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Die programmierbare Selbstorganisation molekularer Ein-
heiten zu h�her geordneten Architekturen spielt eine
Schl�sselrolle beim Aufbau von Nanomaterialien nach dem
„Bottom-up“-Prinzip.[1] Dabei ist die Auswahl einer geeig-
neten funktionellen molekularen Einheit von entscheidender
Bedeutung f�r den erfolgreichen supramolekularen Aufbau
von Nanoobjekten. Nucleins(uren haben sich aufgrund ihrer
bemerkenswerten Eigenschaften in der molekularen Erken-
nung als eine hervorragend geeignete Stoffklasse f�r diese
Zwecke erwiesen, zumal sie einen einfachen Zugang zu Oli-
gonucleotiden erm�glichen.[2,3] Die Konstruktion von Nano-
objekten definierter zwei- oder dreidimensionaler Struktur
ben�tigt allerdings starre Oligonucleotiduntereinheiten, wie
sie in Double-Crossover(DX)- oder Paranemic-Cross-
over(PX)-Elementen[3] oder inh(rent starren trigonalen
Formen wie Tetraedern oder trigonalen Bipyramiden vor-
kommen.[4]

In struktureller Hinsicht sind kleine DNA-Ringe (mini-
circles; MCs) vermutlich die einfachsten starren Nucleins(u-
re-Objekte im Nanometermaßstab. Die ersten DNA-Mini-
ringe wurden durch Hybridisierung und anschließende Liga-
tion zweier komplement(rer 21 Basen langer Oligonucle-
otidvorl(ufersequenzen hergestellt, die ein statistisches Pro-
duktgemisch von DNA-Miniringen der L(ngen 105, 126, 147
und 168 bp (Basenpaare) ergaben.[5a] Rasterkraftmikrosko-
pische Untersuchungen von 168 bp großen DNA-Miniringen
best(tigen ihre gleichm(ßige Ringform ohne jegliches Su-
percoiling oder Deformation.[6,7] Dies pr(destiniert sie als
Bausteine zur Konstruktion von Objekten im Nanometer-
maßstab. Allerdings ist die unverzweigte und fortlaufend
doppelstr(ngige (ds) Topologie der DNA-Miniringe ein ent-
scheidender Nachteil beim Aufbau h�her geordneter Archi-
tekturen, da sich keine M�glichkeit zur gerichteten Aggre-

gation der Ringe untereinander bietet. Hinzu kommt, dass die
bisher �bliche Strategie[5-7] der statistischen Anordnung
kurzer Oligonucleotidvorl(ufersequenzen zur Herstellung
von DNA-Miniringen keine M�glichkeit bietet, kontrolliert
maßgeschneiderte Sequenzmotive in die Ringe einzubringen,
die als definierte Ankerstellen zur Selbstorganisation meh-
rerer Ringe miteinander dienen k�nnten.

Wir beschrieben k�rzlich die Verkn�pfung zweier unter-
schiedlicher DNA-Ringe �ber einer „St�tze“ aus Dervan-
Polyamiden, die sequenzspezifisch zwei unterschiedliche ds-
7-mer-Sequenzmotive, die sich auf zwei unterschiedlichen
168-bp-Ringen befinden, selektiv binden.[8] Hier berichten
wir �ber den Entwurf und die Synthese vonDNA-Miniringen,
die ein maßgeschneidertes Sequenzmotiv als einzelstr(ngige
L�cke an definierter Position enthalten. Solch eine L�cke ist
eine vielseitig modifizierbare Position f�r DNA-Miniringe,
�ber die, beispielsweise durch Hybridisierung mit syntheti-
schen Oligonucleotiden, funktionelle Gruppen sequenzspe-
zifisch eingebracht werden k�nnen.

Der Schl�sselschritt zur Erzeugung sequenzspezifisch
funktionalisierter DNA-Miniringe liegt in der Herstellung
unvollst(ndiger Miniringe (MCgap) mit einer 21 Nucleotide
umfassenden Einzelstrangregion (ss) (Abbildung 1). Hber die
Hybridisierung und Ligation der Einzelstrangregion des
DNA-Rings mit beliebigen komplement(ren 21-mer-Oli-
gonucleotiden ONfunct kann eine Vielzahl unterschiedlichst
funktionalisierter DNA-Ringe (MCfunct) in einfacher Weise
hergestellt werden.

