.
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Tabelle B.1: Geschéatzte Verweildauern ohne Beriicksichtigung verpasster Aufenthalte
Tsim,1 'eSP. Tgyy o Erwartungswerte der Exponentialverteilungen fiir die simulierten Verweildauern im Zu-

stand 1 resp. 2. O, ; resp. Og), »: Arithmetische Mittel der simulierten Verweildauern im Zustand 1 resp. 2.

O, 1 resp- Oy o: Arithmetische Mittel der empirischen, aus den Zustandsabfolgen z extrahierten Verweil-
dauern im Zustand 1 resp. 2. Ngy 15 Ngjy 2 Npwm, 15 N 2 Jeweilige Gesamtzahl der in den Mittelwert

eingehenden einzelnen Verweildauern.

Tomv1  Tsmm2 % % m m
(NSIM,l) (NSIM,Z) (NHMM,l) (N HMM,Z)

50 50 50,1 49,6 61,5 59,8
(45015) (45015) (36988) (36980)

50 150 49,6 150,4 60,1 181,4
(22454) (22403) (18566) (18509)

50 500 50,1 4959 61,1 604,1
(8185) (8110) (6681) (6602)

150 50 149,8 50,0 169,8 55,5
(22414) (22475) (19858) (19918)

150 150 150,2 1494 164,5 162,44
(14944) (14942) (13687) (13684)

150 500 150,6 495,8 163,1 534,6
(6893) (6837) (6383) (6326)

500 50 493,3 50,0 5473 54,4
(8147) (8228) (7337) (7420)

500 150 496,3 149,9 521,2 156,3
(6851) (6902) (6530) (6581)

500 500 504,7 490,0 521,2 504,6
(4453) (4448) (4318) (4310)

ser Mittelwert tiberschétzt jedoch fiir beide Zustdande die charakteristische Verweildauer
gegeniiber dem Erwartungswert der zu Grunde liegenden Exponentialverteilung sowie
gegeniiber dem Mittelwert Ogpy i der simulierten Verweildauern im Zustand i (Tab. B.1).
Der relative Fehler des Schitzers ist umso grofier, je kleiner die tatsdchlichen Erwar-
tungswerte Tgp; und Tgp, sind. Bei allen Datensdtzen mit g, ; = 50 werden bei
naiver Mittelung ohne Berticksichtigung verpasster Aufenthalte die charakteristischen
Verweildauern um mehr als 20 % tiberschétzt.

Um eine derartige Uberschitzung der charakteristischen Verweildauern in der Aus-
wertung der experimentellen TMFM-Daten zu umgehen oder zumindest bestmdoglich
abzuschwachen, wurde eine Prozedur zur Kompensation des Effekts verpasster Auf-
enthalte basierend auf der Methode von Stigler et al. [108] angewandt. Abschnitt 3.3.2
beschreibt diese Prozedur.
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Tabelle C.1: Uberblick iiber die charakteristischen Lebensdauern und Raten sowie die Umfinge der
Datensétze der verschiedenen TMFM-Messungen an kurzen Duplexen
L: Konturlange des Leinenstlicks zwischen den Interaktionspartnern. T, resp. T,: Charakteristische Verweil-
dauern der jeweiligen Hauptpopulationen (vgl. Abschnitt 3.3.3) im hybridisierten resp. dissoziierten Zustand
nach Gl. (3.8). kt: Dissoziationsrate (1/11). kon: Assoziationsrate (1/12). Fehler in Ty, T,, kotf und kon jeweils
= 3 Obootstrap (VgIl. Abschnitt 3.3.4). Ny resp. No: Anzahl der einzelnen Verweildauern im hybridisierten resp.
dissoziierten Zustand. Nyp: Anzahl der DNA-Nano-Obijekte in der jeweiligen Hauptpopulation.

