Aufsitze

Bionanotechnologie

DNA-Codes fiir die Nanowissenschaften

Bruno Samorit* und Giampaolo Zuccheri

B. Samori und G. Zuccheri

Stichwérter:

Bionanotechnologie - DNA -
DNA-Protein-Wechselwirkungen -
Molekulare Erkennung -
Nanostrukturen -

Im Gedenken an Claude Héléne

Nucleinsiduren

Angewandte
Chemie

1190 © 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim DOI: 10.1002/ange.200400652 Angew. Chem. 2005, 117, 1190—1206



Angewandte

Bionanotechnologie Chemie
Der Nanometerbereich ist ein ganz spezieller Ort — treffen sich hier ~ Aus dem Inhalt
doch alle naturwissenschaftlichen Disziplinen. Die Nanowissenschaf- —
ten ziehen ihre Ideen aus der Biologie, und Aufgabe der Chemie ist es, . Einleitung 1791
diese Ideen in nanotechnologische Anwendungen umzusetzen. Das 2. Der Basenpaarcode zur DNA-
biologische Molekiil, das Nanowissenschaften und Nanotechnik ge- Erkennung auf atomarer Ebene 1191
genwidrtig am meisten fasziniert, ist die DNA. Die Natur nutzt die
DNA nicht nur als ,, Ablage* fiir die genetische Information, sondern 3 Strukturcodes fiir die DNA-
auch als Steuerungseinheit fiir die Expression der darin enthaltenen Erkennung auf der Nanoskala:
Form und Flexibilitdt 1196
Gene. So enthilt die DNA-Sequenz bestimmte Codes, die atomare
Erkennungsprozesse wie etwa die Basenpaarung steuern, und andere, 4. Zusammenfassung und
die Prozesse im Nanometerbereich kontrollieren. Aus chemischer Ausblick 1203
Sicht ist die DNA die supramolekulare Baueinheit mit dem grofiten
bekannten Informationsgehalt. Fiir die Nanowissenschaften ergibt sich
daraus die Moglichkeit, mit DNA-Molekiilen das Komplexititsniveau
und die Effizienz bei Selbstorganisations- und Selbstausrichtungs-
prozessen zZu steigern.
1. Einleitung action.“”! Die Wirkung der DNA-Codes ist chemischer, vor
allem struktureller Natur: Es ist die Komplementaritéit der
Im Jahr 2003 wurde weltweit der 50. Jahrestag der = Wechselwirkung zwischen zwei aromatischen Systemen, die
Entdeckung der Doppelhelixstruktur der DNA begangen. die Basenpaarspezifitit festlegt. Auf einer groBeren Lingen-
Im Verlauf dieser 50 Jahre hat sich das Bild, das Watson und  skala regelt das Arrangement mehrerer lokaler Strangdefor-
Crick in ihrem historischen Artikel in Naturel'! zeichneten, mationen die Art und Weise, wie z.B. die DNA um die
erheblich gewandelt. Watson und Crick hatten anhand von  Histonproteine in den Nucleosomen im Chromatin gepackt
Beugungsdaten von DNA-Fasern die DNA als einen homo-  ist.
genen Strang entsprechend der kanonischen B-Struktur be- Wir geben hier einen Uberblick iiber informationelle
schrieben. Diese ist die iibliche Struktur in lebenden Orga-  Codes der DNA. Diese konnen als Werkzeuge zur Steuerung
nismen und unter normalen Losungsbedingungen. Sie hatten =~ von DNA-Erkennungsprozessen eingesetzt werden, um z.B.
bereits im Blick, dass ,,die spezifische Basenpaarung einen  die Selbstorganisation auf verschiedenen Lingen- und Ener-
moglichen Kopiermechanismus fiir das genetische Material  gieskalen zu schalten. Die DNA-Nanotechnologie hat sich
birgt“. Andererseits konnte dieser homogene gerade Strang  bisher nur mit dem Basenpaarcode befasst, die DNA birgt
als bloBe ,,Ablage* fiir die genetische Information dienen, aber weit mehr. Nach einem kurzen Uberblick iiber die
ohne nennenswerte eigene Funktion. Dies wiirde bedeuten,  wichtigsten Entwicklungen werden wir vornehmlich komple-
dass die Expression und Steuerung der Gene einzig den xe Codes diskutieren, die in der Lage sind, vielfiltige
Proteinen iiberlassen wére. Zunehmend Unterstiitzung findet =~ Informationshierarchien zu nutzen, um immer komplexere
gegenwirtig eine vereinheitlichende Vorstellung: dass nim-  DNA-Nanostrukturen durch Selbstorganisation aufzubauen.
lich die DNA selbst durch Protein-Erkennungsmechanismen
(beruhend auf der Modulation der Struktur und der Dynamik
entlang des Strangs) die Genexpression steuert. Bisher 2. Der Basenpaarcode zur DNA-Erkennung auf
wurden diese Erkennungsprozesse vor allem durch hochauf- atomarer Ebene
losende Techniken wie Rontgenkristallographie und NMR-
Spektroskopie an kleinen Modellsystemen (Oligonucleoti- Die Paarung von komplementédren Basen zweier DNA-
den) untersucht. Neu entwickelte Methoden aus den Nano-  Molekiilen oder, in #hnlicher Weise, zwischen DNA und
wissenschaften ermoglichen nun auch die Untersuchung von ~ RNA oder RNA und RNA ist der grundlegende Vorgang bei
interaktiven DNA-Prozessen im Nano- und im Mikroma3- der Replikation der DNA sowie anderen biologischen Pro-
stab, d. h. mit Molekiilen, die den an Zellprozessen beteiligten  zessen wie der Transkription, Translation und Reparatur von
Substraten weit dhnlicher sind. So wurde aufgedeckt, dass die = DNA. In den Nanowissenschaften und der Nanotechnologie
in der DNA-Basensequenz enthaltenen Codes Prozesse iiber
einen Léngenbereich steuern, der vom atomaren MafBstab auf
dem Niveau eines einzelnen Basenpaars bis hin zum Nano-  [*] Prof. B. Samori, Dr. G. Zuccheri
meter- und MikrometermaBstab von DNA-Uberstrukturen Department of Biochemistry ,G. Moruzzi
. University of Bologna und
Teicht. . . . The National Institute for the Physics of the Matter (INFM)
Der Begriff ,,Code* wurde von Trifonov definiert als ,,any Via Irnerio 48, 40126 Bologna (ltalien)
pattern or bias in the sequence which corresponds to one or Fax (+39) 051-209-4387
another specific biological (biomolecular) function or inter- E-mail: bruno.samori@unibo.it
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wurden Methoden entwickelt, um diesen Code zur Erzeugung
von Werkzeugen und molekularen Konstrukten zu nutzen.

2.1. Die Basenpaarung in der Zelle

Die spezifische Paarung von Nucleobasen ist der wesent-
liche Prozess zur Speicherung der genetischen Information
der DNA. Das Watson-Crick-Muster moglicher Wasserstoff-
briicken liefert die Grundlage fiir die Codierung der geneti-
schen Information in Form eines robusten Codes (der in
jedem dsDNA-Molekiil in zwei Kopien vorhanden ist). Um
zu der einigermalien regelmifBigen, 2 nm breiten Struktur der
Doppelhelix zu kommen, ist eine saubere Basenanordnung,
einschlieBlich der exklusiven Paarung einer purinischen mit
einer pyrimidinischen Base notwendig.

Die perfekte Paarung von Millionen von Basenpaaren der
genomischen DNA erfordert eine komplexe und robuste
Steuerung der Hybridisierung, da viele kurze komplementire
Sequenzen gleichzeitig um die Zielsequenz konkurrieren.
Eine Vielzahl von Proteinen kommt zum Einsatz, um sicher-
zustellen, dass wihrend der Rekombination jede suboptimale
Paarung verworfen wird (durch Destabilisierung). Um ande-
rerseits aber die Evolution fortschreiten zu lassen, muss eine
Balance zwischen genetischer Stabilitit und genetischer
Verinderung vorliegen.®!

Fehler in der Basenpaarung werden auch durch Schiden
an der DNA selbst verursacht. DNA-schidigende Agentien
gibt es sowohl exogen in der Umgebung als auch endogen
durch Nebenprodukte von Stoffwechselvorgingen. Die
Zellen haben einige Strategien entwickelt, um mit Briichen
des Doppelstrangs umzugehen.! AuBerdem gibt es auch
»,hormale®“ Vorgénge, wie etwa die Rekombinationsprozesse
wihrend der Entwicklung des Lymphsystems der Wirbeltiere,
die eine gewisse Zahl von Doppelstrangbriichen auslosen
konnen.

2.2. Verwendung der Basenpaarung in den Nanowissenschaften
und der Nanotechnologie

Spezifische Erkennungsprozesse zwischen komplementé-
ren Nucleotidstringen (unter Bildung eines Watson-Crick-
Doppelstranges) finden zunehmend Anwendung in den Na-
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nowissenschaften. Ziel ist meist die Steuerung spezifischer
Erkennungsprozesse zum Aufbau von Nanostrukturen beste-
hend aus DNA, aus DNA und anderen Komponenten oder
aus hauptsédchlich anderen Komponenten, wobei die DNA
lediglich zum Antrieb der Aggregatbildung verwendet wird.
Die gut kontrollierbaren molekularen Eigenschaften der
DNA ermoglichen den Aufbau von Aggregaten mit voraus-
sagbarer Struktur sowie von geordneten (regelmifBigen)
Systemen. Die Aggregate konnen einen eindrucksvollen
Grad an Komplexitét erreichen, und trotz ihrer groen Zahl
fiigen sich die beteiligten DNA-Stringe prézise zu geordne-
ten Strukturen zusammen.

Der DNA-Basenpaarcode kann auch fiir Rechenopera-
tionen genutzt werden. In Anlehnung an die DNA lassen sich
hochparallele Solver zur Losung spezifischer Probleme und
Algorithmen (z. B. des Hamilton-Pfads) implementieren. Das
Gebiet DNA-Computing ist sehr jung und sehr aktiv und
bewegt sich zunehmend weg von der Simulation hin zur
Realisierung,>*!