Eine Vorbedingung beim Entwurf von DNA-Miniringen
ist die periodische Wiederholung von A-Tracts in den Vor-
w(rtsstr(ngen (af, bf und gf; Abbildung 1), da diese f�r die
Kr�mmung entlang der Helix-Achse verantwortlich sind.[9]

Um ringf�rmig gebogene DNA-Doppelstr(nge zu erhalten,
ist eine kooperative Kr�mmung aller A-Tracts n�tig, was
durch periodische Wiederholung von d(A)5- und d(A)6-A-
Tracts, die durch Regionen beliebiger Basenpaare d(N)5 se-
pariert sind, erzielt wird.[5] Die Strategie des Aufbaus von
DNA-Miniringen aus 21-mer-Vorl(ufersequenzen ist zur
Einf�hrung einer Einzelstrangregion nicht geeignet.

Dieses kann erreicht werden durch die Konstruktion von
168 bp langen DNA-Ringen aus drei DNA Segmenten a, b

und g (Abbildung 1). Diese Segmente bestehen aus 51 bp
langen DNA-Doppelstr(ngen mit 5 bp langen Hberh(ngen
an ihren 5’-Enden (Abbildung 1B). Um selektiv DNA-Ringe
einer Gr�ße von 168 bp zu bilden, ist die Wahl geeigneter
Hberhangsequenzen von entscheidender Bedeutung. Diese
wurden deshalb so gestaltet, dass die Segmente nur in einer
definierten zyklischen Reihenfolge miteinander hybridisieren
(a ! b ! g ! a). Um dar�ber hinaus einen Einbau belie-
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biger Sequenzmotive zu erm�glichen, richtet sich die 21-mer-
Einzelstrangregion nicht mehr an die Sequenzanforderungen
eines A-Tracts.

Nach den erforderlichen Ligationsschritten (siehe Hin-
tergrundinformationen) wurden die DNA-Miniringe durch
native zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(2D-PAGE) analysiert und gereinigt.[10] In der ersten Di-
mension werden die Ligationsprodukte nach ihrer L(nge
getrennt (Abbildung 2A). Die Spur 3 zeigt das Rohprodukt-
gemisch der DNA-Miniringe, MCfull. Neben der Produkt-
bande (Bande 4) sind, vermutlich aufgrund unvollst(ndiger
Phosphorylierung, auch monomere (Bande 1) und dimere
DNA-Fragmente (Bande 2) sichtbar. Um die C-f�rmigen
(offener Ring) DNA-Nebenprodukte von den geschlossenen
DNA-Miniringen zu trennen, wurde die Spur 3 komplett
ausgeschnitten und, nach Zusatz von Chlorochindiphosphat,
einer weiteren Gelelektrophorese in der zweiten Dimension
unterzogen.[10] Abbildung 2B zeigt, dass ausschließlich Pro-
duktbande 4 in zwei Banden aufspaltet. Der Befund, dass die
Bande h�herer elektrophoretischer Mobilit(t gegen die
Nuclease Bal31 anf(llig ist (im Unterschied zur geringer
mobilen Bande der 168 bp langen DNA-Miniringe), unter-
mauert die offenkettige Natur dieses Produkts. Dies belegt,
dass der geschlossene 168 bp lange DNA-Miniring eine 21 bp
lange Region ohne A-Tract-Motiv toleriert. Auf diese Weise
gelang auch die Herstellung von DNA-Miniringen mit Ein-
zelstrangregion, MCgap. Allerdings wurde im Vergleich zur
Synthese von MCfull eine geringe Zunahme von Nebenpro-
dukten verzeichnet (nicht gezeigte Daten), was wahrschein-
lich auf eine geringere Doppelstrangstabilit(t der k�rzeren

Vorl(ufersequenzen gf20 und gf15 zur�ckzuf�hren ist. In
allen Ligationsexperimenten wurde eine eindeutige Pro-
duktbande f�r MCfull oder den Miniring MCgap mit Einzel-
strangregion erhalten.

Die Ringform der Miniringe MCfull und MCgap wurde
durch Rasterkraftmikroskopie (AFM) best(tigt. Obwohl der
vollst(ndig doppelstr(ngige DNA-Ring MCfull eine 21 bp
lange Region mit individuellem Sequenzmotiv enth(lt, das
deutlich vom Poly(A)-Tract-Motiv abweicht, sind in Abbil-
dung 3A ausschließlich Ringe von gleichm(ßiger, nicht-de-
formierter Form zu erkennen. Der Durchmesser der Ringe
betr(gt ungef(hr 20 nm, in Hbereinstimmung mit dem zu er-
wartenden theoretischen Wert von 18.2 nm f�r 168 bp lange
Miniringe (siehe Hintergrundinformationen).

