Highlights

Molekulare Motoren

Kiinstliche molekulare Motoren auf DNA -Basis nach
dem Vorbild von Kinesin**
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Das Gebiet der molekularen Funkti-
onseinheiten ist in den vergangenen
zwei Jahrzehnten intensiv beforscht
worden.'! In den letzten Jahren zogen
synthetische molekulare Motoren wach-
sende Aufmerksamkeit auf sich, und es
wurden ,,organische“”* und DNA-ba-
sierte!” 1! Systeme konstruiert, die als
Rotations- oder Linearmotoren arbei-
ten. Die Natur ist reich an Beispielen fiir
molekulare Motoren (Flagellen, Mus-
keln, Cilien usw.).'”? Bis zum Jahr 2004
waren alle prozessiven molekularen
Motoren, bei denen sich ein Motormo-
lekiil iiber eine Oberfldche bewegt, bio-

logischen Urprungs.

Kinesin ist der Prototyp eines pro-
zessiven biologischen Motors,"®! ein
weiteres Beispiel sind die DNA-Poly-
merasen. Wie in Abbildung 1 gezeigt,
bewegt sich Kinesin, von ATP angetrie-
ben, entlang eines Mikrotubulus. Ein
Hauptmerkmal des Kinesin-Systems ist
die Steuerung der Bewegungsrichtung.
Uber die damit verbundene Problema-
tik gibt eine Betrachtung eines Zwi-
schenzustands zwischen Abbildung 1b
und 1c am besten Auskunft. Wie wird
eine gerichtete Bewegung erreicht,
wenn Kinesin nur durch den blauen
FuB3 gebunden ist und dem roten Fuf3
zwei identische nédchste Bindungsstellen
offen stehen (ndmlich eine auf der lin-
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Bewegung von
Kinesin (das eine Fracht tragt) entlang eines Mikrotubulus.  {gren

ken und eine auf der rechten Seite, aus
deren Besetzung die Zusténde in Abbil-
dung 1a bzw. 1d resultieren)? Im Fall
von Kinesin hat die Natur offensichtlich
eine Antwort gefunden, bei syntheti-
schen Funktionseinheiten ist die Steue-
rung der Bewegungsrichtung jedoch die
wohl grofite Schwierigkeit. Vier im Jahr
2004 veroffentlichte Arbeiten('*? stel-
len erste Schritte auf dem Weg zur
Bewiltigung dieser Aufgabe dar.
Grundlage ist jeweils ein DNA-basiertes
System.

Wohl unterschieden sich die vier
Arbeiten in Einzelheiten. Das Wesent-
liche an ihnen ist aber, dass die Asso-
ziations- und Dissoziationsprozesse
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Uber derartige Fort-
schritte bei molekularen Mo-
berichteten  zuerst

Sherman und Seeman.!" Thr

Ansatz ist in Abbildung 2
dargestellt. Er beruht auf verschiedenen
reinen DNA-Komponenten: einem
,Laufweg® (dunkelblau), zwei mitein-
ander iber drei flexible Linker verbun-
denen ,,Beinen“ (braun), die einstrangi-
ge FiiBe“ tragen (FuB1 (F1) rosa,
Fuf3 2 (F2) orange) sowie ,, Trittflichen*
(,,Footholds“, FH) A (tiirkis) und B
(griin). Sowohl Bewegung als auch Still-
stand werden mithilfe zweier Familien
von Einzelstrang-DNA ausgelost, die als
Trennungs(,,Unset“)- und Bindungs-
(,,Set“)-Striange ausgewiesen sind. Die
Bindungsstriange vereinigen sich durch
Hybridisierung mit Einzelstrangseg-
menten, und sie konnen durch die Zu-
gabe von Trennungsstringen, denen ge-
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a) Zustand 1A,28

