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Seit Seemans wegbereitender Verdffentlichung von 19821
hat die DNA-basierte Nanotechnologie eine rasante Ent-
wicklung erlebt. Die Selbstorganisation synthetischer Oligo-
nucleotide ist heute fast eine Routinemethode zur Herstel-
lung von supramolekularen Gittern mit Strukturmerkmalen
im Nanometerbereich.”! Trotz dieser Fortschritte ist die
Charakterisierung der assemblierten Nanostrukturen immer
noch auf wenige physikochemische Methoden beschrinkt.
Dies sind hauptsdchlich Gelelektrophorese, Rasterkraftmi-
kroskopie (atomic force microscopy, AFM) und inzwischen
auch die Kryoelektronenmikroskopie.”? Alle diese Methoden
sind destruktiv und ermoglichen daher nur Endpunktanaly-
sen der Produkte, sodass die Untersuchung und Optimierung
des Assemblierungsprozesses durch Manipulation der zu
untersuchenden Probe nicht moglich ist. Zur Losung dieses
Problems beschreiben wir hier eine neue spektroskopische
Methode auf der Grundlage des resonanten Forster-Ener-
gietransfers (FRET) zur Beobachtung der Selbstorganisation
von DNA-Kacheln und DNA-Nanoarrays in Echtzeit und im
Hochdurchsatz.”! Wie fiir mehrere DNA-Nanostrukturen mit
unterschiedlicher Sequenzwahl demonstriert wird, ermoglicht
dieser Ansatz die vollstdndige thermodynamische Charakte-
risierung des Assemblierungsprozesses.

Wie schematisch in Abbildung 1a gezeigt, wahlten wir fiir
unsere Untersuchungen neun Oligonucleotide, die sich zu
einem kreuzformigen DNA-Motiv, der 4 x 4-Kachel, zusam-
menfiigen, die aus vier vierarmigen DNA-Kreuzungsmotiven
aufgebaut ist.l"! Fiinf Kacheln mit den Bezeichnungen A, A%
B, B? und B? wurden mit unterschiedlicher Oligonucleotid-
Zusammensetzung entworfen (Abbildung Sla—e in den
Hintergrundinformationen).’! Die Kacheln A’ und B’
wurden so entworfen, dass sie sich spezifisch miteinander zu
zweidimensionalen nanoskalierten Gittern (A*B?) mit einer
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Abbildung 1. a) Markierungsstrategie fiir die thermodynamische FRET-
Analyse der Selbstorganisation einzelner DNA-Kacheln. Die mit 3'-Fsc
markierten NE- (oder BNE-3 fiir Kachel B) und die mit 5-TAMRA
markierten SE-Oligomere (oder BSE-3 furr Kachel B®) wurden als Re-
porterstrange gewiahlt. Der Abstand zwischen beiden Fluorophoren in
der entstehenden Uberstruktur wurde theoretisch auf ca. 4 nm be-
stimmt, wodurch ein effizienter Energietransfer erméglicht wird.

b) Thermische FRET-Analyse der Kachel A (0.4 um). Anderung des as-
semblierten Anteils (6) wihrend des Aufheizens (rote Kurve) und Ab-
kithlens (schwarze Kurve) der Oligonucleotidmischung im Bereich von
29-80°C (0.1°Cmin™"). Der Ubergang ist reversibel und kooperativ
(T,,=61.0°C). Dies zeigt, dass der Assemblierungs-/Dissoziationspro-
zess nach einem einfachen Modell mit zwei Zusténden verl4uft. Die
Anwendung der Van't-Hoff-Analyse liefert die Arrhenius-Kurve in (c).
Aus Steigung und Achsenabschnitt der linearen Regression (gestrichel-
te rote Linie) ergeben sich jeweils die Anderungen von Enthalpie
(AHyy) und Entropie (ASyy) des Assemblierungsprozesses.

inneren Periodizitit von etwa 19.3 nm verbinden (Abbil-
dung 2a und S3).