Besonders wichtig fiir Anwendungen des DNA-Basen-
paarcodes sind die Eigenschaften Affinitdt und Spezifitit.
Biomolekulare Wechselwirkungen und Erkennungsprozesse,
die auf komplementédren Formen beruhen (Enzym-Substrat,
Antigen-Antikorper, Aptamerkomplexe kleiner Molekiile),
weisen zugleich hohe Spezifititen und Affinitdten auf. Eine
nichtprizise sterische Passform zweier Flachen ist energetisch
oft hochgradig ungiinstig. Bei Nucleinsduren hingegen sinkt
die Sequenzspezifitit mit steigender Bindungsaffinitét fiir die
Zielsequenz. Der Grund ist, dass der Erkennungsmodus und
die Assoziation zweier Nucleinsdureketten auf einem eindi-
mensionalen Einleitungs-ReiBverschluss-Mechanismus (,,Nu-
cleation Zipping*) beruht.® Die Bildung von Assoziaten auf
der Basis der sterischen Passform unterscheidet sich grund-
legend von der Bildung durch den Einleitungs-Reif3ver-
schluss-Mechanismus. Ein Schliissel wird vollstindig nutzlos,
wenn seine Form auch nur geringfiigig verdndert wird. Bei
einer Wechselwirkung, die durch das dreidimensionale Kon-
zept der komplementdren Form beschrieben wird, héngen
sowohl Affinitét als auch Spezifitdt vom Grad der sterischen
Passform ab und korrelieren daher miteinander. Demgegen-
iber kann ein Reiflverschluss, der einen irreguldren oder
fehlenden Zahn enthilt, immer noch mit hoher Affinitit
schlieBen, wenn die kleine Fehlstelle einfach ausgespart
bleibt. Eine Erhohung der Affinitdt durch Verlangerung des
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komplementdren Abschnitts des ,,Reilverschlusses” kom-
pensiert nicht den geringen Verlust an freier Enthalpie
aufgrund der Fehlpaarung, da der lingere Komplex, der
ebenfalls die Fehlpaarung enthilt, in vergleichbarem Mafle
stabilisiert wird. Aus diesem Mechanismus resultiert, dass
eine steigende Bindungsaffinitdt mit einer graduellen Ab-
nahme der Spezifitidt der Nucleinsduren-Hybridisierung ein-
hergeht. Bei der Entwicklung einer Nucleinsdurensonde oder
eines molekulares Aggregats muss man sich folgerichtig vor
Augen halten, dass das lingere Oligonucleotid nicht immer
auch das bessere ist und auch alternative Strategien zur
gleichzeitigen Verbesserung von Sperzifitit und Affinitét
existieren (siehe Ubersicht in Lit. [7]).

2.2.1. Molekulare Aggregate auf DNA-Basis

Die Verwendung des Codes der Nucleotidsequenzen
einzelstrangiger DNA zur Steuerung von Selbstorganisations-
prozessen geht hauptsdchlich auf Arbeiten der Arbeitgrup-
pen um Seeman™¥! sowie, in jiingster Zeit, von Reif und
Winfree!'*% zuriick. GroBe Polymeraggregate (ein- und
zweidimensionale)!'® sowie kleinere oligomere und mono-
mere Objekte wurden beschrieben, wobei mindestens sechs
unterschiedliche Oligonucleotide zu Strukturen auf Basis von
blockierten Holliday-Junctions kombiniert sind (Abbil-
dung 1a). Es wurden rechnergestiitzte Verfahren zur Identi-
fizierung von Oligonucleotidsequenzen entwickelt, die die
Spezifitat der Selbstanordnung verbessern, indem sie Lese-
rastermutationen und Fehlpaarungen minimieren. Hierbei
handelt es sich um maf3gebliche Fehlerquellen in der Selbst-
organisation, die wahrscheinlich auch die Obergrenze der
strukturellen Komplexitit festlegen. Zur Charakterisierung
der Bausteine und der Nanoobjekte werden vor allem die
Rasterkraftmikroskopie und einige klassische biochemische
Verfahren wie die Elektrophorese eingesetzt. Die See-
man’schen Aggregate auf DNA-Basis zeichnen sich vor
allem durch die Steifheit ihrer Strukturen aus. Die DNA,
die an sich schon ein relativ steifes Polymer ist, eignet sich
zum Aufbau von verflochtenen Strukturen, die mehr als
doppelt so steif wie dsDNA sind (d.h. eine Persistenzlange
von bis zu 100 nm haben; siche Abschnitt 3.2).”)

Shih und Mitarbeiter berichteten erst kiirzlich iiber einen
DNA-Oktaeder von ungefdahr 22 nm Durchmesser, der durch
Falten einer sehr langen ssDNA (1699 Nucleotide) mittels
eines einfachen Denaturierungs-Renaturierungs-Verfahrens
in Gegenwart von fiinf synthetischen 40mer-Oligonucleotiden
hergestellt wurde.'”! Ebenfalls interessant ist die Methode,
die zur Préparation der aus 1699 Nucleotiden aufgebauten
ssDNA angewendet wurde (urspriinglich von Stemmer et al.
vorgeschlagen).'¥ Mit diesem Ansatz auf der Basis einer
Polymerasekettenreaktion konnen aus synthetischen Oligo-
desoxynucleotiden Template mit iiber einem Kilobasenpaar
Lange aufgebaut werden. Das Templat wird im Kontext eines
bakteriellen Plasmids amplifiziert und spéter zur Klonierung
herausgeschnitten.

Diese DNA-Strukturtypen haben nicht nur statische
Codierungs- und Strukturfunktion, sie kénnen auch funktio-
nelle Eigenschaften aufweisen, z. B. Beweglichkeit. Die DNA
kann auf Anderungen in der Umgebung mit Strukturinde-
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Abbildung 1. Beispiele von Nanoaggregaten auf DNA-Basis. a) Holli-
day-Junction, bestehend aus vier dsDNA-Armen, die um einen Kreu-
zungspunkt verbunden sind. Bei den natiirlich vorkommenden Junc-
tions (einer Zwischenstufe bei der Rekombination) kann der Kreu-
zungspunkt wegen der Sequenzsymmetrie der Arme migrieren. Blo-
ckierte Junctions mit fixierter Position, wie sie in der Arbeitsgruppe
Seeman hiufig als Bausteine eingesetzt werden, werden durch Symme-
triebruch in der Sequenz um den Kreuzungspunkt erzeugt.' b) Vernet-
zung von Oligonucleotid-funktionalisierten Gold-Nanopartikeln durch
ein Oligonucleotidmotiv, das hilftig zum einem und zum anderen par-
tikelgebundenen Oligonucleotid komplementar ist.”’l c) Verankerung
von Gold-Nanopartikeln an spezifischen Oberflichenstellen fiir Oligo-
nucleotide. Die Verkntpfung kann dhnlich wie im vorigen Fall tiber ein
hilftig komplementares Oligonucleotid erfolgen.” d) Einfihrung einer
Funktionalitdt in ein dsDNA-Segment von gewiinschter Sequenz und
Linge durch Polymerasekettenreaktion (PCR); mit dieser Methode
sind maRgeschneiderte DNA-Protein-Hybride erhiltlich.f" e) Selbstre-
plizierung von Konnektivitat unter Oligonucleotiden;*? die Basenpaa-
rung mit einer dreifach verkniipften Oligomermatrize wird genutzt, um
drei Oligonucleotidstringe so im Raum zu lokalisieren, dass die Termi-
ni den richtigen Abstand fiir eine Verkniipfung mit einem weiteren
dreifach verkniipften Oligomermodul einnehmen. Die Basenpaarung
mit dem dreifach verkniipften Templat bestimmt die Konfiguration, in
der das zweite dreifach verkniipfte Modul aggregiert.

rungen reagieren. Unter bestimmten Bedingungen fiihrt z. B.
eine GC-alternierende Sequenz einen B-Z-Ubergang unter
Umkehrung der Héndigkeit der Doppelhelix aus. Seeman
und Mitarbeiter setzten diese kontrolliert induzierte Rotation
ein, um den Abstand von Objekten im Raum zu #ndern.”
Die Bewegung von farbstoffmarkierten Objekten kann leicht
anhand ihrer photophysikalischen Eigenschaften untersucht
werden.

Wenn die Nanoobjekte durch programmierte Assoziation
mehrerer Oligonucleotide aufgebaut werden, kann ein zwei-
ter Ansatz zur Implementierung von Bewegung auf der
kompetitiven Rekonstruktion der Objekte durch Hinzufiigen
anderer, stirker komplementidrer DNA-Stringe basieren.
Diese Strategie wurde von Yurke sowie Feng und Mitarbei-
tern zur Erzeugung von gesteuerten zyklischen Bewegungen
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bei monomeren und polymeren (gitterformigen) DNA-Ob-
jekten angewendet. Kennzeichnend fiir die ,,Motoren* ist,
dass sie DNA ,verbrennen“: Ein voller Kontraktions-Re-
traktions-Zyklus benotigt zwei komplementire Oligonucleo-
tide, sodass ein Doppelstrang nutzloser DNA produziert wird.
Yurke et al."! entwickelten eine Nanopinzette, die, gesteuert
durch spezifische Erkennung des Basenpaarcodes, Objekte
im Raum bewegen kann. Der Code wird genutzt, um das
Offnen und SchlieBen einer Serie von Pinzetten zu steuern
und um das DNA-gebundene Objekt ortsgerichtet zu bewe-
gen. Ein solcher Prozess, der auf dem einfachen Zusammen-
fiigen weniger Komponenten in Losung basiert, ist bemer-
kenswert.

Feng und Mitarbeiter'” wendeten diese Strategie auf die
Seeman’schen Objekte an. Sie erhielten grof3e flache Objek-
te, die durch die Zugabe von Oligonucleotiden komprimiert
und expandiert werden. Diese eignen sich moglicherweise als
»Mover“, als groBenspezifische schaltbare Filter oder auch
zum mechanischen Ablosen von komplexierten Objekten.
Mehrere andere Arbeitsgruppen stellten Beispiele vor, bei
denen Konformationsédnderungen der DNA zum Bewegen
von Objekten genutzt wurden.®132)

[15]

2.2.2. DNA-vermittelter Aufbau von molekularen Aggregaten

Basierend auf der bahnbrechenden Idee von Robinson
und Seeman,”!! die DNA als Templat zum Aufbau von
Schaltkreisen einzusetzen, und dem von DiMauro und
Hollenberg®! entwickelten Schema zur DNA-gesteuerten
Implementierung elektrischer Dréhte, wurden viele Beispiele
von DNA-Objekten entwickelt. Oft handelt es sich um
Hybride aus DNA und anderen Molekiilsorten, die von
kleinen organischen Molekiilen bis hin zu Proteinen und
synthetischen Polymeren reichen konnen.

Zur Herstellung dieser Materialien wird die DNA haupt-
sdchlich als strukturgebendes Element genutzt, das die
Selbstorganisation von Molekiilen induziert, die sonst nicht
oder ungeordnet miteinander wechselwirken. Die Baueinhei-
ten werden durch chemische Synthese so prépariert, dass sie
préazise auf die Selbstorganisation zu einem Molekiil-Oli-
gonucleotid-Hybrid zugeschnitten sind, sodass die Kompo-
nenten hédufig nur noch in der richtigen Stdchiometrie
zusammengegeben werden miissen, um die Addukte zu
erhalten.