b) Auslésung

c) Zustand 1A

f) Zustand 1B,2C

Abbildung 2. Arbeitsprinzip des Zweibeiners von Seeman und Shermanl' (Einzelheiten siehe
Text). Komplementirsequenzen von Stringen sind gleichfarbig dargestellt; SS=Bindungsstrang
(»Set Strand“), USS =Trennungsstrang (,Unset Strand“), F =Fuf und FH =Trittfliche (,Foot-
hold*“). Die Abschnitte (b) und (c) zeigen, wie der Trennungsstrang 2B zuerst an den Uberhang-
abschnitt (, Toehold“) des Bindungsstrangs 2B (grau) bindet und im Anschluss daran den Bin-
dungsstrang entfernt, wodurch FuR 2 freigegeben wird. Falls gewiinscht, kann der Komplex aus
Bindungs- und Trennungsstrang in (c) durch Komplexierung der Biotin-Gruppe (hellblauer Kreis)
mit Streptavidin-liberzogenen magnetischen Kiigelchen entfernt werden. (Wiedergabe mit Ge-

nehmigung der Autoren.)

geniiber sie eine grofere Affinitdt ha-
ben, wieder entfernt werden. Ein Fuf3
heftet sich an eine Trittflache an, sobald
ein Bindungsstrang, der zu beiden kom-
plementér ist, der Losung zugegeben
wird. Komplementédre Strangabschnitte
sind in Abbildung 2 gleichfarbig darge-

GGCGTTGA
SS28

S Lmkerz I *_S-—Linker

stellt. Wenn also, wie in Abbildung 2a,
der rosa- und tiirkisfarbene Bindungs-
strang SS 1A vorhanden ist, so setzt der
Zweibeiner seinen Fuf3 1 auf die Tritt-
fliche A.

Jeder Bindungsstrang verfiigt tiber
einen 8-Basen-Uberhang (,,Toehold“),

Angewandte

der zu keinem Fuf3 und keiner Trittfla-
che komplementdr ist (grau in Abbil-
dung 2a). Der Uberhang erméglicht das
Entfernen des Bindungsstrangs mithilfe
eines Trennungsstrangs (Abbildung 2b,
c). Die Sequenzen der FuB-, Trittfla-
chen- und Uberhang-Abschnitte sind in
den Abbildungen verschiedenfarbig
dargestellt. Die genaue Basenabfolge
zeigt Abbildung 3.

Abbildung 2a zeigt den Zustand
1A,2B des Systems. In diesem Stadium
steht FuB 1 auf der Trittfliche A und
Fuf3 2 auf der Trittflaiche B. Der Zwei-
beiner befindet sich anfangs in diesem
Zustand. Fiir das Ausfithren eines
Schrittes muss, wie in Abbildung 2b
und c dargestellt, Fuf3 2 zuerst von Tritt-
fliche B gelost werden. Hierzu wird der
Trennungsstrang 2B der Losung zugege-
ben. Er bindet an den Uberhang des
Bindungsstrangs 2B (Abbildung 2b)
und die nachfolgende DNA-Wanderung
(,,Branch Migration®) fiihrt zu vollstdn-
diger Hybridisierung von Bindungs-
strang 2B mit Trennungsstrang 2B. Es
ergibt sich der in Abbildung 2c gezeigte
Zustand, bei dem FufB3 2 nur indirekt,
iiber die flexiblen Linker zu Fuf3 1 und
Bindungsstrang 1A, mit dem Laufweg
verbunden bleibt. Sobald der Fuf3 2 von
der Trittfliche B gelost ist, kann er
erneut gesetzt werden, entweder auf
die Trittfliche B, was eine Riickkehr
zum Zustand 1A.2B bedeuten wiirde,
oder auf die Trittfliche C. In diesem Fall
wiirde das System in den Zustand 1A,2C
iibergehen (Abbildung2d). Es ist zu
beachten, dass sich die flexiblen Linker,
um von Trittfliche A zu Trittfliche C zu
gelangen, iiber die Trittfliche B hinweg
erstrecken miissen. Vom Zustand 1A,2C