Um die Selbstorganisation der Oligonucleotide in situ
durch FRET-Spektroskopie iiberwachen zu konnen, wurden
zwei Oligomere des ,,Ostarms“ der Kachel (das ,,nordostli-
che* Oligomer NE und das ,,stidostliche“ Oligomer SE) ter-
minal mit Fluorescein (Fsc) als Donor bzw. mit Tetrame-
thylrhodamin (TAMRA) als Akzeptor markiert. Der Ab-
stand zwischen den beiden Fluorophoren in der endgiiltigen
Uberstruktur (ca. 4-5 nm) und ihre relative Position zuein-
ander erméglichen es, die Entstehung von Uberstrukturen in
den verschiedenen Konstrukten und deren thermodynami-
sche Eigenschaften im Detail zu analysieren.”! Die Assem-
blierung einer dquimolaren Mischung aller fiir eine be-
stimmte Uberstruktur benétigten Oligonucleotide (je 0.4 pm)
wurde dann in einem Echtzeit-PCR-Thermocycler unter-
sucht.”) Hierbei wurde die FRET-Effizienz als Abnahme der
Emission des Fsc-Donors infolge des Energietransfers zum
TAMRA-Akzeptor gemessen”! und die Effizienzinderung
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Abbildung 2. a) Zwei-Kacheln-Markierungsstrategie fiir die thermische
FRET-Analyse der Kachel-an-Kachel-Assoziation zum A’B*-Ubergitter.
Als Reporteroligomere dienen das mit 5’-Fsc markierte Oligonucleotid
NE von Kachel A> und das mit 3-TAMRA markierte Oligonucleotid
BSE-3 von Kachel B’. Die korrekte Bildung des Nanoarrays erméglicht
einen FRET zwischen den Fluorophoren benachbarter Kacheln. FRET-
Thermalkurven fur die Bildung der A’B*-Nanoarrays mit b) der Zwei-Ka-
cheln- und c) der Einzelkachel-Markierungsstrategie. Die Uberlagerung
von Aufheiz- (rote Kurve) und Abkiihlprofil (schwarze Kurve) belegt die
Reversibilitit des Assemblierungs-/Dissoziationsprozesses. Bei der
Zwei-Kacheln-Markierung (Abbildung 2 a) ist ein einzelner kooperativer
Ubergang sichtbar (T,,=43.3°C), der die Kachel-an-Kachel-Assemblie-
rung darstellt. Die Einzelkachelmarkierung dagegen erméglicht die Be-
obachtung sowohl der Bildung von Kachel A? (T,,=59.7°C) als auch
der Kachel-an-Kachel-Assemblierung (T,,=44.0°C).

iiber die Temperatur im Bereich zwischen 29 und 80°C auf-
gezeichnet. Die Aufheiz- und Abkiihlgeschwindigkeiten be-
trugen 0.1°Cmin~'. Ein typisches Beispiel fiir eine aufge-
nommene Assemblierungs-Dissoziations-Kurve ist in Abbil-
dung 1b gezeigt. Die Uberlagerung von Aufheiz- und Ab-
kiihlkurven sowie die rasche Anderung des assemblierten
Aanteils (0) in einem relativ engen Temperaturbereich um die
Schmelztemperatur (7,,) belegen die Reversibilitat und Ko-
operativitit der Uberstrukturbildung (Abbildung 1b und
S4a—e). Dies weist darauf hin, dass im Organisationsprozess
nur zwei Zustdnde im Gleichgewicht auftreten: die dissozi-
ierten Oligonucleotide und die vollstindig assemblierten
Kacheln. Da wir die Bildung von Intermediaten experimen-
tell ausschlieBen konnten (Tabelle S2, Abbildungen S5, S6),
war die Anwendung der Van’t-Hoff-Analyse auf die
Schmelzkurven (Abbildung 1c¢) méglich, um das thermody-
namische Profil der Nanostrukturbildung zu berechnen.”!
Die Ergebnisse der Assemblierung mehrerer verschiede-
ner Kacheln sind in Tabelle 1 zusammengefasst, zusitzliche
Daten fiir verschiedene Konzentrationen finden sich in der
Tabelle S1 in den Hintergrundinformationen.®! Alle unter-
suchten Konstrukte wiesen stark negative Werte fiir AHyy
auf, was auf einen giinstigen Enthalpiebeitrag zum Assem-
blierungprozess hinweist. Dies kann der kooperativen Bil-
dung ausgedehnter Wasserstoffbriickennetzwerke zuge-
schrieben werden, die zu der enthalpisch bevorzugten end-
giiltigen Uberstruktur fiihrt. Andererseits deuten die negati-
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Tabelle 1: Van't-Hoff-Analyse thermodynamischer Parameter fur die
Selbstorganisation von DNA-Nanostrukturen.

