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Nucleins	uren k�nnen als Materialien f�r den effizienten
Aufbau selbstorganisierter Nanoarchitekturen fungieren.[1]

Die Leichtigkeit, mit der komplement	re Nucleins	ure-
str	nge konzipiert, synthetisiert und mit unterschiedlichsten
funktionellen Gruppen ausgestattet werden k�nnen,[2] er�ff-
net einen schnellen Zugang zu funktionalisiertenMaterialien.
Daher wurden DNA und in einem geringeren Maße auch
RNA[3] verwendet, um eine Vielzahl von Objekten,[4] darun-
ter Borrom	ische Ringe,[5] R�hren[6] sowie zweidimensionale
Formen oder Muster,[7] im Nanometer-Maßstab aufzubauen.
Die �berwiegende Mehrheit dieser Strukturen beruht auf der
spontanen Hybridisierung durch Watson-Crick-Basenpaare,
die eine kontrollierte Bildung dieser Topologien erm�glicht.
Der Aufbau verzweigter dreidimensionaler Strukturen oder
unterschiedlicher Topologien ist so jedoch nur schwer zu
verwirklichen. M�gliche L�sungen hierf�r bieten verzweigte
DNA-Molek�le und synthetische DNA-Derivate mit Tris-
oligonucleotid-Verzweigungen[8] oder orthogonale St�tzen
auf der Basis von Polyamiden des Dervan-Typs.[9] Diese Sys-
teme bieten die M�glichkeit, die Dimension und die Kom-
plexit	t von Nucleins	ure-basierten selbstorganisierten su-
pramolekularen Architekturen betr	chtlich zu erweitern,
indem sie als sequenzspezifischer „Klebstoff“ agieren, der
den kontrollierten Aufbau von Nanoobjekten erm�glicht, die
sich aus mehreren Einzelelementen zusammensetzen.
Außer Watson-Crick-Basenpaarungen nutzen nat�rliche

Nucleins	uren auch andere Strukturelemente zur Bildung
stabiler Terti	rstrukturen. So bilden DNA-Molek�le G-
Quadruplex-Strukturen an den Enden der Telomere und in
Promotorregionen, die sich durch aufeinander liegende
Schichten von G-Quartetten auszeichnen, die zus	tzlich
durch ein zentrales einwertiges Kation stabilisiert werden.[10]

In RNA-Molek�len finden sich immer wiederkehrende
Motive intramolekularer RNA-RNA-Wechselwirkungen, die
als modulare Bausteine den Aufbau komplexer und meist
sehr stabiler RNA-Terti	rstrukturen erm�glichen.[11] Solche
nichtkanonischen RNA-Motive f�r den Aufbau selbstorga-
nisierter Architekturen nutzbar zu machen, w�rde deren
Variationsbreite deutlich erh�hen.

Hier berichten wir �ber die Verwendung kurzer RNA-
Haarnadelmotive zum Aufbau gemischter RNA/DNA-Ar-
chitekturen. Als DNA-Grundk�rper verwendeten wir 168
Basenpaare lange DNA-Ringe (Miniplasmide oder Minirin-
ge), eine Klasse relativ einfach aufgebauter, starrer Objekte
im Nanometerbereich. Zur Derivatisierung der Ringe mit
RNA-Haarnadelmotiven setzten wir eine k�rzlich von uns
vorgestellte Methode ein, die auf der Hybridisierung funk-
tionalisierter RNA-Oligonucleotide an eine einzelstr	ngige
L�cke innerhalb des ansonsten doppelstr	ngigen DNA-
Ringes beruht.[12]