TAGGATCGAR GTAGT CCTCTCGTCGGOC TGG ACTCT RTUCTTJ\CL
TGTCTCGTGT ATCCTAGCTT CATCA GGRGAGCAGCOGE ACC TGAGA TAGGAATG
[Frc]
-

GTCTAATGGT ACTGGRATAR CAGTGTATCGG ACTCC TGAATCACACGGATCA GGACA GGTAT a
TGACCTTATT GTCACATAGCC TGAGG ACTTAGTGTGCCTAGT CCTGT CCATA
[FuB]

CGTGAGATGT ﬁ|{:GCTJ\TG.?—\.(':L GCATGAAGGCA GGARGC GC CAGATCGCCTTGTC TGCGE ACGCTCGT
TGCGATACTG CGTACTTCCST CCTOGE OF GTCTAGCGGAACAG ACGCC TGCGAGCA

CAGCCAAT

FHAI

Abbildung 3. Darstellung der Abbildung 2a entsprechenden DNA-Basensequenz, um 90° gegen den Uhrzeigersinn gedreht. (Wiedergabe mit

Genehmigung der Autoren.)
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aus konnen, wie in Abbildung 2 f darge-
stellt, dhnliche Trennungs- und Bin-
dungsoperationen erfolgen, um Fuf3 1
von der Trittfliche A auf die Trittfla-
che B zu befordern und so zum Zustand
1B,2C zu gelangen. Die Gesamtstrecke,
die der Zweibeiner beziiglich des Lauf-
wegs mit diesem Schritt zuriicklegt, ent-
spricht etwa der 2-nm-Ausdehnung ei-
ner DNA-Helix-Domaéne.

Bisher ist die Reichweite des Sher-
man-Seeman-Zweibeiners auf ein bis
zwei Schritte beschriankt. Die Fortbewe-
gung erfolgt wie bei einer Raupe: Ein
Bein wird immer nachgezogen. Bis vor
kurzem war nicht klar, ob sich Kinesin
im Raupen- oder im Hand-iiber-
Hand(FuB-iiber-Fu)-Modus  fortbe-
wegt. Fiir Kinesin ist der Raupen-Mo-
dus nun aber widerlegt worden!"® (nicht
jedoch fiir Raupen).

Shin und Pierce® haben die Arbeit
von Sherman und Seeman noch einen
Schritt weiter gefiihrt. Sie présentierten
einen prozessiven zweibeinigen DNA-
Nanomotor (,, Walker“). Dieser bewegt
sich vorwirts, indem der zurtickhdngen-
de Fuf bei jedem Schritt in die vordere
Position gebracht wird (Abbildung 4).

a) b}
Zweibeiner
+A1 A
(35) X
.ﬂ"‘
N
. %
&, ‘h‘ﬁ i
Laufweg
£
d) A1-D1- &
Duplex 4&*
A
_’_‘\' +01
(USS)

Abbildung 4. Fortbewegung des Zweibeiners von Shin und
Pierce ™ (Einzelheiten siehe Text). Die schematischen Dar-
stellungen zeigen a) den nicht gebundenen Zweibeiner,

b) den an Trittfliche 1 (griin) gebundenen Zweibeiner, c) den
an die Trittflichen 1 und 2 (violett) gebundenen Zweibeiner
und d) den von Trittfliche 1 freigegebenen Zweibeiner mit
dem entstandenen DNA-Duplex. A und D kennzeichnen die
Bindungs- bzw. Trennungsstringe. (Wiedergabe mit Geneh-