DNA-Nano- T AH,M AS, AGy¥(25°C)
struktur® [°C]  [kcalmol™] [kcalmol™'K™"]  [kcalmol™]

A 61.0 —370+£10 —0.86+0.03 —11341
A(nc) 458  —21345 —0.4540.025 —78+7

A? 59.9 324434 —0.7340.1 —107+4

B 61.4 —4774+10 —1.18+0.03 —12541

B? 612 —379+31 —0.89+0.09 —114+4

B’ 631 —451422 —1.104+0.06 —124+3
A’B®holankachel 433 —11343 —0.3340.01 —16+4
A?B’(nc) nall  na n.a. n.a.

[a] Alle einzelnen Kacheln A, A% B, B? und B’ sowie das assemblierte
Nanoarray A’B* wurden bei einer Konzentration von 0.4 um in 1X-TEMg-
Puffer hergestellt, wie in den Hintergrundinformationen beschrieben.
Die Negativkontrollen (nc) fiir Kachel A und Nanoarray A’B* wurden wie
die jeweiligen vollstindigen Uberstrukturen hergestellt, jedoch fehlten
Oligonucleotid C in A(nc) bzw. die Oligonucleotide AN und BS-3 in
A?B*(nc). Die hier beschriebenen Daten zur A’B*-Nanoarraybildung be-
ziehen sich auf den Kachel-an-Kachel-Anlagerungsschritt (siehe Abbil-
dung 2b und S7a). [b] Die Schmelztemperatur (T,,) ist definiert als die
Temperatur, bei der 50% der endgiiltigen Struktur vollstandig assem-
bliert und 50% vollstindig dissoziiert sind. [c] Die Berechungen der
Van't Hoff’schen Enthalpie- und Entropiednderungen (AH,y und AS,y)
fur den reversiblen thermischen Ubergang sind in den Hintergrundin-
formationen beschrieben. [d] Freie Enthalpien (AG,,) wurden fiir 25°C
mit der Gibbs-Gleichung berechnet: AG,; = AHyy—TASyy. [e] In der
Negativkontrolle zur Nanoarraybildung, A’B*(nc), war eine Bestimmung
der thermodynamischen Parameter nicht méglich (not applicable, n.a.).

ven Werte fiir ASyy auf die vorhersehbare Zunahme innerer
Ordnung im System hin, die aus der perfekten Anordnung
aller Oligonucleotide im Konstrukt resultiert. Dabei bewir-
ken die deutlich hoheren enthalpischen Terme jedoch die
Stabilitit der Uberstruktur unter normalen Bedingungen, wie
aus den Werten fiir die freie Enthalpie bei 25°C (AGyy) er-
sichtlich ist. Kontrollexperimente, in denen die Assemblie-
rung der Kachel A ohne das zentrale Oligomer C durchge-
fithrt wurde, zeigten einen deutlich geringeren Schmelzpunkt
und niedrigere Stabilitdt der gebildeten Uberstrukturen an
(siehe A(nc) in Tabelle 1 und Abbildung S4 f).