Mehrere Techniken zum oligonucleotidgesteuerten
Aufbau von Nanoteilchen wurden in der Arbeitsgruppe um
Mirkin entwickelt.”® Die einfachste Variante beruht auf der
Verwendung von Thiol-modifizierten Oligonucleotiden (mitt-
lerweile kommerziell erhiltlich), die sich an Goldoberfldchen
anheften lassen.”*! Aus den Arbeitsgruppen von Fritzsche,™!
Niemeyer® und Mirkin*' stammen Beispiele fiir die Anbin-
dung von Gold-Nanoteilchen an flache Gold-Oberfldchen.
Der Ansatz bei diesen Experimenten war es, an den Nano-
teilchen und der Oberfliche gebundene Oligonucleotide
unter Erzeugung einen kurzen dsDNA-Strangs zu verkniip-
fen. In einigen Fillen waren die beiden Oligonucleotide nicht
komplementér zueinander, sondern wurden iiber ein drittes,
hilftig komplementéres Oligonucleotid verkniipft (Abbil-
dung 1¢).”7® Mit der gleichen Strategie sind in Losung
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geordnete Aggregate von unterschiedlichen Nanopartikeln
erhiltlich. Die Oligonucleotid-funktionalisierten Nanoparti-
kel werden {iber einen als ,,Klebstoff“ fungierenden Oligonu-
cleotid-Linker zusammengefiigt, der jeweils hélftig zu den auf
den Nanopartikeln verankerten Oligonucleotiden komple-
mentir ist (Abbildung 1b).%

Niemeyer und Mitarbeiter untersuchten eine Anzahl von
Streptavidin-DNA-Aggregaten. Biotinylierte Oligonucleoti-
de werden kommerziell vertrieben oder sind durch Deriva-
tisierung kommerzieller modifizierter Oligonucleotide mit
heterobifunktionellen Linkern leicht zuginglich.” Die Kom-
plexe konnen auch verwendet werden, um andere biotiny-
lierte Spezies an einen gegebenen DNA-Streptavidin-Kom-
plex zu binden. Grundlage hierfiir ist die Vierbindigkeit von
Streptavidin (die eventuell noch erhéht werden kann). Zum
Beispiel wurden biotinylierte Antikorper an oligonucleotid-
gebundenes Streptavidin gekuppelt, woraufhin der Antikor-
per-Komplex an eine spezifische Stelle einer Goldoberfliche
adsorbierte, an die das komplementire Oligonucleotid tiber
eine Gold-Schwefel-Bindung gebunden war.[*")

Bisher hat man meist kommerzielle modifizierte Oligo-
nucleotide genutzt, die fiir ginzlich andere Zwecke (meist
molekularbiologische) im Markt eingefiihrt waren. Das Leis-
tungsvermogen der Synthesechemie hat sich folglich noch gar
nicht vollstidndig entfaltet, einige bemerkenswerte Beispiele
liegen aber vor. So synthetisierten Abell und Mitarbeiter
asymmetrische Proteinhanteln ausgehend von eigens herge-
stellten modifizierten Oligonucleotiden, die spezifisch an
Proteine binden und auch als Primer fiir die PCR (Polyme-
rasekettenreaktion) fungieren (Abbildung 1d).* Dies
konnte ein erster Schritt hin zu einer organisierten Synthese
von Replikaten der zelluldren Multiproteinfabriken sein.

Ein anderes Beispiel fiir die Kombination von Organi-
scher Chemie und DNA-Codierung présentierten von Kied-
rowski und Mitarbeiter.”” In dieser Studie wurde ein drei-
bindiger Linker zur Synthese eines Y-formigen, dreifach
verkniipften Oligonucleotids als Templat verwendet. Das
Templat konnte mit drei komplementiren Oligonucleotiden
hybridisieren, die wiederum stereochemisch definiert mit
einem zweiten dreifach verkniipften Linker vernetzen konn-
ten (Abbildung l1e). Der gesamte Prozess kann als stereo-
chemisch definierte Replikation einer Konnektivitdt aufge-
fasst werden — ein Vorgang, der ein hohes Mal3 an Kontrolle
erfordert.

Die Nanoelektronik ist seit jeher eines der innovativsten
Teilgebiete der Nanowissenschaften. Folgerichtig wurde der
Basenpaarcode der DNA auch zur Herstellung von nano-
elektronischen Funktionseinheiten genutzt. Ein Beispiel ist
die durch Keren et al. beschriebene sequenzspezifische Li-
thographie von Einzelmolekiil- DNA.® Bei dieser Methode
wird ein Protein, RecA, mit einer einzelstrdngigen DNA
verkniipft, die sequenzspezifisch in eine lange dsDNA invasiv
einbauen kann. Die lange DNA-Doppelhelix wurde durch
stromlose Metallisierung in einen metallischen Nanodraht
umgewandelt, wobei der mit dem Nucleotid-Protein-Kom-
plex maskierte Abschnitt nicht metallisiert wurde. Auf diese
Weise wurde ein Metalldraht mit einem isolierenden Ab-
schnitt erhalten, dessen Position und Lénge durch die Se-
quenz des Einzelstrangabschnitts festgelegt ist.
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In einem anderen Beispiel fiir die Verwendung von DNA-
Codes in der Nanoelektronik wurden Kohlenstoffnanoréhren
mit Oligonucleotiden derivatisiert.’* Die so modifizierten
Nanorohrchen konnten zu Gruppen von Nanorohrchen ver-
bunden werden. Auf diese Weise entstiinde ein Material, das
aufergewohnliche mechanische Eigenschaften hat und
dessen Bausteine wegen der DNA-Substituenten wasserlos-
lich sind.

In einem weiteren Ansatz, der auf den Basenpaarungsei-
genschaften der DNA beruht, wurde iiber die Verkniipfung
von DNA mit synthetischen Polymeren berichtet.

2.2.3. RNA und synthetische Analoga natiirlicher Nucleinséuren

Die Fihigkeit, durch Basenpaarung Information zu spei-
chern, ist nicht allein der DNA vorbehalten. Die Basenpaa-
rung von einzelstrdngiger RNA mit DNA wurde genutzt, um
Oligonucleotide (eventuell mit Objekten verkniipft) am
RNA-Strang zusammenzufiigen.”” Daneben kann die Wech-
selwirkung zwischen RNA-Molekiilen untereinander heran-
gezogen werden, um ungewohnliche und komplexe Struktu-
ren aufzubauen, die ausschlieBlich durch nichtkovalente
Bindungen zusammengehalten werden. Die kiinstlichen mo-
dularen Einheiten, aus denen RNA-Nanoobjekte aufgebaut
werden, heiBen Tekto-RNA. P Diese gezielt modifizierbaren
RNA-Bausteine werden zum selbstorganisierten, regulierba-
ren Aufbau von RNA-Uberstrukturen mit breitem Anwen-
dungsbereich eingesetzt.’”!

Derzeit gibt es ein groBes Interesse an kleinen doppel-
stringigen RNAs (auch als kleine interferierende RNAs oder
siRNAs bezeichnet), die sich zur sequenzspezifischen Unter-
driickung der Genexpression in Eukaryotenzellen verwenden
lassen. Exogen verabreichte siRNA reduziert wirkungsvoll
und spezifisch die Expression von homologen endogenen
Genen. Dieser Ansatz zum Gen-Silencing kann dazu beitra-
gen, die beim Einsatz herkommlicher Antisense-Molekiile
auftretenden Dosierungsprobleme zu l6sen.

Peptidnucleinsduren (PNAs) sind synthetische DNA-
oder RNA-Mimetika, bei denen die Nucleobasen an ein
ungeladenes peptidisches Polyamid-Riickgrat gebunden
sind.® PNA-Oligomere konnen mit komplementiren
DNA- und RNA-Oligomeren (oder anderen PNA-Oligome-
ren) stabile Watson-Crick-Duplexe bilden und durch invasi-
ven Einbau in die Helix an Zielstrukturen in Duplex-DNA
binden.*”) Die chemischen, biologischen und medizinischen
Anwendungen von RNAs in der Wirkstoff-Forschung, Gen-
diagnostik, molekularen Erkennung und ihre mogliche Rolle
bei der Entstehung des Lebens wurden kiirzlich in einer
Ubersicht zusammengefasst.!

Modifizierte PNA-Molekiile fungieren als molekularer
Signalgebe (,,molecular beacons“) zur denaturierungsfreien
Erkennung spezifischer Sequenzen in der dsDNA. Moleku-
lare Signalgeber sind empfindliche Fluoreszenzsonden, die
selektiv mit definierten DNA- und RNA-Zielmolekiilen
hybridisieren. In Kombination mit PNA als dehybridisieren-
dem Agens wurden molekulare Signalgeber eingesetzt, um
eine ausgewdhlte Zielsequenz in einer dsDNA direkt zu
detektieren und speziell um komplementdre von fehlgepaar-
ten dsDNA-Sequenzen zu unterscheiden.”” Der Vorteil von
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PNA- gegeniiber DNA-Signalgebern besteht darin, dass
ungereinigte und nicht deproteinierte DNA-Proben analy-
siert werden konnen. Mit dieser Eigenschaft konnten die
PNA-Signalgeber in der aufkommenden DNA-Fluoreszenz-
diagnostik Anwendung finden. !

PNAs bieten ein breites Spektrum an Moglichkeiten zur
Regulierung und Steuerung von Spezifitdt, Affinitdt und
Sterik von Basenpaarwechselwirkungen.! Entscheidende
Eigenschaften sind: die Fdhigkeit zur Bildung von Dreifach-
helices, die potenzielle Chiralitit!*! und die verglichen mit
dsDNA stiarkere Basenpaarung bei PNA-DNA-Hybriden
(wegen des elektrisch neutralen PNA-Riickgrats).

Andere kiirzlich entwickelte DNA-Analoga, fixierte Nuc-
leinsduren (,,locked nucleic acids*, LNAs), sind modifizierte
Nucleotide, die eine 2'-O,4'-C-Methylenbriicke enthalten.
Diese Briicke ist in der 2'-endo-Konformation eingefroren,
wodurch die Flexibilitdt des Ribofuranoserings eingeschréankt
ist und die Struktur in einer starren bicyclischen Formation
fixiert wird. Es resultiert ein erhohtes Hybridisierungsvermo-
gen und eine auBergewohnliche biologische Stabilitit.*) Ein
LNA-Strang bildet stabilere Hybride mit seinem Zielmolekiil
als ein DNA-Strang,*! was einen breiteren Spielraum an
experimentellen Bedingungen zulisst.[*”)

Ein weiterer Typ von Nucleinséduren, die L-o-threo-Fur-
anosyloligonucleotide oder TNAs, wurde durch Eschenmoser
und Mitarbeiter synthetisiert.*¥) Komplementire TNA-Strin-
ge bilden stabile Doppelhelices und Watson-Crick-Basenpaa-
re mit DNA, RNA und TNA. Mehrere DNA-Polymerasen
wurden hinsichtlich ihrer Aktivitdt fiir ein TNA-Templat
untersucht, und einige waren erstaunlich gut in der Lage,
TNA-Abschnitte zu kopieren.[*’

Es gab auch Versuche, das Konzept der DNA-Basenpaa-
rung durch die Synthese einer Pseudo-DNA mit volumino-
seren polycyclischen Basen auszuweiten.””