Die Miniringe mit Einzelstrangregion, MCgap, zeigen
deutliche topologische Unterschiede zu MCfull (Abbil-
dung 3B). Vermutlich f�hrt die gegen�ber MCfull h�here
Flexibilit(t der 21 bp langen Einzelstrangregion zu den
deutlich zu erkennenden Verformungen. Interessanterweise
zeigen die Ringe auch jeweils eine kleine Region mit d�n-
nerer Ringkontur, ein Ph(nomen, das sehr wahrscheinlich auf
die Einzelstrangregion zur�ckzuf�hren ist und f�r MCfull nicht
beobachtet wird. Neben den beschriebenen Ringstrukturen
werden auch gekr�mmte lineare Fragmente beobachtet, die
vermutlich durch mechanische Verletzungen durch die
Kraftsensorspitze oder durch Scherkraftbelastungen w(hrend
der Reinigung und Probenvorbereitung entstehen. Hber
(hnliche Effekte bei der Rasterkraftmikroskopie von ds-
DNA ist bereits berichtet worden.[7,11,12]

Abbildung 1. Entwurf des DNA-Minirings mit Einzelstrangregion.
A) MCgap (links): DNA-Ring mit Einzelstrangl;cke zur sequenzspezifi-
schen Hybridisierung mit einem komplement-ren funktionalisierten
(F) Oligonucleotid (ONfunct). MCfunct (Mitte): funktionalisierter DNA-Mi-
niring, gebildet durch Hybridisierung oder durch direkte Ligation mit
ONfunct. MCfull (rechts): Vollst-ndiger ds-DNA-Miniring mit einem maß-
geschneiderten 21-bp-Sequenzmotiv (rot). B) Vorw-rtsstrang- (f) und
Gegenstrangsequenzen (r) der dsDNA-Segmente (a, b, g) mit indivi-
duellen 5’-Gberh-ngen (farbkodiert) gew-hrleisten die Bildung von
168-bp-Ringen und entsprechenden Vielfachen. Die 21-bp-Region in
Segment g (rot) enth-lt das individuelle Sequenzmotiv. Die modifizier-
ten Nucleobasen in ONfunct sind schwarz hinterlegt.

Abbildung 2. Synthese der 168-mer-DNA-Miniringe durch 2D-PAGE.
A) In der ersten Dimension werden die Ligationsprodukte nach der Ba-
senpaarl-nge getrennt. Spur 1: Segment a ; Spur 2: Ligationsprodukt
der Segmente a + b ; Spur 3: Produkte der Ligation von a, b und g.
Produktbande 1: Segment-Monomer; Bande 2: Segment-Dimer-Ligati-
onsprodukte, Bande 3: nicht n-her bestimmte Nebenprodukt- oder Se-
kund-rstrukturbande; Bande 4: trimeres Ligationsprodukt (168 bp).
B) Die Gelelektrophorese von Spur 3 in der zweiten Dimension trennt
ringf@rmige (O-Form) von gekr;mmter, aber offener (C-Form) DNA.
C) Zwei Produktproben der Bande 4 von Spur 3 (Gel A) werden einmal
mit (links) und einmal ohne Behandlung mit Nuclease Bal31 (rechts)
in der zweiten Dimension aufgetrennt.
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Das n(chste Ziel war es, die MCgap-Ringe durch Hy-
bridisierung mit chemisch funktionalisierten Oligonucleoti-
den mit zus(tzlichen funktionellen Gruppen auszustatten. In
einer ersten Studie wurde ein zur Einzelstrangregion kom-
plement(res 21-mer-Oligonucleotid synthetisiert, das an zwei
definierten Positionen Anthracen-Reste enthielt, die �ber
einen Linker an die C5-Position von Desoxyuridinen ge-
kn�pft waren (Abbildung 4). Das Anthracen und die Nuc-
leobase wurden aus pr(parativen Gr�nden gew(hlt und weil
die r(umliche Anordnung der Modifikation die Substituenten
aus der Helix herausragen l(sst, ohne die DNA-Struktur zu
beeintr(chtigen.[13] Zus(tzlich erf(hrt der DNA-Doppelstrang
eine Stabilisierung durch den Aminopropargyl-Rest des an
die Pyrimidinbase gekn�pften Linkers.[14] Diese Hberlegun-
gen und der Umstand, dass Anthracen als DNA-Interkalator
fungieren kann, f�hrten zur Verwendung von ONfunct (Ab-
bildung 1B) als erstes Modell-Oligonucleotid zur Funktio-
nalisierung von DNA-Miniringen.