Die Kacheln A, A% B und B? (Abbildung S1a-d) haben
identische Doppelstrang-Kernstrukturen und unterscheiden
sich nur in zwei (vgl. A mit A% und B mit B?) bzw. vier (vgl. A
mit B und A’ mit B?) Einzelstrangiiberhiingen, sodass der
gesamte GC-Gehalt (58 %) der Duplexbereiche der Struktur
konstant bleibt. Trotz des identischen Kerns bewirken die
Anderungen in den Einzelstrangiiberhéingen signifikante
Unterschiede in der thermodynamischen Stabilitdt, wie die
Differenzen von iiber 150 kcalmol™' fiir die Enthalpie und
mehr als 1°C fiir die Schmelztemperatur zeigen (Tabelle 1).
Dariiberhinaus belegen Experimente, in denen Kachel A
beziiglich der Zahl von Einzelstrangiiberhdngen modifiziert
wurde, dass die An- und Abwesenheit sowie die Kombination
von Einzelstrangiiberhéngen die Stabilitdt und Integritit der
Kachel deutlich beeinflussen kann, selbst wenn die Kern-
struktur unverdndert bleibt (Tabelle S3, Abbildung S8).
Somit demonstrieren diese Ergebnisse deutlich, dass auch bei
konstanten Doppelstrangkernen der Kacheln geringfiigige
Sequenzinderungen in den einzelstringigen Bereichen si-
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gnifikante Verdnderungen der thermodynamischen Stabilitét
der gesamten Uberstruktur bewirken konnen.

Wir untersuchten dann die Auswirkungen von drasti-
scheren Anderungen der Oligonucleotidsequenzen, wie sie in
Kachel B realisiert sind (Abbildung S1e). Wihrend die Zahl
der Basenpaare gegeniiber den anderen Kacheln gleich blieb,
wurden die Sequenzen aller neun Oligonucleotide modifi-
ziert, aus denen die Kachel B® besteht. Hieraus resultierte ein
GC-Gehalt des Doppelstrangkerns von 46 % fiir die Kachel
B? (vgl. 58% in den Kacheln A, A% B und B?). Trotz des
geringeren GC-Gehalts wies Kachel B? eine hohere thermo-
dynamische Stabilitdt als Kachel A auf, zeigte jedoch eine
dhnliche Stabilitdt wie Kachel B (Tabelle 1).

Auch diese Ergebnisse legen nahe, dass andere Faktoren
neben dem GC-Gehalt (z.B. das ,,Atmen“ von DNA-Enden,
Stapelwechselwirkungen zwischen benachbarten Basen, Hy-
dratationseffekte und andere konformationsabhingige
Krifte) eine entscheidende Rolle fiir die Stabilitdt komplexer
DNA-Uberstrukturen spielen, deren Beschreibung als einfa-
che Ansammlung kanonischer B-DNA-Doppelstrange of-
fensichtlich nicht ausreichend ist.'"