2.2.4. DNA-Chips und DNA-Nachweis: Lesen des Codes und das
Wechselspiel von Affinitit und Spezifitdt bei der Basen-
paarung

Die Genanalyse ist mit die haufigste technische Anwen-
dung, die den Basenpaarcode der DNA nutzt. Fiir For-
schungs- und diagnostische Zwecke werden die Zellen auf
bestimmte Gene oder auf den Expressionsgrad bestimmter
Genprodukte hin untersucht.”* Fiir parallele Gentests
werden so genannte ,Sensing-Arrays“ eingesetzt. Deren
prinzipieller Aufbau besteht aus einer Anordnung von Ober-
flachen-Spots, an denen jeweils unterschiedliche Oligonuc-
leotide verankert sind, die mit den DNA- oder RNA-Ziel-
molekiilen oder den Analytmolekiilen Basenpaarungen ein-
gehen. Der Hybridisierungsvorgang wird mithilfe von signal-
gebenden Fluoreszenz-,®!l elektroaktiven™ oder Nano-
partikelmarkern®>¥ ausgelesen. Versuche zum vollelektro-
nischen Nachweis von markierten und unmarkierten Nuc-
leinsduren und Proteinen wurden unternommen,™! die er-
zielten Empfindlichkeiten sind bislang aber unzureichend
(mehr als 10* Analytmolekiile sind erforderlich). Ein Sensing-
Array mit vollelektronischer Nachweistechnik konnte mit
einfach applizierbaren, preiswerten und patientennahen Dia-
gnostika kombiniert werden. Mogliche Anwendungen finden
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sich in der Umweltanalytik, fiir Tests auf Biokampfstoffe
sowie beim Nachweis von Pathogenen.

Es wurden mehrere chemische Strategien zur geordneten
Immobilisierung von Nucleinsduren auf Oberfldchen einge-
fihrt, darunter Elektropolymerisation, Streptavidin-Biotin-
Kupplung und Thiol-Gold-Kupplung.*® Aufgabe ist es nun,
vollelektronische Nachweismethoden fiir nichtmarkierte
DNA-Molekiile zu entwickeln, die ohne eine Amplifizierung
des Analyten (z.B. durch Polymerasekettenreaktion) aus-
kommen. Hierfiir gibt es zwei wesentliche technische Vor-
aussetzungen: 1) Es miissen nanotechnologische Verfahren
zur Signalverstarkung verfligbar sein; 2) es muss eine Me-
thode geben, um die Affinitdt und Spezifitidt des Erkennungs-
prozesses bei der Basenpaarung gleichzeitig zu steigern. Der
erste Punkt eroffnet ein vollig neues Forschungsgebiet,
beziiglich des zweiten Punktes liegen schon substanzielle
Ergebnisse vor (siche z.B. den Ubersichtsartikel von De-
midov und Frank-Kamenetskii zum speziellen Wechselspiel
zwischen Affinitdt und Selektivitdt bei den Wechselwirkun-
gen von Nucleinsiduren!™). Die bisher entwickelten Anstze
zur gleichzeitigen Steigerung von Affinitdt und Selektivitét
greifen auf Oligonucleotide mit neuartigen Topologien
zuriick (cyclische, dendrimere oder nanopartikelgebundene
Oligomere) oder auf neue Oligonucleotid-Analoga (LNAs,
PNAs).[

2.2.5. Zum Bedarf an Synthesestrategien fiir
bionanotechnologische Bausteine

Gegenwirtig ist die Anwendung der DNA in der Nano-
technologie vor allem dadurch eingeschrinkt, dass effiziente
chemische Strategien zur Préparation, Reinigung und Hand-
habung der notwendigen Bausteine fehlen. Die heute ver-
figbaren Festphasentechniken liefern Oligonucleotide in
Milligramm-Mengen — oder sogar darunter, falls hohe Rein-
heiten, sehr lange Molekiile (iiber 40 Nucleotide) oder
anschlieBende Derivatisierung gefordert sind. Die Kosten
fir die Herstellung von Gramm-Mengen sind in der Regel
untragbar. In der Organischen Chemie bedient man sich zur
Herstellung und Reinigung von Nucleinsduren meist bioche-
mischer und molekularbiologischer Verfahren wie der Gel-
elektrophorese und der Polymerasekettenreaktion. Diese
Techniken, die zur Herstellung geringster Produktmengen
entwickelt wurden, miissen erst entsprechend angepasst
werden, um grofere Mengen zu liefern. Selbst die leistungs-
fahigen und wegen ihrer Prézision geschétzten Verfahren auf
der Basis von Restriktionsendonucleasen oder DNA-Ligasen
sind bei weitem nicht effizient genug, um groie Substrat-
mengen sinnvoll zu bewiltigen. Ebenfalls benotigt werden
praxistaugliche Verfahren zur Derivatisierung von Oberfli-
chen und zur Vernetzung von Bausteinen.’”! Es wird groBe
Anstrengungen erfordern, die derzeit verfiigbaren Methoden
an den Bedarf einer zukiinftigen Bionanotechnologie anzu-
passen.
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3. Strukturcodes fiir die DNA-Erkennung auf der
Nanoskala: Form und Flexibilitdt

In der Basensequenz eines DNA-Segments ist auch die
Dynamik des Strangs codiert. Die DNA nimmt unaufhérlich
Formen und Strukturen an, die von der kanonischen B-Form
abweichen; sie bildet Knéuel im Zellkern, sie ,,schwappt faul
umbher in einer molekularen Néhrsuppe von Transkriptions-
faktoren und anderen regulatorischen Proteinen, die sich um
den Kern herumtreiben® ¥

Mithilfe der Kraftfeldmikroskopie (AFM) kénnen wir uns
ein klares Bild von den scheinbar chaotischen Bewegungen
eines einzelnen DNA-Molekiils machen. Abbildung 2 zeigt

2 nm
IDnm

500 nm

Abbildung 2. AFM-Aufnahme eines Tropfens mit palindromischen
DNA-Dimeren, die durch Dimerisierung eines aus dem Plasmid
pBR322 ausgeschnittenen Restriktionsfragments erhalten wurden. Die
1878 Basenpaare langen DNA-Molekiile wurden in einer Losung mit
4 mm HEPES-Puffer (pH 7.4), 10 mm NaCl, 2 mm MgCl, und ca. 1 nm
DNA-Molekiilen auf der Oberfliche von frisch gespaltenem Muskovit
gespreitet. Zur Digitalisierung der Helixachsen und anschlieffenden
Krimmungsanalyse wurden nur diejenigen Molekiile herangezogen,
die sich vollstindig innerhalb des Abbildungsrahmens befinden und
keine anomalen Strukturen einnehmen (Schleifen, Knicke, angebunde-
ne Objekte). Kleinere DNA-Fragmente (oder nichtumgesetzte Mono-
mere) wurden anhand ihrer Konturldngen erkannt und ausgeschlos-
sen.

als Beispiel die AFM-Aufnahme eines Tropfens mit Molekii-
len von gleicher Sequenz und Lénge, der auf der Oberfldche
eines frisch gespaltenen Glimmerkristalls gespreitet ist. Die
Makromolekiile haben unterschiedliche Gestalt und Konfor-
mation, obwohl sie in chemischer und biologischer Hinsicht
alle vollig identisch sind. Entgegen dem ersten Eindruck
jedoch ist die scheinbar chaotische Dynamik, die zu dieser
Formenvielfalt fiihrt, nicht zufallsbedingt.

3.1. Der Code fiir die DNA-Form: von der Angstrom- zur
Nanometerskala

Die réumlich-zeitliche Gestalt eines DNA-Molekiils
wurde durch Uberlagerung seiner thermisch fluktuierenden
Strukturen mit der energetisch niedrigsten Struktur eines
Strangs mit dieser Sequenz analysiert.”*®! Die mittlere
Struktur der dsDNA wird von der Sequenz bestimmt: Die
Unterschiede in der rdumlichen Anordnung, bedingt durch
die unterschiedlichen Basenpaare entlang des Strangs, fithren
zu einer deterministischen Modulation der relativen Orien-
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tierungen der mittleren Basenpaarebene. Die Orientierungen
werden {iiblicherweise mit den Orientierungparametern fiir
die Basenpaarstufen gekennzeichnet: roll, tilt, twist (Abbil-
dung 3).

Ful T 2

Abbildung 3. Die Orientierungsparameter der Dinucleotidstufen: roll
(0), tilt (7) und twist (£2). Die Kombination der drei Verdrehungen ent-
lang des DNA-Strangs verursacht lokale und globale Krimmungen.

Ein betriachtlicher Aufwand wurde unternommen, um die
Parametersitze festzulegen, die den energetisch giinstigsten
Strukturen entsprechen. Eine kritische Diskussion der An-
sitze findet sich in einer Ubersicht von Crothers."V In
Tabelle 1 sind Parameter aufgefiihrt, wie sie zunéchst durch
Berechnung energieminimierter Konformere erhalten® und

Tabelle 1: Orientierungsparameter (in Grad) der Basenpaarstufen von
dsDNA (siehe Abbildung 3).°*#) Die 5'-Enden sind in der linken Spalte
angegeben, die 3'-Enden in der oberen Reihe; z. B. betrigt der Rollwinkel
einer 5'-TA-3-Stufe 8.0°.

Rollwinkel p A C G T

A —5.4 —2.5 1.0 -73

C 6.8 1.3 4.6 1.0

G 2.0 —-3.7 1.3 —2.5

T 8.0 2.0 6.8 —5.4
Tiltwinkel 7 A C G T

A -0.5 —-2.7 -1.6 0.0

C 0.4 0.6 0.0 1.6

G -1.7 0.0 —0.6 2.7

T 0.0 1.7 —0.4 0.5
Twistwinkel 2 A C G T

A 35.975 33.737 34.428 35.260
C 34.078 33.146 33.478 34.428
G 34.647 33.325 33.146 33.737
T 34.450 34.647 34.078 35.975

anschlieSend mithilfe von Ergebnissen aus Gelverzogerungs-
experimenten verfeinert wurden.**! Die Roll-, Tilt- und
Twistwinkel der Dinucleotidstufen weichen erheblich von den
Winkeln der kanonischen B-Struktur ab, wie sie von Watson
und Crick vorgeschlagen!!! und von Arnott und Hukins
verfeinert worden war.®! Mit solchen Sitzen von Winkeln
(die mit der Niherung der nichsten Nachbarn abgeleitet
wurden) ist es leicht moglich, aus der Sequenz eines Molekiils
die Strangkonformation mit der niedrigsten Energie zu
bestimmen.