Verankerungs- a:(rt]ltc?rrws L s?agzi:z [NaCl] T, 1, Kot Kon N N, N
geometrie I:Elgg)e (bp) Strang B (M) ) ©) s s 1 2 HP
546 2451 +0,66 12,85 =+0,33| 0,0408 +0,0011| 0,0778 +0,0020| 14296 | 14160 | 170
1554 0,5 19,42 +0,45| 29,59 +0,70| 0,0515 +0,0012( 0,0338 +0,0008| 18053 | 18137 | 256
2562 20,92 +1,05 104,17 +543| 0,0478 +0,0024| 0,0096 +0,0005 4022 | 4111 | 154
0,15 16,10 =+0,73| 36,36 =+1,72| 0,0621 +0,0028 0,0275 +0,0013| 4436 | 4486 | 77
546 0,5 20,79 +0,86 12,66 =+0,53| 0,0481 +0,0020| 0,0790 +0,0033| 5159 | 5104 | 62
CAGGAACG 1,0 17,67 +1,00 8,14 +0,54| 0,0566 +0,0032( 0,1229 +0,0081| 3359 | 3298 | 47
0,15 20,08 +1,37| 98,04 7,69 0,0498 +0,0034| 0,0102 +0,0008| 1835 | 1978 | 80
1554 0,5 20,62 1,23/ 30,12 £1,81| 0,0485 +0,0029| 0,0332 +0,0020| 2621 | 2624 | 56
Distal 8 1,0 17,48 +0,92( 18,55 +0,96| 0,0572 +0,0030| 0,0539 +0,0028( 3528 | 3454 | 66
0,5 20,24 +1,23| 96,15 £6,47| 0,0494 +0,0030| 0,0104 +0,0007| 2487 | 2515 | 84
2002 1,0 14,86 +0,79| 56,18 +3,16| 0,0673 +0,0036| 0,0178 +0,0010( 3425 | 3463 | 71
1554 ccTccTce 12,38 +0,20 2,74 +0,04| 0,0808 +0,0013| 0,3649 +0,0058( 43061 | 42652 | 248
1554 TACGCCAT 16,42 +0,32 551 +0,11] 0,0609 +0,0012( 0,1814 +0,0037| 23702 | 23469 | 167
1554  ACGCATCA 27,47 +045| 548 0,10 0,0364 +0,0006| 0,1824 +0,0032| 33665 | 33193 | 366
1554 CGCGATAT 08 25,06 +0,44 6,74 +0,11] 0,0399 +0,0007( 0,1484 +0,0025| 33425 | 32980 | 336
1554  ACTCTCGT 6,41 0,18 42,19 1,25/ 0,1561 +0,0044| 0,0237 +0,0007( 11704 | 12049 | 212
1554 ACGCAGTA 8,70 +1,06| 454,55 +61,98| 0,1150 +0,0140( 0,0022 +0,0003| 538 808 | 230
546 20,92 +0,92| 4329 2,06 0,0478 +0,0021| 0,0231 +0,0011| 5078 | 5128 | 128
1050 18,94 £1,65| 109,89 +9,66( 0,0528 +0,0046| 0,0091 +0,0008| 1678 | 1758 | 123
} 8 1554 CAGGRACG 0,5 16,08 +0,90| 119,05 =+7,09 0,0622 +0,0035 0,0084 +0,0005| 2771 | 3158 | 186
Proximal 2058 14,93 +0,89| 196,08 +15,38( 0,0670 +0,0040( 0,0051 +0,0004| 2360 | 2560 | 202
2562 16,29 +1,33| 256,41 +19,72| 0,0614 +0,0050( 0,0039 +0,0003| 1356 | 1473 | 159
9 1050 CCAGAGACG 0,5 303,03 +27,55 35,46 +3,14| 0,0033 +0,0003| 0,0282 +0,0025( 2165 | 1881 | 223

157
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Abbildung C.1: Helligkeit und gemessene Beweglichkeit einer mobilen Reporter-Einheit, Bsp. 3
Objekt mit Interaktionspartnern in distaler Verankerungsgeometrie, Konturlange L = 546 bp. (a) Grau: Hellig-
keitsabfolge I(t). Schwarz: Median-gefilterte Helligkeitsabfolge Imeq,10 Nach Gl. (2.3). (b) Abfolgen der radia-
len Auslenkung r nach Gleichung (2.1) und von rrums 20 hach Gleichung (2.2) tber die gesamte Dauer der
Messung. (c) Drei verschiedene jeweils 3 Minuten lange Ausschnitte der Abfolgen von r und rrms 2.
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Abbildung C.2: Helligkeit und gemessene Beweglichkeit einer mobilen Reporter-Einheit, Bsp. 4
Objekt mit Interaktionspartnern in proximaler Verankerungsgeometrie, Konturldnge L = 2058 bp. (a) Grau:
Helligkeitsabfolge I(t). Schwarz: Median-gefilterte Helligkeitsabfolge Imeq,10 Nach Gl. (2.3). (b) Abfolgen der