SchlieBlich untersuchten wir die Assemblierung der Ka-
cheln A? und B? zu ausgedehnten Gittern A’B?® unter Ver-
wendung zweier unterschiedlicher Markierungsstrategien
(Abbildung 2 und S7). Zum einen wurden einzelne Kacheln,
A? oder B®, wie oben beschrieben markiert. Zum anderen, um
gezielt die Kachel-an-Kachel-Assemblierung zu den supra-
molekularen Gittern A’B’ zu beobachten, wihlten wir die
gegeniiberliegenden Termini der Oligomere NE und SE fiir
die Fluoreszenzmarkierung (5'-Fsc-markierter Strang NE in
Kachel A? und 3-TAMRA-markierter Strang BSE-3 in
Kachel B?, siche Abbildung 2a). Mit der Einzelkachel-Mar-
kierungsstrategie (Abbildung 2¢ und S7c) konnten wir klar
den ersten Schritt der Nanoarraybildung erkennen, also die
Bildung einzelner Kacheln (7, von 59.7°C fiir Kachel A und
63.8°C fiir Kachel B*). Ebenso konnte der zweite Schritt, also
die Kachel-an-Kachel-Assoziation durch Hybridisierung der
Einzelstrangiiberhinge, deutlich beobachtet werden (7}, von
44°C). Diese Kurve mit zwei Ubergiingen kénnen jedoch
nicht fiir eine Van’t-Hoff-Analyse verwendet werden, da
hierfiir ein einzelner, reversibler Ubergang zwischen nur zwei
Zusténden erforderlich ist. Wir haben daher die Kachel-an-
Kachel-Anlagerung separat mit der Zwei-Kacheln-Markie-
rungsstrategie untersucht (Abbildung2a). Diese zeigte er-
wartungsgemif den Ubergang zwischen nur zwei Zustinden,
sodass eine Van’t-Hoff-Analyse moglich war (Abbildung 2b
und S7a). Die entsprechenden thermodynamischen Daten
zeigen im Vergleich zur Bildung einzelner Kacheln eine ge-
ringere Stabilitdt (Tabelle 1), vermutlich weil hier nur die
Hybridisierung  komplementdrer Einzelstrangiiberhénge
zwischen den zwei Kacheln erfasst wird. Die erfolgreiche
Assemblierung der A’B’-Supergitter wurde ebenfalls durch
AFM-Aufnahmen bestétigt (Abbildung S3). Zusétzliche
Kontrollen ohne die Oligomere AN und BS-3 (A’B*(nc) in
Tabelle 1 und Abbildung S7b) lieBen keinen Ubergang wih-
rend des Assemblierungs-/Dissoziationsprozesses erkennen.

Zusammenfassend zeigen die oben beschriebenen Daten
klar das Potential unserer neuen Methode, die Bildung von
supramolekularen DNA-Nanostrukturen in Echtzeit zu be-

Angew. Chem. 2008, 120, 2165-2168

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

obachten. Nach unserem besten Wissen wurde bisher keine
andere Methode beschrieben, die eine vollstindige thermo-
dynamische Charakterisierung der Assemblierung von DNA-
Nanostrukturen ermoglicht. Dariiber hinaus ist unsere Me-
thode effizient in Bezug auf Zeitaufwand und Materialver-
brauch. Kleine Mengen (30 pL.) von bis zu 96 Proben konnen
parallel analysiert werden, um Reproduzierbarkeit und An-
derungen im Sequenzdesign und in experimentellen Bedin-
gungen wie Oligonucleotidkonzentration, lonenstdarke und
Zusammensetzung des Puffers zu untersuchen. Wir erwarten
daher, dass unsere Methode vielseitig anwendbar ist, um Se-
quenzentwiirfe und experimentelle Bedingungen fiir die Bil-
dung von DNA-Nanostrukturen zu erforschen und zu opti-
mieren. Deshalb sollte unsere neue Methode zur raschen
Weiterentwicklung der DNA-basierten Nanotechnologie
beitragen.
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90, 1463-1479; P. K. Maiti, T. A. Pascal, W. A. Goddard III, J.
Nanosci. Nanotechnol. 2007, 7, 1712 - 1720; fiir weitere Beispiele
theoretischer Modelle supramolekularer DNA-Strukturen
sieche: C. Anselmi, G. Bocchinfuso, P. De Santis, M. Savino, A.
Scipioni, Biophys. J. 2000, 79, 601 —613; C. Anselmi, P. De Santis,
R. Paparcone, M. Savino, A. Scipioni, Biophys. Chem. 2002, 95,
23-417.

Nur sehr wenige Beispiele zur Beobachtung von Schmelzprofi-
len von DNA-Kacheln mittels UV-Spektroskopie wurden be-
schrieben (siehe: R. Schulman, E. Winfree, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 2007, 104, 15236-15241, und Lit. [4]). Es wurde beobach-
tet, dass die Kacheln kooperativ bei ungefahr 60 °C schmelzen,
was mit den hier beschriebenen Daten gut iibereinstimmt.
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