Positive oder negative Roll- oder Tiltwinkel erzeugen
lokale Biegungen der Achse der Doppelhelix, was zu einem
Zickzackmuster in der Strangachse fithren kann. Die Achse
bleibt dabei im Wesentlichen gerade, es sei denn, die Bie-
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gungen sind mit der Helixwindung des Doppelstrangs syn-
chronisiert. In diesem Fall entstehen ausgedehnte besténdige
Kriimmungen, die sich vom Angstrém- in den Nanometer-
bereich fortsetzen kénnen.!*

Ein Beispiel fiir eine gro3formatige Kriimmung ist das 211
Basenpaare lange Segment der Kinetoplasten-DNA des
Trypanosomatiden Crithidia fasciculata. Es ist die am stérks-
ten gekriimmte natiirliche DNA, die derzeit bekannt ist. Thre
Sequenz (Abbildung 4c¢) ist durch eine periodische Wieder-
kehr von Abschnitten mit drei bis sechs Adeninresten cha-
rakterisiert; die Zentren der meisten dieser Abschnitte sind
zehn oder elf Basenpaare voneinander entfernt, d.h. im
Mittel eine Helixwindung. Diese mit der Helixwindung
perfekt synchronisierte Verteilung der A-Abschnitte fiihrt
dazu, dass die energetisch giinstigste Konformation dieses
kurzen DNA-Segments eine Kreisform annimmt (Abbil-
dung 4a,b). Den ersten experimentellen Nachweis einer
solchen starken Kriimmung erbrachten Griffith et al.[’”}

Intrinsische Kriimmungen wurden durch Rontgenkristal-
lographie an sehr kurzen doppelstringigen Oligonucleotiden
nachgewiesen.[®®! Bei lingeren DNA-Molekiilen kamen Gel-
verzogerung,® ™ Zirkularisierungskinetiken,"*’?  Elektro-

R

b)

<)
GATCCCGCCT ARAATTCCAA CCGARARATCG CGAGGTTACT
TTTTTGGAGC CCGAARACCA CCCAARAATCA AGGAAAAATG
GCCAAAAAAT GCCAARARAT AGCGAARATA CCCCGARRART
TGGCAAAAAT TAACARAARAR TAGCGAATTT CCCTGAATTT
TAGGCGAAAA AACCCCCGAA AATGGCCAAA AACGCACTGA
AAATCARAAT CTGARACGTCT CGG
Abbildung 4. Dreidimensionale Struktur des gekrimmten Segments
der Crithidia-fasciculata-DNA (http://archimede.chem.uniromal.it/web-
dna.html). a) Blick etwa senkrecht zur Kriimmungsebene (Adenin rot,
Thymin blau, Guanin griin, Cytosin gelb); b) Blick etwa parallel zur
Krimmungsebene; deutlich zu erkennen ist die Segregation der
Adenin- und Thyminbasen an den beiden Seiten der Krimmungsebe-
ne; c) Basensequenz des DNA-Molekiils.
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nenmikroskopie (EM)™ und AFM"7! zum Einsatz. Eben-
falls beschrieben wurden molekiildynamische Methoden zur
Simulation von Kriimmungen.”" Die in diesen Experimenten
eingesetzten dsDNA-Konstrukte enthalten gewohnlich fol-
gende Strukturmerkmale: 1) anomale flexible Stellen wie
Einzelstrangbereiche,™ interne Schleifen aufgrund von Fehl-
paarungen,”” einen einzelnen Knick”! oder einen doppel-
stringigen Linker, der Dreifachhelixbereiche verkniipft,”
oder 2) Segmente, deren Kriimmung durch Synchronisati-
on” oder Dissonanz®7! der Adeninabschnitte mit der
Helixwindung gesteuert wird. Sdmtliche Ansétze zur Unter-
suchung der intrinsischen Kriimmung beruhen auf der Be-
stimmung der globalen Parameter des Gesamtstrangs, z.B.
der Persistenzldnge, des Abstands zwischen den Strangenden
oder des J-Faktors der Zyklisierung. Durch Vergleich dieser
globalen Parameter mit Parametern von Referenzsegmenten
wurden Informationen iiber die codierenden Sequenzen und
die molekularen Mechanismen der Kriimmungsbildung er-
halten. Auch ein kombinatorischer Ansatz wurde fiir solche
Studien vorgeschlagen.™

Die Trajektorie der Doppelhelixachsen individueller
dsDNA-Stringe auf einem Substrat kann mit EM oder
AFM verfolgt werden. Damit ist es moglich, die intrinsische
Kriimmung einer DNA durch eine Einzelmolekiil-Strategie
zu untersuchen, woraus sich Methoden zur Kartierung von
natiirlichen DNA-Stringen beliebiger Sequenz ableiten. Zu
diesem Zweck misst man die Winkelablenkung entlang von
Strangsegmenten eines Ensembles von Profilen (Abbil-
dung 5a), bildet den Mittelwert und tragt diesen als Funktion
der Position der Bruchstiicke entlang der Kette auf (Abbil-
dung 5b).74

Auf diese Weise kann die intrinsische DNA-Kriimmung
theoretisch vorausgesagt und experimentell bestétigt werden,
entweder als Mittelwert fiir einen bestimmten DNA-Strang
oder in Form von Lokalwerten entlang der Kette. Trotz dieser
Ergebnisse und vieler hochauflosender NMR- und rontgen-
kristallographischer Analysen von lokalen Biegungen in
Oligonucleotiden bleibt der Ursprung von grofrdumigen
Kriimmungen auf atomarer Ebene Gegenstand der Debatte.
Als sicher gilt, dass eine weit reichende Kriimmung Adenin-
segmente in definierten Abstdnden erfordert und die Zusam-
mensetzung der Sequenzen zwischen den Adeninsegmenten
eine geringe Rolle spielt (siche Abbildung 4c¢).”! Wie nun die
Adeninsegmente die Bildung einer Kriimmung bewirken, ist
nicht klar. Die Diskussion konzentriert sich vor allem auf die
Geometrieparameter der Basenpaare an den Verbindungs-
stellen der Adeninsegmente mit dem iibrigen Strang.[%*5

Esist etwas iiberraschend, dass alle theoretischen Ansitze
auf der Basis von Modellen des nichsten Nachbarn(®-#-5
sehr dhnliche Ergebnisse fiir den Verlauf der Helixachse auf
der Nanoskala liefern, obwohl unterschiedliche Parameter
zur Beschreibung der Basenpaarstufen herangezogen werden
(siche auch die Tabellen 1 und 2 in Lit. [61]). Daher miissen
wir zu dem Schluss kommen, dass die Kriimmung eine weit
reichende iiberstrukturelle Eigenschaft ist, die in erster Linie
dadurch festgelegt wird, wie die Doppelhelix die lokalen
Biegungen selektiert, zusammensetzt und iiber unterschied-
liche GroBenskalen synchronisiert: Die individuellen Para-
meter der Biegungen spielen hingegen eine untergeordnete
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Abbildung 5. a) Methode zur Quantifizierung einer lokalen DNA-Krim-
mung aus AFM-Bildern. Die Achse des DNA-Strangs wird segmentwei-
se digitalisiert und die lokale Orientierung des Strangs numerisch be-
stimmt. b) Auftragung der experimentellen lokalen DNA-Kriimmung
(aus den AFM-Bildern) entlang eines Strangs von palindromischen Di-
meren mit Schwanz-Schwanz-Verkniipfung; die Dimere wurden unter
Verwendung der EcoRV- und Pstl-Stellen der Plasmid-DNA pBR322 er-
zeugt.”! Die mittlere lokale Krimmung (C(n,m)) (in Grad, n ist die Po-
sition der Sequenz, m =2 Helixwindungen ist der Abschnitt, iiber den
gemittelt wird) ist als Funktion der Position der Bruchstiicke entlang
der Strangkontur, n/N, aufgetragen. Die experimentelle Kurve wurde
durch Mittelung der beiden gleichen Hilften symmetrisiert, um die
Krimmungsinformation der DNA-Sequenz zu verdoppeln. c) Die expe-
rimentelle lokale Flexibilitdt desselben DNA-Molekiils, aufgetragen als
Standardabweichung (SD) der lokalen Strangkrimmung.

Rolle. Somit ist der Strukturcode der DNA nicht einfach
durch die Sequenz (die Worter) festgelegt, sondern etwas
subtiler durch die Art, wie die Sequenzen in der Kette
angeordnet sind (die Sprache). Dabei bleibt festzuhalten, dass
eine gewisse Flexibilitédt in der Sequenz erlaubt ist, ohne dass
gravierende Verdnderungen der Molekiilgestalt verursacht
wiirden.

3.2. Der Code fiir die Flexibilitit der DNA: von der
Dinucleotidstufe bis in die Mikrometerskala

Die Sequenz eines DNA-Molekiils legt nicht nur das
Profil mit der niedrigsten Energie fest, sondern bestimmt
auch dessen lokale Reaktion auf thermische Fluktuationen.
Auf diese Weise steuert die Sequenz die Bildung von Kon-
formeren und Uberstrukturen. Wichtig ist, dass eine Konfor-
mation auch dann eine biologische Funktion haben kann,
wenn sie nur sehr niedrig besetzt ist. Niedrig besetzte
Zustinde konnen ohne Weiteres Prozesse auslosen, die
durch stabilere Konformere unbeeinflusst bleiben. Das be-
deutet, dass wir unsere Betrachtung nicht auf Konformere in
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Senken des Energieprofils beschrianken diirfen, wenn wir die
Funktion eines Oligonucleotids vollstidndig verstehen wollen.
Eine der experimentellen Observablen, die Aufschluss iiber
den zugédnglichen Konformationsraum eines Strangs gibt, ist
die lokale axiale Flexibilitdt. Diese beschreibt die Tendenz
der langen Doppelhelixachse, sowohl lokal als auch global
von einer geraden Trajektorie abzuweichen.

Wihrend man sich iiber die Determinanten der DNA-
Kriimmung weitgehend einig ist (siche Abschnitt 3.1), ist die
Flexibilitdt der DNA noch immer Gegenstand der Diskussi-
on. Die folgenden Uberlegungen spiegeln den Standpunkt
der jeweiligen Autoren wider und miissen an einigen Stellen
sicher modifiziert werden, sobald mehr Ergebnisse vorliegen.

Die axiale Flexibilitidt des Strangs wird durch die rdum-
liche Anordnung der Sequenz bestimmt, insbesondere durch
die Van-der-Waals- und elektrostatischen Wechselwirkungen
zwischen den benachbarten Basenpaaren.[®®®* Dominiert
werden die elektrostatischen Wechselwirkungen durch den
starken Dipol im G-C-Basenpaar (verglichen mit der diffusen
Ladungsverteilung im A-T-Basenpaar).’**! Benachbarte A-
T-Basenpaare konnen daher ohne gegenseitige Verschiebung
gestapelt werden, wohingegen die repulsiven Dipole benach-
barter G-C-Basenpaare eine leichte Versetzung und infolge-
dessen einen hoheren positiven Rollwinkel verursachen.