migung der Autoren.)
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Wie erwéhnt, ist die Bewegungsrichtung
ein Hauptproblem, insbesondere dann,
wenn nur zwei Fiile und zwei Arten von
Trittflichen benutzt werden. Im System
von Shin und Pierce gibt es zwei Fiile
und vier Trittflichen, und die Bewe-
gungsrichtung wird auf effiziente Weise
gesteuert. Das System hat vier Kompo-
nenten: einen Zweibeiner, einen Lauf-
weg, Bindungsstringe (,,Set“-Stringe,
A) als Antrieb sowie Trennungsstringe
(,,Unset“-Strange, D). Der Zweibeiner
besteht aus zwei partiell komplementa-
ren Oligonucleotiden, deren einzel-
striangige Beine (Fiie) tiber ei-
ne Doppelhelix miteinander ver-
bunden sind. An dem aus sechs
Oligonucleotiden gebildeten
Laufweg befinden sich vier iiber-
hingende einzelstringige Zwei-
ge (,,branches®) als Trittflichen,
die durch Geriisthelices mit
15 Basenpaaren getrennt sind.
Benachbarte Zweige verlaufen

entgegengesetzt, sodass alle
Zweige bei Abstinden von
1.5 Helixwindungen (etwa

5 nm) auf der gleichen Seite des
Laufwegs angeordnet sind (Ab-
bildung 4 a).

Wie Abbil-
dung 4 zeigt, wird
das Abschreiten
des Laufwegs durch
den Zweibeiner von
auBen durch A- und D-
Striange gesteuert. Ein Bin-
dungsstrang Al (gelb) ver-
bindet spezifisch das oran-
gefarbene Bein mit der grii-
nen Trittflache. Dies ge-
schieht durch Bildung einer
Doppelhelix,  bestehend
aus dem Bein sowie dem
entsprechenden Zweig.
Einzelstrangige  Gelenke
nahe den duBersten Enden
dieser Helices gewihrleis-
ten die Flexibilitat fiir die
Bildung von verschiede-
nen, von der jeweiligen An-
triebsspezies  bestimmten
Konformationen.  Sobald
beide Beine an den Lauf-
weg gebunden sind, wird
das zuriickhdngende Bein
befreit (Abbildung 4, (c)—
(d)). Dies geschieht mithil-
fe des Stranges D1, der sich

www.angewandte.de

an einem 10-Basen-Uberhang (,,Toe-
hold“) an den vollstindig komplemen-
tdren Strang Al anlagert und den Bein-
Strang unter Bildung eines Duplex ver-
driangt. Das Bein ist nun frei fiir den
nédchsten Schritt. In Abbildung 4 ist
nicht gezeigt, dass der Zweibeiner durch
die Zugabe von A- und D-Stridngen in
einer entsprechenden Reihenfolge dazu
gebracht werden kann, auf dem Lauf-
weg von einem Ende zum anderen und
wieder zuriick zu laufen.

Ein Ansatz von Tian und Maol!
(Abbildung 5) ist dem Konzept von Shin

Abbildung 5. Bewegung entlang einer Kreisbahn nach
Tian und Mao"! (wie zwei Zahnrider). L und R kenn-
zeichnen Bindungs- bzw. Trennungsstringe. (Wieder-
gabe mit freundlicher Genehmigung von C. Mao.)

und Pierce @hnlich. Die Bewegung ver-
lauft hier entlang eines Kreisbogens.

Yan, Turberfield, Reif und Mitarbei-
ter berichteten kiirzlich iiber eine dritte
Strategie.’” Hier bewegt sich ein 6-
Nucleotid-Fragment (*, rot in Abbil-
dung 6) entlang eines DNA-Laufwegs
fort. Jedoch gleicht diese Bewegung
mehr dem Transport eines Eimers in
einer Eimerkette (oder dem eines gefei-
erten Stars, der von einer Menschen-
menge auf Hinden getragen wird).
Auch dieser Prozess ist gerichtet, es
werden jedoch keine Bindungs- und
Trennungsstrange verwendet. Die Bin-
dungs(,,Set“)-Funktion wird von der T4-
Ligase ausgefiihrt; dabei wird gleichzei-
tig eine Erkennungsstelle fiir die Re-
striktionsendonucleasen (PfIM I, BstA-
P I) geschaffen, die anschlieBend anstel-
le von Trennungs(,, Unset*)-Stringen
agieren.