radialen Auslenkung r nach Gleichung (2.1) und von rgus 20 nach Gleichung (2.2) tUber die gesamte Dauer
der Messung. (c) Drei verschiedene jeweils 3 Minuten lange Ausschnitte der Abfolgen von r und rgms 2.
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Abbildung C.3: Helligkeits- und der Auslenkungsabfolgen einer mobilen Reporter-Einheit, Ref. B0-L6
(a) Schwarze Linie: Imeq,10, Median-gefilterte Abfolge der summierten Pixelhelligkeit um die Position der
Reporter-Einheit nach Gl. (2.3). (b) Punkte: Ax und Ay, Abfolgen der Auslenkungen in x- und y-Richtung
nach Gl. (2.2). In Farbe: Grenzen und Nummerierung der finf Zeitintervalle, denen die Kennzahlen und

Verteilungen in Tab. C.2 und Abb. C.4 entstammen.

Tabelle C.2: Kennzahlen der Helligkeit und der Auslenkungen fiir die in Abb. C.3 markierten Intervalle
k: Nummer des Intervalls. Imeq,10: Median-gefilterte summierte Pixelhelligkeit nach Gl. (2.3). Jeweils gerun-
dete Werte des Maximums, Medians und Minimums im k-ten Intervall. my x / my x: Arithmetisches Mittel der
Stichprobe von Ax/ Ay im k-ten Intervall. sy / sy k: Standardabweichung der Stichprobe von Ax/Ay im k-ten

Maximum Median Minimum

Intervall.
K Imed,10
1 11209 9464
2 7121 6575
3 6519 6288
4 6278 6091
5 6042 5856

8117

6285

6086

5920

5701

mx,k

0,003
-0,012
-0,008
-0,006

-0,024

0,010
0,020
-0,009
0,002

0,041

Sx,k

1,127
1,197
1,250
1,259

1,366

Sy,k

1,126
1,167
1,223
1,254

1,364
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Abbildung C.4: Verteilungen der Auslenkungsstichproben aus den fiinf Zeitintervallen

Verteilungen von Ax (linke Spalte) und Ay (rechte Spalte). Histogramme: Aus der relativen Haufigkeit ermittel-
te Wahrscheinlichkeitsdichte. Schwarze Linien: Kumulierte relative Haufigkeit. Farbige durchgezogene resp.
gestrichelte Linien: Normalverteilte Wahrscheinlichkeitsdichte resp. Verteilungsfunktion mit Erwartungswert
My k / my k (arithmetisches Mittel der Stichprobe) und Standardabweichung sy x / sy k (Standardabweichung
der Stichprobe), k € {1, ...,5}.
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Abbildung C.5: Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen von Stichproben aus Axgg von 30 mobilen
Reporter-Einheiten der Referenz B0-L2 Histogramme: Aus der relativen H&aufigkeit geschatzte Wahr-
scheinlichkeitsdichte. Blaue Linien: Normalverteilte Wahrscheinlichkeitsdichte nach Gl. (2.5). Die Stichpro-
ben sind nach dem Wert der Standardabweichung sortiert. Stichprobenumfang: je 1000 Bildperioden.
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Abbildung C.6: Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen von Stichproben aus Axgg von 30 mobilen
Reporter-Einheiten der Referenz B0-L4 Histogramme: Aus der relativen Haufigkeit geschatzte Wahr-
scheinlichkeitsdichte. Blaue Linien: Normalverteilte Wahrscheinlichkeitsdichte nach Gl. (2.5). Die Stichpro-
ben sind nach dem Wert der Standardabweichung sortiert. Stichprobenumfang: je 1000 Bildperioden.
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Abbildung C.7: Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen von Stichproben aus Axgg von 30 mobilen
Reporter-Einheiten der Referenz B0-L6 Histogramme: Aus der relativen H&aufigkeit geschatzte Wahr-
scheinlichkeitsdichte. Blaue Linien: Normalverteilte Wahrscheinlichkeitsdichte nach Gl. (2.5). Die Stichpro-
ben sind nach dem Wert der Standardabweichung sortiert. Stichprobenumfang: je 1000 Bildperioden.
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Abbildung C.8: Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen von Stichproben aus Axge von 30 mobilen
Reporter-Einheiten der Referenz B0-L10 Histogramme: Aus der relativen Haufigkeit geschatzte Wahr-
scheinlichkeitsdichte. Blaue Linien: Normalverteilte Wahrscheinlichkeitsdichte nach Gl. (2.5). Die Stichpro-
ben sind nach dem Wert der Standardabweichung sortiert. Stichprobenumfang: je 1000 Bildperioden.
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Abbildung C.9: Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen von Stichproben aus Axgg von 30 mobilen
Reporter-Einheiten der Referenz 0-L12 Histogramme: Aus der relativen Haufigkeit geschétzte Wahr-
scheinlichkeitsdichte. Blaue Linien: Normalverteilte Wahrscheinlichkeitsdichte nach Gl. (2.5). Die Stichpro-
ben sind nach dem Wert der Standardabweichung sortiert. Stichprobenumfang: je 1000 Bildperioden.
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Abbildung C.10: Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen von Stichproben aus Axgg von 30 mobilen
Reporter-Einheiten der Referenz i9p-L4 Histogramme: Aus der relativen Haufigkeit geschéatzte Wahr-
scheinlichkeitsdichte. Blaue Linien: Normalverteilte Wahrscheinlichkeitsdichte nach Gl. (2.5). Die Stichpro-
ben sind nach dem Wert der Standardabweichung sortiert. Stichprobenumfang: je 1000 Bildperioden.
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Abbildung C.11: Normierte Autokorrelationen der Abfolgen Ax, Axgg, Ay und Ayge mobiler Reporter-
Einheiten der Referenz i9p-L4 in vielen (N =1154) jeweils 500 Bildperioden langen Ausschnitten
(a) R(Ax,At), (b) R(Axge ,At), (c) R(Ay,At) und (d) R(Ayre, At) nach Gl. (2.6) fir zeitliche Verschie-
bungen At um 1 bis 20 Bildperioden (0,1 bis 2's bei einer Bildrate von 10 Bildern pro Sekunde). Die blauen
Flachen werden begrenzt durch die empirischen 0,005- und 0,995-Quantile der Menge der Werte aus allen
1154 Intervallen. Schwarze Kurven: jeweils arithmetisches Mittel der Werte aus allen 1154 Intervallen.
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Abb.C.12.1: CAGGAACG:CGTTCCTG, L =546 bp, distale Verankerungsgeometrie