Ein anderer Faktor, der die axiale Flexibilitiat beeinflusst,
ist die Kompressibilitdt der groBen wie auch der kleinen
Furche. Diese fithrt dazu, dass in den Furchen exocyclische
Gruppen vorliegen.®! De Santis und Mitarbeiter haben ge-
zeigt, dass unter Annahme einer FElastizitit erster Ordnung
die axiale Flexibilitdt mit der Schmelztemperatur eines DNA-
Abschnitts thermodynamisch korreliert. Zu diesem Zweck
wurde jeder Dinucleotidstufe eine formale Schmelztempera-
tur zugeordnet und iiber die Sequenz gemittelt. Eine so
erhaltene Dinucleotid-basierte Flexibilitdtsskala erkldrt zu-
friedenstellend die Verteilung von statischen und dynami-
schen Kriimmungen in DNA-Bildern und ebenso die se-
quenzabhingige thermodynamische Stabilitdt von Nucleoso-
men'[64,74,87.88]

Die axiale Flexibilitdt eines nanometerlangen Strangs
kann mit der Persistenzldnge P beschrieben werden, einem
Parameter, der gewohnlich als MaB fiir die Biegesteifigkeit
von Polymeren verwendet wird. P ist definiert als die Lange,
iiber die die Orientierung der Polymerachse bei thermischer
Anregung beibehalten wird. Mit einer Reihe von Techniken
(Lichtstreuung,® Rotationsdiffusion,” DNA-Zyklisierungs-
kinetik,”" Kryo-® und konventionelle Elektronenmikrosko-
piel”>*! sowie Kraftfeldmikroskopie!™) wurde eine Persis-
tenzlinge von etwa 50 nm fiir B-Form-DNA mit gemischter
Sequenz abgeschitzt. Der gemessene Wert der Persistenzlin-
ge, wie er durch die meisten Techniken bestimmt wird, hingt
nicht nur von der intrinsischen Flexibilitdt des DNA-Mole-
kiils ab, sondern, wegen der lokalen intrinsischen Kriimmung,
auch von der Anisotropie der axialen Flexibilit:t.[5" 4

Auf der Lingenskala der Dinucleotidstufen wurde die
axiale Flexibilitit (die Biegbarkeit) anhand des Konforma-
tionsraums der spezifischen Basenstufen in der Kristallstruk-
tur von DNA-Oligomeren und DNA-Protein-Komplexen
ermittelt.®**! Bei DNA-Oligomeren riihren die Deforma-
tionen, die zur lokalen Verbiegung der DNA fiihren (und die
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Bestimmung der Biegbarkeit ermoglichen), von der Gitter-
struktur des DNA-Oligomerkristalls her. In DNA-Protein-
Komplexen wurde die lokale Biegbarkeit der Kette anhand
der Fahigkeit des Proteins, die DNA zu biegen, nachgewie-
sen. Die Experimente ergaben, dass die Pyrimidin-Purin-
Stufen leichter deformiert werden als die Purin-Pyrimidin-
und Purin-Purin-Stufen. Fiir die Biegbarkeit der Dinucle-
otidstufen resultierte folgende Reihenfolge: CG > CA(=
TG) >TA > CC(=GG) >TC(=GA)>GC>TT(=AA) >
GT(= AC) > CT(= AG) > AT. Olson und Mitarbeiter leite-
ten auch harmonische Energiefunktionen aus den Mittelwer-
ten und der Verteilung der Basenstufenparameter ab."””

Bildgebende Verfahren zur Visualisierung der DNA-
Trajektorien ermoglichen die Kartierung zum einen der
lokalen intrinsischen Kriimmungen entlang der Kette und
zum anderen der sequenzabhéngigen lokalen Modulationen
der Flexibilitdt. Aus den Kriimmungsdaten wurden fiir eine
Gruppe von symmetrischen Molekiilen (erzeugt durch Di-
merisierung eines Segments der Plasmid-DNA pBR322)
Flexibilititskurven wie in Abbildung Sc erhalten.’ Diese
Diagramme zeigen, dass im Allgemeinen die lokale Flexibi-
litdt an den stérker gebogenen Stellen des Molekiils hoher ist.
Das bedeutet, dass die Sequenz den Konformationsraum der
Kette vorgibt, indem sie auf gleiche Weise die intrinsische
Krimmung und die Flexibilitdt moduliert. In Molekiildyna-
miksimulationen (auf der Basis von ,,all atom“-Potentialen)
wurde gezeigt, dass Oligonucleotid-Duplexe mit Adeninse-
quenzen im Wesentlichen gerade und steif sind und dass die
starker gebogenen und verdrehten Stufen (beziiglich der
kanonischen B-Form) dynamisch stirker deformierbar
sind.”®

Es gibt sechzehn mogliche Dinucleotide, davon nur zehn
mit einmaliger Symmetrie. Die Abbildung 6 zeigt die frak-
tionale Haufigkeit der Dinucleotidstufen entlang der Kette
des in Abbildung 5 gezeigten Dimers. Fiir die AA(=TT)-,
TA- und AT-Stufen resultiert eine gute Korrelation mit der
Flexibilitdt, wohingegen die CG-, CA(=TG)- und GC-Stufen
Antikorrelation zeigen. Dieses Ergebnis widerspricht den
oben diskutierten Zuordnungen von Biegsamkeiten der
Dinucleotide. Tatsdchlich hatten die Kiristallstrukturen
darauf hingedeutet, dass die CG- und CA(=TG)-Stufen am
biegsamsten sind. Ahnlich wie im Fall der Kriimmung sind die
mit unterschiedlichen Techniken bestimmten Flexibilitdten
im Nanomafstab und auf atomarer Ebene also kaum in
Einklang zu bringen. Mogliche Ursachen dieser Unstimmig-
keit werden im Folgenden diskutiert.

Ein Argument wire, dass die zur Verfiigung stehenden
kristallographischen Daten nicht ausreichen. Wie die Autoren
der diesbeziiglichen Studie selbst betonen, halten die berech-
neten harmonischen Energiefunktionen neu hinzukommen-
den Daten womoglich nicht stand.”! Die rontgenkristallo-
graphisch analysierten Oligonucleotide enthielten au3erdem
Segmente mit systematisch GC-reichen Enden und AT-rei-
chem Zentrum,” was moglicherweise die statistische Signi-
fikanz der Analyse beeinflusst. Hinzu kommt, dass die
Verteilung der Geometrieparameter der Dinucleotide in
den Kiristallstrukturen des analysierten Oligonucleotidsatzes
(etwa hundert) nur wenig mit der Verteilung in DNA-
Protein-Komplexen korreliert.”’] Beiden Analysen zufolge
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Abbildung 6. Hiufigkeit von Dinucleotidstufen entlang der Molekilket-
ten, deren Kriimmung und Flexibilitit in Abbildung 5 dargestellt ist.
Die Haufigkeit ist mit der gleichen raumlichen Auflésung aufgetragen
wie die Kriimmungsparameter in Abbildung 5. fist die fraktionale Hau-
figkeit der Dinucleotidstufen, n/N die fraktionale Position entlang der
Strangkontur. Die Kurven sind jeweils mit dem Profil der Strangflexibili-
tat (gestrichelt, unskaliert; aus Abbildung 5c¢) tberlagert und lassen
entsprechende Korrelationen erkennen.

sind die CG- und die CA(=TG)-Paare besonders biegbar,
was den AFM-Studien im Nanometerbereich klar wider-
spricht."

Eine weitere Ursache fiir die Unstimmigkeiten konnte
sein, dass die mikroskopischen Eigenschaften entlang des
Strangs herausgemittelt werden. Laut Okonogi et al. ist die
CG-Stufe am flexibelsten und die GC-Stufe an unflexibelsten,
die AT- und TA-Stufen liegen dazwischen.'"’! Die gemittelte
Flexibilitdt der CG- und GC-Stufen ist geringer als die der
AT-und TA-Stufen. Auf dieser Grundlage wurden Sequenzen
mit AT- und TA-Stufen als die flexibelsten unter allen
Dinucleotiden eingestuft.'™ An dieser Stelle ist aber zu
beriicksichtigen, dass sich die Einzelkomponenten einer
Helixstruktur keineswegs nur aufaddieren und mitteln, son-
dern mit der Helixwindung synchronisiert sind. Auf diese
Weise kann durch geeignete Synchronisation von ansonsten
wenig biegsamen Dinucleotidstufen eine hohe lokale Flexi-
bilitdt entstehen. Auch wird die Kriimmung der DNA in
erster Linie dadurch festgelegt, wie die Doppelhelix die
lokalen Biegungen selektiert, zusammensetzt und iiber un-
terschiedliche GroB3enskalen synchronisiert; das Ausmaf} der
individuellen Deformationen spielt nur eine untergeordnete
Rolle (siche Abschnitt 3.1).

Ein weiterer Unterschied muss beachtet werden, wenn
man die Biegbarkeiten von Dinucleotiden, wie sie durch
Rontgenbeugungsanalyse wie in Lit. [82,95] oder durch
spektroskopische Methoden wie in Lit.[100] bestimmt
werden, mit den durch AFM bestimmten Flexibilititen
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vergleichen will. In der Kraftfeldmikroskopie werden die
Molekiile aus dem 3D-Raum der Losung in den Quasi-2D-
Raum der Substratoberfliche iiberfiihrt. Durch diese Reduk-
tion von Freiheitsgraden konnten Bewegungen aus der Ebene
heraus geddmpft und damit die Flexibilitdt innerhalb der
Ebene erhoht werden. Dies ist eine weitere mogliche Ursache
dafiir, dass auf unterschiedlichen Langenskalen widerspriich-
liche Ergebnisse erhalten wurden. Dennoch sind die Unter-
suchungen an geglitteten DNA-Molekiilen aus Sicht der
Strukturbiologie sehr wertvoll, da solche Molekiile die struk-
turellen Einschrinkungen imitieren, die in DNA-Protein-
Komplexen herrschen. Praktischerweise wird also der intrin-
siche Nachteil dieses Verfahrens dazu genutzt, Aufschluss
iiber die Topologie solcher Komplexe zu gewinnen.

Informationen iiber die Strukturcodes von DNA fiir den
Nanometerbereich konnen auch aus Komplexen der DNA
mit Strukturproteinen wie den Histonen abgeleitet werden
(siche Abschnitt 3.3). Insbesondere wurde analysiert, wie die
konformativ starren und flexiblen Sequenzen kombiniert
sind, um die Position der Proteine an der umhiillenden DNA -
Kette festzulegen. Nach Travers bestétigen diese Analysen,
dass AT und TA als relativ flexible Stufen einzuordnen
sind.® Die Aussage, dass TA wohl die flexibelste Stufe ist,
wird durch die sehr geringe Stapelungsenergie der Stufe und
durch die Ergebnisse von Zhang und Crothers”!! sowie
McConnell und Beveridge™ untermauert. Diese Folgerung
passt sehr gut zu den Ergebnissen der AFM-Experimente.