Wie in Abbildung 6 dargestellt, ent-
hélt der selbstorganisierte Laufweg drei

Angew. Chem. 2005, 117, 4194-4198
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Abbildung 6. Arbeitsweise der molekularen Maschine von Yan, Turberfield, Reif und Mitarbei-
tern® (Einzelheiten siehe Text). Griine und rosa Pfeile weisen auf Restriktionsstellen hin, violet-
te Symbole (N/U) zeigen an, wo die Ligation stattfindet. (Wiedergabe mit Genehmigung der Au-

toren.)

Trittflichen (,,anchorages®), an die das
rote 6-Nucleotid-Fragment (,,Walker*)
ligiert werden kann. Jede Trittfliche
besteht aus einem Doppelstrang-Ab-
schnitt mit einem 3-Nucleotid-Einzel-
strangiiberhang (,,sticky end“). Bei je-
dem Schritt wird das 6-Nucleotid-Frag-
ment an die néchste Trittflache ligiert
(z.B. 0—1) und danach von der vorher-
gehenden Trittfliche durch die Restrik-
tionsendonuclease getrennt (1—2). Jede
Ligation erzeugt eine neue Restrikti-
onsstelle, und jeder Schnitt zerstort die
vorige Restriktionsstelle. Die Bewegung
ist gerichtet: Das Produkt der Ligation
zwischen zwei benachbarten Trittfla-
chen kann nur gespalten werden, indem
sich das rote 6-Nucleotid-Fragment zur
nichsten Trittfliche stromabwirts be-
wegt (beim Durchtrennen von A*B und
B*C bleibt das Fragment stets mit B
bzw. C verbunden). Das System brennt
gewissermalflen alle Briicken hinter sich
ab, wenn sich die 6-Nucleotid-Fracht
entlang des Laufwegs fortbewegt. Zwei
Leerlaufschritte sind moglich: B* kann
wieder an A binden und durch den
Schnitt mit PfIM I regeneriert werden.

Angew. Chem. 2005, 117, 4194-4198

Auf dhnliche Weise kann C* erneut an B
binden und mit BstAPI regeneriert
werden. Keiner dieser Leerlaufschritte
kehrt jedoch die gerichtete Bewegung
des 6-Nucleotid-Fragments um oder
blockiert sie. Hat B* erst einmal an C
gebunden, dann kann das rote Fragment
nie mehr zu A zuriickkehren. Eine
Ausdehnung der Bewegung iiber mehr
als drei Trittflichen hinaus sollte mog-
lich sein.

Im Unterschied zu den Abfolgen in
den Abbildungen 2-5 wird der in Ab-
bildung 6 gezeigte Ereignisablauf als
autonom* bezeichnet. Nach dem Mi-
schen von 6-Nucleotid-Fragment (A*),
Laufweg (mit Trittflichen) und den drei
Enzymen (T4-Ligase sowie den Restrik-
tionsendonucleasen PfIM I und BstA-
P I) laufen die in Abbildung 6a—d dar-
gestellten Ereignisse ohne weiteren Ein-
griff von auflen ab.

Die vier besprochenen Beitrige lie-
fern erfindungsreiche Antworten fiir ein
schwieriges Design-Problem. Bis zu ei-
ner praktischen Losung fiir den Trans-
port von Frachten iiber eine Oberflédche
ist es allerdings noch ein langer Weg.

www.angewandte.de
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Aber gemil3 einem Konfuzius zuge-
schriebenen Ausspruch beginnt selbst
ein Weg von tausend Meilen mit dem
ersten Schritt — und diesen haben die
beschriebenen ,,Walker* getan.
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