Abbildung C.12: Verweildauerverteilungen im zeitlichen Verlauf der TMFM-Messungen

Empirische Verteilungen der kumulierten Wahrscheinlichkeit (CDF), ermittelt aus der relativen Haufigkeit der
einzelnen Verweildauern. Die Verweildauerachsen sind logarithmisch skaliert. Jedes Diagramm zeigt fiinf
Verteilungen. Jede dieser Verteilungen wurde nur aus den Verweildauern von Aufenthalten im jeweiligen Zu-
stand generiert, die innerhalb eines gewissen Zeitintervalls beginnen und enden. Legende: Zuordnung der
Kurven zu den Zeitintervallen. Zahlen in Klammern: jeweilige Anzahl der einzelnen Verweildauern, die in die
Verteilung dieses Zeitintervalls eingehen. Die Unterabbildungen C.12.1-C.12.13 zeigen eine derartige Be-
trachtung fiir Proben von DNA-Nano-Objekten mit verschiedenen Interaktionssequenzen, Konturlangen L
des Leinenstlcks zwischen den Interaktionspartnern und Verankerungsgeometrien (fir die Betrachtung
der Probe mit Interaktionssequenz CCTCCTCC: GGAGGAGG, L = 1554 bp und distaler Verankerungsgeome-
trie siehe Abb. 3.8). Alle TMFM-Messungen dieser Proben fanden bei [Na*] = 0,5M im Messpuffer statt.
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Abb. C.12.3: CAGGAACG:CGTTCCTG, L =2562bp, distale Verankerungsgeometrie
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Abb.C.12.4: CAGGAACG:CGTTCCTG, L =546 bp, proximale Verankerungsgeometrie
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Abb.C.12.5: CAGGAACG:CGTTCCTG, L =1050 bp, proximale Verankerungsgeometrie
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Abb.C.12.6: CAGGAACG:CGTTCCTG, L =1554 bp, proximale Verankerungsgeometrie
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Abb.C.12.7: CAGGAACG:CGTTCCTG, L =2058 bp, proximale Verankerungsgeometrie
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Abb.C.12.8: CAGGAACG:CGTTCCTG, L =2562 bp, proximale Verankerungsgeometrie
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Abb.C.12.9: TACGCCAT:ATGGCGTA, L=1554 bp, distale Verankerungsgeometrie
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Abb.C.12.11: CGCGATAT:ATATCGCG, L =1554 bp, distale Verankerungsgeometrie
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Abb.C.12.12: ACTCTCGT:ACGAGAGT, L =1554 bp, distale Verankerungsgeometrie
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Abb.C.12.13: ACGCAGTA:TACTGCGT, L =1554 bp, distale Verankerungsgeometrie
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Abbildung C.13: Beriicksichtigte und vernachlassigte Hairpins in Strang B’ der Sequenzvariante v3
Strukturformeln der Hairpins, erstellt mit DINAmelt [95]. In jedem Diagramm sind das 5’-Ende, das 3’-Ende
und die zehnte Stelle in der Basensequenz gekennzeichnet. Der T15-Verbinder ist in Kleinbuchstaben, die
Interaktionssequenz in GroBBbuchstaben dargestellt. Die Linien zwischen den Basen reprasentieren das
Rlckgrat des Einzelstrangs (schwarz), A:T-Basenpaarungen (blau), G:C-Basenpaarungen (rot) und G:T-
Wobble-Basenpaarungen (griin). Die Hairpins in (a) wurden bei der Berechnung von ppairpin Nach Gl. (4.9)
bertcksichtigt, da jeweils zwei der acht Basen der Interaktionssequenz Teil des Hairpin-Stammes sind. Die
Hairpins in (b) wurden bei der Berechnung von ppairpin Nach Gl. (4.9) vernachléssigt, da jeweils nur eine der
acht Basen der Interaktionssequenz Teil des Hairpin-Stammes ist.
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Abbildung C.14: Hairpins in Strang B der Sequenzvariante v5