Fiir die AA-Stufe scheint eine Energiebarriere zu exis-
tieren, die grofere Verzerrungen verhindert. Andererseits
fanden Richmond und Davey™" kiirzlich bei strukturellen
Untersuchungen des Nucleosomenkerns, dass gerade an den
Verbindungsstellen zwischen der AA-Stufe und den flankie-
renden Sequenzen besonders starke Verzerrungen auftreten.
Daher ist es wahrscheinlich, dass die Eigenschaften dieser
Stufe sehr stark vom unmittelbaren Sequenzkontext beein-
flusst werden (A. A. Travers, personliche Mitteilung). Die
hohe Flexibilitat, die dem AA-Paar anhand von AFM-
Experimenten zugewiesen wurde, resultiert moglicherweise
auf einer Mittelung mit den mechanischen Eigenschaften der
flankierenden Positionen.

Als Restimee bleibt, dass uns die subtile Verflechtung der
auf unterschiedlichen Lingenskalen wirkenden Erkennungs-
mechanismen der DNA vieles iiber die strukturellen Grund-
lagen grofBenabhingiger molekularer Phanomene verrit.

3.3. Indirektes Auslesen bei der DNA-Protein-Erkennung

DNA-bindende Proteine kénnen in zwei Gruppen unter-
teilt werden. Die erste Gruppe umfasst Proteine wie die
Histone und histonidhnliche Proteine, die die Chromosomen-
struktur aufrechterhalten und je nach erforderlicher Funktion
modifizieren. Solche Proteine sind von DNA-Stréangen um-
schlungen. Die Protein-DNA-Wechselwirkungen sind hoch
spezifisch und héngen von der sequenzabhidngigen Kriim-
mung und Flexibilitdt der beteiligten DNA-Abschnitte ab.
Die in kompetitiven Rekonstitutionsexperimenten ermittel-
ten freien Standardenthalpien von Nucleosomen konnten
durch ein statistisch-thermodynamisches Kriimmungs- und
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Flexibilitatsmodell zufriedenstellend
werden #5781

In die zweite Gruppe fallen Proteine, die durch Wechsel-
wirkung mit DNA-Steuerungselementen an der Regulation
der Genexpression beteiligt sind. Diese Proteine gelangen an
ihre Bindungsstelle, indem sie zunéchst an eine nichtspezifi-
sche Stelle der DNA binden und dann durch eindimensionale
Diffusion oder durch Transfer zwischen Segmenten (oder
beides) an ihren spezifischen Bindungsort wandern.'®? Sie
erkennen ihre spezifische Bindungsstelle, indem sie die
spezifischen Wechselwirkungen durch einen als ,direktes
Auslesen* (direct read-out) bezeichneten Erkennungsmecha-
nismus abtasten."™!* Es handelt sich also um einen Erken-
nungsprozess auf atomarer Ebene.

Der hoch detaillierte Abtastvorgang kann an jeder Posi-
tion entlang des DNA-Strangs stattfinden oder, wirksamer
noch, nur an bestimmten Positionen wie solchen, an denen
sich die DNA leichter biegen lédsst. Das heif3t, dass das Protein
wihrend seiner eindimensionalen Diffusion die DNA sténdig
zu bestimmten lokalen Konformationen verbiegt und da-
durch austestet, auf welche Weise die DNA Konformations-
wechsel ausfithren kann. Dieser als ,indirektes Auslesen*
(indirect read-out) bezeichnete Mechanismus entspricht
einem Abtasten von Konformations- und mechanischen
Eigenschaften auf der Nanoskala.'*”

Bustamante et al. postulierten, dass die eindimensionale
Diffusion des Cro-Proteins entlang der DNA sich in einer
Progagation von Biegewellen duf3ert, auf deren Scheitelpunkt
das Protein reitet.'" Die Leichtigkeit, mit der die DNA
gebogen wird, konnte dem Protein die Ankunft an der
spezifischen Position signalisieren. Je weniger Energie fiir die
Biegung aufzuwenden ist, desto stabiler ist der zunéchst
intermedidre Protein-DNA-Komplex an dieser Stelle und
desto mehr Zeit steht dem Protein zur Verfiigung, um die
Stelle nach sequenzspezifischen Wechselwirkungen abzutas-
ten. Die Rolle der DNA-Biegung bei der transkriptionalen
Regulation wurde in einer Ubersicht diskutiert."® Die Zahl
an neu entdeckten DNA-biegenden Proteinen steigt stiandig
an, und die Hinweise verdichten sich, das alle Proteine, die die
DNA abtasten, diese auch biegen konnen. Beim indirekten
Auslesen wird auf einen flexibleren Code zugegriffen als beim
sequenzspezifischen direkten Auslesen, denn eine bestimmte
Sequenz kann durch eine nicht verwandte Sequenz ersetzt
werden, solange diese genauso gekriimmt und flexibel ist.'"”

Der indirekte Ausleseprozess ist der fiir die Erkennung
von Strukturproteinen dominante Mechanismus. Dieser Me-
chanismus ist auch die erste Komponente beim Erkennungs-
prozess zwischen Proteinen der zweiten Gruppe und ihren
spezifischen Bindestellen. Ein Beispiel fiir eine indirekte
Erkennung, die ohne direkte Wechselwirkungen stattfindet
(d.h. auBerhalb der Van-der-Waals-Radien liegt), ist die
Erkennung zwischen dem FIS-Aktivatorprotein und seinen
Bindungsstellen.”®!

reproduziert

3.4. Bildung von Schleifen: festgelegt durch den DNA-Code

Wie Griffith etal. am Beispiel der stark gekriimmten
DNA aus Crithidia fasciculata gezeigt haben,®” kann die
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Flexibilitdt der DNA zur Bildung von Schleifen fiihren.
Schleifen sind Uberstrukturen, die die Genexpression steuern
konnen. In einem DNA-Strang vermitteln Schleifen die
Wechselwirkungen zwischen Komponenten, die in der Pri-
mairstruktur weit voneinander entfernt sind.!”” Die Bildung
von Schleifen (die durch AFM direkt beobachtet werden
kann!"") hingt von der richtigen Synchronisierung der Ba-
senpaardeformierbarkeit mit der Doppelhelixwindung ab.
Matsumoto und Olson””! simulierten einen in natiirlicher
Form geraden Strang mit intrinsisch flexiblen und steifen
Dimerstufen im Abstand halber Windungen (5bp). Die
Rechnungen ergaben, dass der Strang in eine bevorzugte
Richtung biegt und Schleifen bildet.

3.5. Kristalloberfliichen kénnen den Strukturcode der DNA lesen

Makromolekiile konnen vielfiltige Wachstums- und Ord-
nungsprozesse steuern, darunter die Bildung von anorgani-
schen Kristallkeimen, Aggregaten und Mustern sowie die
Stabilisierung von Phasen."™ Entsprechend intensiv wird
derzeit nach kompatiblen Kombinationen von biologisch-
anorganischen Materialen geforscht. Insbesondere wird un-
tersucht, wie die ordnenden Eigenschaften biologischer Mo-
lekiile auf anorganische Systeme transferiert werden konnen.
In die engere Wahl kommen z.B. Peptide, die selektiv an
Metall- und Metalloxidoberfldchen binden oder das Wachs-
tum einer anorganischen Halbleiteroberflaiche steuern
konnen.!?!

Die Frage dridngt sich auf, ob neben Peptiden und
Proteinen auch eine DNA-Kette an der biologisch-anorgani-
schen Schnittstelle erkannt wird. Ein gerader DNA-Einzel-
strang kann auf einer Oberfliche um seine Achse rotieren,
sodass viele Orientierungen gleich wahrscheinlich sind und
sich die chemischen Merkmale zu einer zylindrischen Sym-
metrie mitteln. Bei einem intrinsisch gekriimmten Segment
hingegen ist die Rotation in gewissem Umfang eingeschrénkt.

Die intrinsische DNA-Kriimmung legt fiir das gekriimmte
Segment eine Mittelebene fest. Die beiden Fldchen des
Strangs (die beiden Seiten der Ebene) verhalten sich che-
misch unterschiedlich, und zwar wegen der unterschiedlichen
rdumlichen Verteilung der Dinucleotide, die die Kriimmung
verursachen. Tatséchlich erkennt man im hochaufgelosten
Molekiilmodell (Konformation mit der niedrigsten Energie)
des gekriimmten Crithidia-fasciculata-Fragments, dass die fast
ebene Struktur eine A-reiche und eine T-reiche Seite hat, weil
die sich wiederholende A-Region mit der Helixwindung
synchronisiert ist (siche Abbildung 4b). Prinzipiell kann diese
Struktur im Mittel mit jeder der beiden Fléchen auf Glimmer
adsorbieren. Ein Beobachter kann jedoch durch direkte
Betrachtung (mit EM oder AFM) nicht unterscheiden, wel-
ches die bevorzugte Adsorptionsseite ist —so es eine gibt —, da
er nicht die Anordnung der Sequenz lesen kann.

Abbildung 7a erldutert schematisch die Strategie, die zur
Identifizierung einer bevorzugten Adsorptionsseite ange-
wandt wird: Die beiden Fldchen eines diinnen quadratischen
Objektes (etwa eines Quadrates aus Papier), eine schwarze
und eine weile, konnen nur anhand ihrer unterschiedlichen
Farben erkannt werden, denn die Form ist jeweils identisch.
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Abbildung 7. a) Die beiden verschiedenfarbigen Flichen eines diinnen
quadratischen Objekts sind morphologisch nicht unterscheidbar.

b) Verschiedenfarbige Flichen eines chiralen Objekts, das durch Ver-
schmelzung von zwei Kopien des Objekts in (a) erzeugt wurde.
Welche Fliche die zugewandte ist, kann anhand der Objektform ange-
geben werden, auch wenn die Farben nicht unterscheidbar sind. c) Ein
palindromisches DNA-Dimer aus einem gekrimmten DNA-Segment,
das in S-Form flach auf einer Oberfliche liegt, zeigt analoge Eigen-
schaften wie das Modell in (b). Die Flichen kénnen ohne Ablesen der
Basensequenz erkannt werden.