RNA-Haarnadelstrukturen mit komplement	ren Schlei-
fenregionen k�nnen mit hoher Affinit	t und Spezifit	t
wechselwirken. Diese als „Kissing“-Komplexe bezeichneten
Strukturen kommen in nat�rlichen RNA-Molek�len als Re-
gulationselemente vor, k�nnen aber auch durch In-vitro-Se-
lektionsexperimente oder durch rationales Design erhalten
werden.[13] Wir haben k�rzlich solche Haarnadelmotive
identifiziert, die mit hoher Affinit	t und Spezifit	t an die
regulatorische RNA-Dom	ne in der 5’-untranslatierten
Region des thiM-Gens aus Escherichia coli unter Bildung
eines „Kissing“-Komplexes binden.[14] Um diese Wechselwir-
kung f�r den Aufbau von DNA-Architekturen zu nutzen,
haben wir zun	chst die minimalen Motive der RNA-Haar-
nadeln identifiziert und mit Sequenzbereichen an ihren 5’-
und 3’-Enden ausgestattet, die komplement	r zu den Ein-
zelstrangregionen in den L�cken der Miniplasmide (Ring 1
oder Ring 2) sind. Diese Sequenzverl	ngerungen k�nnen
somit durch Watson-Crick-Basenpaarung mit den DNA-
Ringen hybridisieren (Abbildung 1A), wodurch funktionali-
sierte DNA/RNA-Ringe erhalten werden (Abbildung 1B).
Infolgedessen sollten die so funktionalisierten DNA-Ringe
spezifisch miteinander wechselwirken, woraus sich so ge-
nannte „Kissing“-Ringe ergeben, deren Wechselwirkung
durch die Schleifenregionen der RNA-Haarnadeln HP1 und
HP2 gesteuert wird.
Zun	chst untersuchten wir, ob HP1 und HP2 trotz der 5’-

und 3’-Sequenzverl	ngerungen miteinander wechselwirken
k�nnen. Hierf�r f�hrten wir Filterbindungsstudien durch, bei
denen HP2 am 5’-Ende mit Biotin derivatisiert und an-
schließend an Streptavidin immobilisiert wurde. Die Bin-
dungsstudien ergaben, dass die verl	ngerten RNA-Haarna-
deln in der Tat miteinander wechselwirken k�nnen; es
wurden Dissoziationskonstanten von (16.4� 3.9) nm in Ab-
wesenheit und (11.0� 2.3) nm in Anwesenheit komplemen-
t	rer Antisense-Oligodesoxynucleotide bestimmt (Tabelle 1
und Hintergrundinformationen). Diese Werte stimmten mit
den Dissoziationskonstanten der Haarnadeln ohne Verl	n-
gerungen �berein.
Als n	chstes stellten wir DNA-Ringe mit L�cken her,[12]

die komplement	r zu den 5’- und 3’-Verl	ngerungen der
RNA-Haarnadelmotive sind (siehe Abbildung 1 und
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Hintergrundinformationen). HP1 und HP2 wurden mit den
DNA-Ringen hybridisiert, jedoch nicht ligiert. Elektropho-
retische Mobilit	tsanalysen belegten die Hybridisierungen
der RNA-Haarnadelstrukturen an die entsprechenden DNA-
Ringe sowie die Bildung des zu erwartenden quatern	ren
Komplexes. Wie Abbildung 2 zeigt, hybridisiert HP2 an den
DNA-Ring 2 (Abbildung 2A, Bahn 2), nicht aber an den
DNA-Ring 1 (Abbildung 2A, Bahn 4). Wie anhand der
schwachen, weniger mobilen Bande (Abbildung 2A,
Bahnen 2 und 5) deutlich wird, vermittelt HP2 auch gering-
f�gig die Verkn�pfung zweier identischer DNA-Ringe 2. Der
Grund daf�r ist, dass die Verl	ngerungssequenzen der Haar-
nadel unter den gegebenen Reaktionsbedingungen anstatt
mit nur einem Ring	quivalent derselben Spezies in einer in-
tramolekularen Hybridisierung auch mit zwei Kquivalenten
intermolekular wechselwirken k�nnen. Die eine H	lfte der
flankierenden Sequenz hybridisiert dabei an die entspre-
chende Region im Ring, die andere H	lfte an die komple-
ment	re Region eines zweiten Ringes. DieseWechselwirkung
nutzt jedoch lediglich 10 Basenpaarungen pro Ring und ist
daher signifikant schw	cher als die intramolekulare Hy-
bridisierung (siehe Hintergrundinformationen).
Tats	chlich wird durch Zugabe des zweiten RNA-Haar-