Die Synthese des Phosphoramidits 1 (Abbildung 4A)
beginnt mit der Derivatisierung der C5-Position von 5- Iod-
desoxyuridin durch eine Sonogashira-Kupplung mit N-Prop-
2-inyl-trifluoracetamid (siehe Hintergrundinformationen).[13]

Nach einem Schutzgruppenwechsel wird Anthracen-9-carb-
amido-e-aminocaprons(ure mit TSTU (N,N,N’,N’-Tetrame-
thyl-O-(N-succinimidyl)uronium-tetrafluoroborat als Kupp-
lungsreagens an die Aminogruppe gekn�pft.[15] Das so er-
haltene funktionalisierte Nucleosid wird unter Standardbe-
dingungen in das Phosphoramidit 1 �berf�hrt.

Das Phosphoramidit 1 wurde durch automatisierte Fest-
phasensynthese an den Positionen 6 und 16 des 21 bp langen
Oligonucleotids ONfunct angebracht, mit Kupplungseffizien-
zen zwischen 96 und 98% (laut photometrischem Trityl-Mo-
nitoring). Nach Abspaltung von der festen Phase und Ent-
fernung aller basenlabilen Schutzgruppen wurde ONfunct

durch Umkehrphasen-HPLC gereinigt. ESI-MS-Studien be-
st(tigten den Einbau der beiden Anthracen-modifizierten
Uridine in ONfunct.

Aus der Hybridisierung von ONfunct mit dem DNA-Ring
MCgap resultiert schließlich der sequenzspezifisch funktiona-
lisierte DNA-Ring MCfunct (Abbildung 4B). Bei der Unter-
suchung der elektrophoretischen Gelmobilit(t der gereinig-
ten DNA-Ringspezies MCfull, MCgap und MCfunct (Abbil-
dung 5) zeigten alle drei Ringe das f�r DNA-Miniringe cha-
rakteristische langsame Migrationsverhalten.[5] Wie erwartet,
zeigt MCgap eine h�here Migrationsgeschwindigkeit als die
vollst(ndig hybridisierten Ringe MCfull und MCfunct. Aber
obwohl MCfull und MCfunct die gleiche Nucleobasensequenz

Abbildung 3. In-situ-AFM-Aufnahmen von DNA-Miniringen. A) Aufnah-
me im MAC-Modus[11] von MCfull-Ringen auf Glimmer in Gegenwart
von 10 mm NiCl2. Die vollst-ndig doppelstr-ngigen DNA-Miniringe,
die ein individuelles Sequenzmotiv enthalten, haben eine einheitliche
Ringform und -gr@ße ohne Deformation. B) Das gleiche Experiment
mit MCgap-Ringen. Die vergr@ßerten Ausschnitte zeigen Regionen
schmalerer Ringkontur (gelbe Pfeile). Das Modell eines MCgap (rechts
oben) verdeutlicht die Gr@ßenordnung der Einzelstrangregion im Ver-
h-ltnis zum Ring. Gr;ne Pfeile markieren gekr;mmte lineare DNA-
Fragmente.

Abbildung 4. Das Anthracen-funktionalisierte Monomer und ONfunct.
A) Phosphoramidit 1; DMT=4,4’-Dimethoxytriphenylmethyl. B) Das
funktionalisierte Oligonucleotid ONfunct, hybridisiert mit der komple-
ment-ren Einzelstrangregion des DNA-Rings MCgap.
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und Ladung aufweisen, sind sie aufgrund der in MCfunct vor-
handenen Anthracenreste trennbar.

Zusammenfassend haben wir eine auf einer chemischen
Synthese beruhende Methode zur programmierbaren
Selbstorganisation von DNA-Oligonucleotiden und zur en-
zymatischen Ligation entwickelt, mit der in einfacher Weise
sequenzspezifisch funktionalisierte DNA-Ringe herstellbar
sind. Entscheidend ist dabei der Entwurf der Oligonucleotid-
vorl(ufersequenzen in einer ringf�rmigen Anordnung (a ! b

! g ! a), die neben der Herstellung vollst(ndig doppel-
str(ngiger DNA-Ringe (MCfull) auch die Synthese der eine
Einzelstrangregion enthaltenden Spezies MCgap erm�glicht,
die als vielseitiges Intermediat in einfacher Weise funktio-
nalisierte DNA-Ringe zug(nglich macht. DNA-Ringe mit
Einzelstrangregion k�nnen prinzipiell mit beliebig funktio-
nalisierten Oligonucleotiden hybridisiert werden, um so
DNA-Ringe mit spezifischen Eigenschaften zu erzeugen. Die
bez�glich der Sequenz positionsspezifische Modifikation der
DNA-Ringe er�ffnet ganz neue M�glichkeiten zur Kon-
struktion h�her geordneter DNA-Objekte aus molekularen
Bausteinen ringf�rmiger Geometrie.
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