Ahnlich zu den Farben kann die Anordnung der Sequenz in
den EM- oder AFM-Bildern nicht ausgemacht werden.
Konstruiert man aber ein neues Objekt durch Verkniipfung
zweier Quadrate zu einer chiralen Figur (wie in Abbil-
dung 7b), werden die beiden prochiralen Flichen auch
morphologisch unterscheidbar. Entsprechend wurden die
beiden gekriimmten Segmente aus Crithidia entweder in
Schwanz-Schwanz-Orientierung (Pvull-EcoRI-Pvull, durch-
gezogene Kurve in Abbildung 8) oder in Kopf-Kopf-Orien-
tierung (Nhel-Sall-Nhel, gestrichelte Kurve in Abbildung 8)
verkniipft und auf diese Weise zwei palindromische Dimere
konstruiert. Diese verhalten sich wie das in Abbildung 7b
dargestellte prochirale Objekt. Ein solches gekriimmtes pa-
lindromisches Molekiil, das zweidimensional eine S-Form
annimmt (mit der internen Dyadenachse senkrecht zur
Oberfliache), exponiert mit den beiden prochiralen Seiten
entweder A-reiche oder T-reiche Sequenzen, da die A- und T-
Basen an die beiden Seiten des gekriimmten Monomerseg-
ments segregiert sind (Abbildung 7c). Welche der beiden
Flachen eine auf Glimmerpldttchen aufgetragene Molekiil-
population der Kristalloberfliche zuwendet, kann also mit
AFM nur dann identifiziert werden, wenn man palindromi-
sche Dimere des Segments betrachtet, nicht das Segment
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Abbildung 8. Experimentelle lokale DNA-Krimmung (aus AFM-Bil-
dern) entlang eines Strangs von palindromischen Schwanz-Schwanz-
verkniipften (Pvull-EcoRI-Pvull, durchgezogene Kurve) und Kopf-Kopf-
verkniipften Dimeren (Nhel-Sall-Nhel, gestrichelte Kurve) des Crithidia-
fasciculata-Segments. Die mittlere lokale Krimmung (in Grad; gemit-
telt Gber ungefahr zwei Helixwindungen wie in Abbildung 5b) ist als
Funktion der fraktionalen Position entlang der Strangkontur (n/N) dar-
gestellt. GemiR den Vorzeichen der lokalen Kriimmung sind die mittle-
ren Morphologien des jeweils bevorzugt gebildeten Schwanz-Schwanz-
(S-Typ, durchgezogen) und Kopf-Kopf-Dimers (S*-Typ, gestrichelt) skiz-
ziert.

selbst. Bei der Analyse zweier grofler Sitze palindromischer
Dimere des Crithidia-fasciculata-Fragments (Abbildung 8)
wurde gefunden, dass beide Dimere dem Glimmer bevorzugt
die T-reiche Seite exponieren. Eine statistische Analyse
ergab, dass die eine der beiden Flidchen fiinf- bis neunmal
hiufiger der Glimmeroberfliche zugewandt ist als die
andere."3

Unserer Auffassung nach muss dieser Effekt als Erken-
nung einer DNA-Uberstruktur auf der Basis des indirekten
Ablesemechanismus interpretiert werden. Die Stédrke der
Erkennung wird nicht direkt durch die Sequenz, sondern
durch das Ausmafl der Kriimmung festgelegt. Auch bei
Dimeren des pBR322-Restriktionsfragments, dessen Sequen-
zen geringer mit der Helixwindung synchronisiert sind als bei
Crithidia und daher nur schwache Kriimmungen aufweisen,
wurde eine spezifische Erkennung von Oberfldchen nachge-
wiesen, allerdings deutlich schwécher ausgeprigt (B. Samori,
P. De Santis et al., unveroffentlichte Ergebnisse). Eine Kris-
talloberfliche, wie die von Glimmer, erkennt nicht die
Basensequenz, sondern die Periodizitdt der Adeninsegmente.
Wenn die Adeninsegmente nicht genau mit der Helixwindung
synchronisiert sind, kann sich keine signifikante Kriimmung
bilden, und die komplementédren Basen segregieren nicht zu
ausgepriagten Fldachen. Demnach erwarten wir, dass der
Erkennungseffekt fiir gekriimmte dsDNA-Molekiile allge-
meingiiltig ist. Weitere Untersuchungen sind notig, um die
strukturellen Grundlagen des Erkennungsprozesses zu ermit-
teln und mithin den zugrundeliegenden Code zu entziffern.

Wir konnen die Hypothese aufstellen, dass ein solcher
Erkennungsprozess in vorzelluliren Stadien der Evolution
von Bedeutung war. Anorganische Oberflichen haben als
Katalysatoren bei pribiotischen Synthesen* und als Temp-
late fiir die Selbstorganisation der immer komplexer werden-
den Biostrukturen fungiert.'”]
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Die DNA-Sequenz birgt den Code fiir die im Nanome-
terbereich auftretenden Eigenschaften, Uberstrukturen und
Erkennungsmechanismen der DNA. Vom nanowissenschaft-
lichen Standpunkt gesehen erkennen wir, wie sich die DNA-
Doppelhelix iiber Lingenskalen hinweg unterschiedliche
Merkmale aneignet. Die DNA verhilt sich dabei wie eine
Antenne, die gegenphasige ,,Storungen® eliminiert und nur
solche mit richtiger Phase zulésst.

Eine nanowissenschaftliche Betrachtung der Biologie
fithrt uns unmittelbar zu den Methoden, auf die die Natur
beim ,,Engineering* komplexer Systeme zuriickgreift. Oder,
wie es Horst Stormer ausdriickte, ,,nanoscale science is raising
the lid on the biggest LEGO of the universe.*

Die Biologie beginnt, nanowissenschaftliche Ansétze zu
nutzen, und umgekehrt lassen sich auch die Nanowissen-
schaften zunehmend von der Biologie und insbesondere den
Eigenschaften der DNA inspirieren. Durch ihren auBerge-
wohnlich hohen Informationsgehalt ist die DNA pridestiniert
dafiir, hohe Komplexititsgrade in Selbstorganisationsprozes-
sen zu vermitteln, auch bei nichtbiologischen Materialien.

Die DNA ist an Erkennungsprozessen beteiligt, deren
Selektivitdt und Ausmal tiber Langenskalen hinweg modu-
liert werden, so wie beim direkten und indirekten Ablese-
mechanismus bei der Bildung von Protein-DNA-Komplexen.
Das direkte Ablesen auf der Basis des Basenpaarcodes ist in
der Nanotechnologie bereits als Methodik etabliert. Die
komplexeren Codes dienen gegenwirtig der blo3en Inspira-
tion, vielleicht wird es aber bald moglich sein, diese Codes auf
dhnliche Weise wie den Basenpaarcode einzusetzen. Vorstell-
bar wire eine Methodensammlung von DNA-Erkennungs-
prozessen, mit der sich die Selbstorganisation auf unter-
schiedlichen Léngen- und Energieskalen schalten lédsst. Die
Entdeckung, dass DNA-Uberstrukturen von einer Kristall-
oberfliche erkannt werden, ist ein erster Schritt. Komplexe
selbstorganisierende Nanostrukturen auf DNA-Basis!'"
konnten gezielt so angefertigt werden, dass sie von einer
Kristalloberfliche erkannt werden. Auf diese Weise wiirden
zwei Informationshierarchien zugleich genutzt. Ein weiterer
Schritt hin zu hoherer Komplexitdt wire der Einsatz von
DNA-bindenden Proteinen. Durch Aggregation von stark
gekrimmten und geraden DNA-Segmenten, die iiber Kon-
sensussequenzen mit ihren Proteinen verkniipft sind, konnten
so gezielt DNA-Nanostrukturen auf kationischen Kristall-
oberfldchen erzeugt werden.

Addendum

Seit Einreichung des Manuskripts sind mehrere wichtige
Veroffentlichungen zum Thema erschienen. Sherman und
Seeman beschrieben einen DNA-Walker, bestehend aus einer
»zweibeinigen“ DNA, die kontrolliert iiber eine DNA-Ebene
schreitet.''®! Gesteuert wird der Walker durch Oligonucleo-
tide, die die Fiie des Zweibeiners an spezifische Stellen der
DNA-Ebene binden.

Mao etal. entwickelten einen vollautonomen DNA-
Motor, der mithilfe eines integrierten DNA-Enzyms eine
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zyklische Bewegung ausfiihrt."'”l Der Nanomotor zykliert
ungestort zwischen einem offenen und geschlossenen Zu-
stand, solange die Losung das Substrat des Enzyms bereit-
stellt, und kann durch eine molekulare Bremse gestoppt
werden. Es handelt sich um eine echte Umwandlung von
chemischer Energie in nanoskalige Bewegung in einer voll-
synthetischen Funktionseinheit.

Die Nanotechnologie von Oberflichen wird zunehmend
zum Gegenstand der Computerchemie. Su und Smith be-
schrieben einen oberflichenbasierten DNA-Computer,!''*!
Reif und Mitarbeiter berichteten iiber die Anwendung von
DNA-Codes in der Cryptographie.!'”

Die Bauprinzipien, die hinter der Anordnung von DNA-
Molekiilen stecken, treten mit wachsender Zahl an experi-
mentellen Beispielen (etwa der DNA-Tetraeder von Good-
man et al.' oder die starren Dreiecksmodule von Mao
et al.'l) immer klarer hervor. Winfree und Mitarbeiter
versuchten, thermodynamische Bedingungen zu definieren,
die fiir die Aggregation von Nucleinsduresequenzen mafige-
bend sind.['?

Ebenfalls Mao und Mitarbeiter beschrieben kiirzlich ein
lithographisches Verfahren mithilfe von DNA-Arrays, das auf
der Befiillung von Vertiefung auf der Array-Oberfliche
durch Hochvakuumverdampfung von Metall beruht. Durch
Abheben des Metallfilms von der Oberfldche erhilt man eine
nanoskalig gemusterte Metallstruktur, bei der es sich um ein
Negativ des DNA-Musters handelt.['’]

Am 28. Juli 2004 verstarb Sir Francis Harry Compton
Crick.

Die experimentellen Arbeiten wurden durch folgende Institu-
tionen und Programme unterstiitzt: Ministero dell’Istruzione
Universita Ricerca, Programmi Biotecnologie Legge 95/95
(5%), Progetti di Interesse Nazionale 2001-2003, Progetti
Pluriennali Universita di Bologna, FISR D.M. 16/10/20 Anno
1999, ESF Eurocore ,,SONS*“ Programme for 2003-2006. Wir
danken Pasquale De Santis (Rom) fiir hilfreiche Diskussionen
und Anmerkungen zum Manuskript. Andrew Travers (Cam-
bridge) danken wir fiir unverdffentlichtes Material und hilf-
reiche Vorschlige, speziell zu den vergleichenden Analysen der
Flexibilitit der TA- und AA-Stufen (Abschnitt3.2). Wir
danken Dr. Andrea Giro fiir die Unterstiitzung bei der
Anfertigung des Vortitelbildes.

Eingegangen am 28. Januar 2004,
verdnderte Fassung am 12. April 2004
Online veroffentlicht am 5. November 2004

Ubersetzt von Dr. Roswitha Harrer, Frankfurt
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