nadel/DNA-Ring-Paares [Ring1/HP1] die Bildung des quar-
tern	ren Komplexes induziert, der durch „Kissing“-Wech-
selwirkungen der Schleifenregionen der jeweiligen RNA-
Haarnadelmotive stabilisiert wird. Deutlich wird dies an der

starken Bande mit der geringsten Mobilit	t im Polyacryl-
amidgel (Abbildung 2A, Bahn 6). Diese Bande konnte nicht
detektiert werden, wenn lediglich DNA-Ring 1 oder die
RNA-Haarnadel HP1 vorhanden waren (Abbildung 2A,
Bahnen 3–5). Die „Kissing“-Wechselwirkungen der Schlei-
fenregionen von RNA-Haarnadelstrukturen ben�tigen f�r
eine stabile Komplexierung Mg2+-Ionen.[13] Dies wird beson-
ders deutlich anhand der Kristallstruktur der Dimerisierungs-
Initiationsstelle der genomischen RNA des humanen Im-
mundefizienzvirus Typ1 (HIV-1), in der ein Netzwerk aus
acht Mg2+-Ionen den Zusammenhalt des „Kissing“-Komple-
xes gew	hrleistet.[15] Demzufolge sollten bei Fehlen von
Mg2+-Ionen auch keine „Kissing“-Ringe beobachtet werden.
Genau dieser Befund wird aus Abbildung 2B ersichtlich,
denn die dem „Kissing“-Komplex zuzuordnende Bande
(Bahn 6 in Abbildung 2A) ist bei Fehlen von Mg2+-Ionen
tats	chlich nicht detektierbar, wohl aber finden sich alle
Banden f�r die Wechselwirkungen, die lediglich auf die
(Mg2+-unabh	ngige) Hybridisierung der Wechselwirkungs-
partner zur�ckzuf�hren sind.
Die Komplexierung der durch „Kissing“-Wechselwir-

kungen zusammengehaltenen DNA-Miniplasmide verl	uft
eindeutig konzentrationsabh	ngig (Abbildung 3). Anhand
der in Abbildung 3 gezeigten Intensit	ten der Bande f�r die
„Kissing“-Ringe konnten wir eine Dissoziationskonstante
von (8.5� 0.6) nm bestimmen (Tabelle 1). Dieser Wert passt
in seiner Gr�ßenordnung sehr gut zu den Dissoziationskon-
stanten der Haarnadeln in Abwesenheit der DNA-Ringe
(Tabelle 1).

Abbildung 1. Bildung der „Kissing“-Ringe. A) RNA-Haarnadeln HP1
und HP2 mit den verl+ngerten Sequenzen, die mit den komplement+-
ren Stellen in den LCcken der DNA-Ringe 1 bzw. 2 hybridisieren.
B) Funktionalisierte DNA-Ringe 1 und 2 mit den gebundenen RNA-
Haarnadelschleifen HP1 und HP2 bilden „Kissing“-Ringe, gesteuert
durch die RNA-Haarnadeln.

Tabelle 1: Dissoziationskonstanten KD der „Kissing“-Komplexe.

Komplex[a] KD [nm]

HP1-HP2 16.4�3.9
HP1-HP2 + AS[a] 11.0�2.3
HP1/Ring1-HP2/Ring2 8.5�0.6

[a] AS: Hybridisierte, komplement+re Oligodesoxynucleotide.

Abbildung 2. Elektrophoretische Mobilit+tsanalyse der Spezifit+t der
Bildung der „Kissing“-Ringe. A) Das radioaktiv markierte HP2 [30 nm]
wurde entweder in Abwesenheit von HP1 und der Ringe 1 und 2
(Bahn 1) oder in Anwesenheit von HP2 [20 nm] (Bahnen 3, 5 und 6)
sowie der Ringe 1 und 2 [20 nm] (Bahnen 2, 4, 5 und 6) inkubiert.
B) Das analoge Experiment in Abwesenheit der fCr die Bildung der
„Kissing“-Komplexe notwendigen Mg2+-Ionen.
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Unsere Studie demonstriert, dass RNA-DNA-Chim	ren
zur kontrollierten Herstellung von Nucleins	ure-Architek-
turen eingesetzt werden k�nnen. „Kissing“-Komplexe, die auf
der Wechselwirkung der Schleifenregionen von RNA-Haar-
nadeln beruhen, sind wertvolle Hilfsmittel zum Aufbau von
DNA-Molek�len. Kissing-RNA-Komplexe werden auch in
der Natur gefunden, allerdings erm�glichen In-vitro-Selekti-
onsexperimente einen nahezu unbegrenzten Zugang zu defi-
nierten RNA-Haarnadeln und m�glicherweise auch zu DNA-
Motiven, die „Kissing“-Komplexe bilden k�nnen. Dar�ber
hinaus zeigen „Kissing“-Komplexe eine außergew�hnliche
Spezifit	t und Affinit	t und eignen sich so als generell ein-
setzbare, austauschbare und 	ußerst flexible Bausteine zum
Aufbau von zunehmend komplexeren Nucleins	ure-Archi-
tekturen.