Strukturformeln der Hairpins, erstellt mit DINAmelt [95]. In jedem Diagramm sind das 5’-Ende, das 3’-Ende
und die zehnte Stelle in der Basensequenz gekennzeichnet. Der T15-Verbinder ist in Kleinbuchstaben, die In-
teraktionssequenz in GroBbuchstaben dargestellt. Die Linien zwischen den Basen reprasentieren das Riick-
grat des Einzelstrangs (schwarz), A:T-Basenpaarungen (blau) und G:T-Wobble-Basenpaarungen (grtin). Alle
funf Hairpins wurden bei der Berechnung von prairpin Nach GI. (4.9) beriicksichtigt, da jeweils mindestens

zwei der acht Basen der Interaktionssequenz Teil des Hairpin-Stammes sind.
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Abbildung C.15: Hairpins der Sequenzvariante v7

Strukturformeln der Hairpins, erstellt mit DINAmelt [95]. In jedem Diagramm sind das 5’-Ende, das 3’-Ende
und die zehnte Stelle in der Basensequenz gekennzeichnet. Der T12-Verbinder ist in Kleinbuchstaben, die In-
teraktionssequenz in GroBBbuchstaben dargestellt. Die Linien zwischen den Basen reprasentieren das Riick-
grat des Einzelstrangs (schwarz), A:T-Basenpaarungen (blau) und G:C-Basenpaarungen (rot). (a) Mdgliche
Hairpins in Strang B, (b) Mdgliches Hairpin in Strang B’. Alle Hairpins wurden bei der Berechnung von
PHairpin Nach Gl. (4.9) berlicksichtigt, da jeweils mindestens zwei der acht Basen der Interaktionssequenz
Teil des Hairpin-Stammes sind.



D Theoretische Ausfuhrungen zu Kapitel 5

D.1 Herleitung von Modell 1 fiir C,¢

Man betrachte das Differentialgleichungssystem aus Abschnitt 5.3:

d
Ecrel = kon,bi : I : Urel - koff ’ Crel (Dla)
d
EUrel = _kon,bi : U + X) ’ Urel + koff : (Crel + Drel) (le)
d
aDrel = kon,bi - X Urel - koff ) Drel (ch)

Darin bezeichnen C,j, U] und D, die relativen Besetzungen der Zustande C, U und
D. X bezeichnet die Konzentration des Kompetitors. kq,1i bezeichnet die bimolekulare
Assoziationsrate, kg die Dissoziationsrate des Duplex. Aufgrund der hohen Bindungs-
energie des 12-bp-Duplex (AGnn = —18,1 kcal/mol) werden folgende zwei Annahmen
getroffen:

Urel <1 ~ (Crel + Drel) ~1 (DZ)
d
aUrel ~0 (D.3)

Damit folgt aus Gl. (D.1b):

Kot
U A" ——— D.4
el k'on,bi : (] + X) ( )

und durch Einsetzen in Gl. (D.1a):

d

1
acrel = Koff - o Kotf * Crel = Koff + ——¢ — Kot * Crel (D.5)

J+X 1+4
Ist aufierdem X sehr viel grofer als die Gesamtkonzentration der DNA-Nano-Objekte,
so kann X tiber den Verlauf des Experiments als anndhernd konstant betrachtet werden.