Experimentelles
Oligoribonucleotide:Die RNA-Haarnadelstrukturen wurden in vitro
von dsDNA-Templaten transkribiert, die durch PCR unter Verwen-
dung der folgenden Oligodesoxyribonucleotide erhalten wurden –
HP1: 5’-HP1.F 5’-GATAATACGACTCACTATAGTAATTAC-
TAGGGAAGTCACGGACC-3’ und 3’-HP1.R 5’-CGCAGA-
CATGAAAGAAGCAATGACCTGGT-3’, Templat HP1 5’-
GGGAAGTCACGGACCACCAGGTCATTGCTTCTT-3’; HP2:
5’-HP2.F 5’-GATAATACGACTCACTATAGTCTACGTATT-
GGCATACCTGGTGCTC-3’ und 3’-HP2.R 5’-CTGCAGT-
GAAGGCACAGAGCACCAGG-3’, Templat HP2 5’-GGCATA-
CCTGGTGCTCTGTGCC-3’.

Filterbindungsstudien : Zunehmende Konzentrationen der bio-
tinylierten HP2-RNA [1–1000 nm] wurden mit der 32P-endmarkierten
RNA-Haarnadel HP1 [1 nm] und Streptavidin [35 nm] in An- oder
Abwesenheit von Antisense-Oligodesoxyribonucleotiden [1 mm]
(HP1-AS: 5’-CGCAGACATGATAGTAATTAC, HP2-AS: 5’-
CTGCAGTGAAAATACGTAGAC) im Reaktionspuffer [10 mm

2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfons	ure (Hepes)
pH 7.5, 100 mm KCl, 5 mm MgCl2] 30 min bei Raumtemperatur in-
kubiert (siehe Hintergrundinformationen). Danach wurden die
Proben durch Nitrocellulosemembranen filtriert [0.45 mm] und vier-
mal mit 200 mL Reaktionspuffer gewaschen. Gebundene RNAwurde
mit Phosphor-Imaging quantifiziert. Alle Experimente wurden in
Vierfachbestimmung durchgef�hrt.

Elektrophoretische Mobilit	tsstudien : Die 32P-endmarkierte
RNA-Haarnadel HP2 [20 nm] wurde mit den angegebenen Oli-

gonucleotiden im Reaktionspuffer bei Raumtemperatur 30 min in-
kubiert. Danach wurden die Proben mit 10% Glycerin versetzt, auf
ein 6-proz. natives Polyacryamidgel aufgetragen und mindestens 2–
3 h bei 4 8C laufen gelassen (Vorlauf 1.5 h bei 4 8C). Anschließend
wurden die Gele getrocknet und die Banden durch Phosphor-Imaging
quantifiziert.
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Abbildung 3. Elektrophoretische Mobilit+tsanalyse der konzentrations-
abh+ngigen Bildung von durch „Kissing“-Wechselwirkungen zusam-
mengehaltenen DNA-Miniplasmiden. Das radioaktiv markierte HP2
[30 nm] wurde entweder in Abwesenheit von HP1 und DNA-Ring 1
(Bahn 1) oder in Anwesenheit von DNA-Ring 2 inkubiert [30 nm]
(Bahn 2). HP2/Ring2-Komplexe [30 nm] wurden mit steigenden Kon-
zentrationen der HP1/Ring1-Komplexe inkubiert [2.5–60 nm] (Bahn 3–
8).
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