Dann erhilt man durch Differenzieren beider Seiten von (D.5):

d? d
Wcrel = *koff : acrel (D6)

Zur Losung der inhomogenen Differentialgleichung (D.5) wird der folgende Ansatz

gewdhlt:
Crait) = c(t) - e ot (D.7)
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Dieser Ansatz ergibt mit der Notation ¢’(t) = %c(t) und ¢’ (t) = d? (t):

dt = aeC
d
27 Cret(t) = ¢/ (1) - 7ot —egqe - o(t) - e ot (D.8)
2
%Crel(t) =c'(t) e ot —2 Ko ¢/ (t) e ot kg - o(t) - e ot (D.9)

Einsetzen von (D.8) und (D.9) in Gl. (D.6) liefert

C//(t) = Koff - C/(t) (D.10)
Eine Lésung von (D.10) ist ¢/(t) = o - e*oi't  bzw.
X ket
ct)=— e +f3 (D.11)
Koff

mit den Integrationskonstanten o« und f3.
Einsetzen von (D.11) in Gl. (D.7) liefert

x

Cra(t) = - Pl B-e Foir't (D.12)
O
Einsetzen von (D.12) in GI. (D.5) ergibt
—k .B,e*koﬁ't -k .L_k .i_k - B.e*koff't
off off 1+ % off koff (o)
Kot
J
Aus der Randbedingung C,.;(0) =1 folgt
o4 1
p=1——=— D.14
Kot 1+ % (D19

Einsetzen der Terme fiir & und f in Gl. (D.12) liefert schlussendlich

1 . 1
X
1+F 1+%

Crel(t) = e Koiit (D.15)

D.2 Theorie zur Analyse maoglicher
Einzelmolekil-Kompetitions-Experimente

Bezeichnen C, U und D weiterhin die Zustiande des Systems aus DN A-Nano-Objekt und
Kompetitor wie in Kapitel 5, X die Kompetitorkonzentration und ko, 1,; die bimolekulare
Assoziationsrate der Interaktionspartner B und B’ (in M~!s71). Die Assoziationsraten
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aus dem Zustand U in die Zustinde C bzw. D sind:
kon,C = kon,bi . ] (D16)

kon,D = kon,bi - X (D17)

Der Zustand U zerféllt demnach mit einer Gesamtrate ko p; - (X + ).

Man betrachte ein DNA-Nano-Objekt, das gerade in den Zustand U iibergegangen
ist. Die Wahrscheinlichkeit, dass der nidchste Zustandsiibergang dieses Objekts in den
Zustand D erfolgt, ist
kon,bi - X 1

kon,bi'(x+]) B 1+%

Die Wahrscheinlichkeit, dass dieses Objekt n Mal vom Zustand U in den Zustand D und
zuriick wechselt und anschlieffend in den Zustand C tibergeht, ist folglich f,™ - (1 —fp).

fp =

(D.18)

Im TMFM-Experiment kann nicht zwischen den Zustidnden U und D unterschieden
werden, da die mobile Reporter-Einheit in beiden Zustdnden die gleiche Beweglichkeit
besitzt. Die Zustdnde U und D kénnen somit im Kontext der TMFM-Messung zu einem
Zustand O vereinigt werden. Die mittlere Verweildauer 1, des Systems im Zustand O
kann mit den obigen Uberlegungen durch die mittleren Verweildauern in den Zustan-
den U und D, 1y, und Ty, ausgedriickt werden:

[ee)
TO:TU+ZfDn'(1_fD)'n'(TU+TD)
n=1

:TU+(TU+TD)’(1—'FD)'Zn'fDn
n=1

fp

ZTU+(TU+TD)'(1_fD)'m
D

B 1 '(x+])+ 1 X
- on,i'(X+]) ] k'off,D ]

b
1 X
. + D.19
< Konbi  KoftD > (D-19)

Unter der Annahme ko p = Ko c ldsst sich ko p aus den inversen mittleren Verweil-
dauern der DNA-Nano-Objekte im Zustand C ermitteln. Damit geht der J-Faktor aus
der Steigung des Verlaufs von T, tiber der Kompetitorkonzentration X hervor.
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