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Rationale Konstruktion von dynamischen DNA -

Systemen**

Udo Feldkamp* und Christof M. Niemeyer*

Wﬁhrend des letzten Vierteljahrhunderts hat sich die Ver-
wendung von DNA-Molekiilen als Bausteine fiir Konstruk-
tionen im Nanometerbereich rasant weiterentwickelt — be-
ginnend mit einfachen, aber wegbereitenden vierarmigen
Kreuzungsmotiven aus DNA-Doppelhelices'! bis hin zu ak-
tuellen, komplexen Strukturmotiven, die als Bausteine fiir
ausgedehnte supramolekulare Konstrukte fungieren.”! Die
wesentliche Eigenschaft, die DNA so vielversprechend fiir die
Bottom-up-Nanotechnologie macht, ist die auflergewohnli-
che Sperzifitdt der Hybridisierung einzelstrangiger Nuclein-
sduren mit ihren Watson-Crick-Komplementen bei der Bil-
dung stabiler Doppelhelices. Dies ermdglicht die Program-
mierung der Selbstorganisation sorgfiltig entworfener Oli-
gonucleotide zu einer Vielfalt von Uberstrukturen. Des
Weiteren konnen reversible Ubergangsmechanismen zwi-
schen verschiedenen stabilen oder metastabilen Zustidnden,
z.B. Sekundirstrukturkonformationen, in DNA-Uberstruk-
turen integriert werden, sodass aus statischen Gertisten dy-
namische Nanofunktionseinheiten werden.”) Solche Funkti-
onseinheiten konnen z.B. mechanische Arbeit verrichten,*
Informationen iibersetzen,”! Nanopartikel aggregieren und
dissoziieren!® oder Proteine binden und freisetzen.”! Der
Entwurf statischer DNA-Anordnungen erfolgt inzwischen
zunehmend nach systematischen Regeln, die eine Retrosyn-
these der gewiinschten Uberstrukturen hin zu den Oligonu-
cleotiden ermoglichen, die diese Uberstrukturen bilden;®*!
dagegen sind dynamische DNA-Funktionseinheiten zumeist
individuelle Entwiirfe, die sehr unterschiedliche Konforma-
tionszustinde, Ubergangsreaktionen und entsprechende
auslosende Stimuli nutzen, z.B. die Oligonucleotidverdrin-
gung, Anderungen von Ionenkonzentrationen oder pH-Wer-
ten der Puffer oder die Bindung kleiner Molekiile.” '
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In einer kiirzlich erschienenen Publikation stellten Pierce
und Mitarbeiter eine Methode zur systematischen Entwick-
lung dynamischer DNA-Systeme vor, die auf einzelstringigen
Sequenzen, Duplexen und Haarnadelschleifen als Grund-
bausteinen beruhen und verschiedene Strukturkonformatio-
nen durch Hybridisierungs-/Dissoziationspfade verbinden.!'!l
In einer ersten Demonstration ihres Konzepts beschrieben sie
Kaskaden von Hybridisierungsreaktionen, die so program-
miert waren, dass sie die schrittweise Selbstorganisation
komplexer statischer Uberstrukturen unterstiitzen oder
Uberginge zwischen verschiedenen Komformationszustin-
den einer dynamischen DNA-Funktionseinheit ausfiithren.

Die so genannte Strangverdridngung ist eines der am
hiufigsten genutzten Prinzipien zur Induktion von Struktur-
iibergdngen in DNA-Funktionseinheiten. Diese Technik
wurde auch von Yin et al. eingesetzt.''! Wie in Abbildung 1
gezeigt, wurden Haarnadelschleifen (rot) entworfen, die ei-
nen kurzen Uberhang ungepaarter Basen aufweisen. Dieser
»toehold“ (Ansatzpunkt) macht die Haarnadelstruktur me-
tastabil.'"” Sie behilt ihre Haarnadelkonformation stabil bei,
solange sie alleine oder auch in Gegenwart weiterer dhnlich
gestalteter Haarnadelschleifenmotive vorliegt. Zugabe eines
Verdriangungsoligomers — eines DNA-Stranges, der das per-
fekte Watson-Crick-Komplement des Ansatzpunktes und der
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Abbildung 1. Die grundlegende Strangverdringungsreaktion. Farbige
Pfeile markieren das Riickgrat der DNA-Stringe von 5'- in 3'-Richtung.
Der Verdringungsstrang (griin) hybridisiert mit dem ungepaarten An-
satzpunkt des metastabilen Haarnadelmolekiils (rot) und bildet so ei-
ne verzweigte Struktur. Der Verzweigungspunkt bewegt sich zufillig
vor- und riickwirts, bis der rote Haarnadelstamm verdréangt und die
Schleife gedffnet ist. Der resultierende Duplex enthilt ein ungepaartes
Ende, das fiir weitere Hybridisierungsreaktionen zur Verfiigung steht.
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darauf folgenden Stammsequenz ist; griin in Abbildung 1 —
fiihrt unmittelbar zur Hybridisierung und anschlieBend zur
Wanderung des Verzweigungspunkts. Dabei 16st der Ver-
drangungsstrang die intramolekularen Basenpaarungen des
Haarnadelstrangs vollstdndig und 6ffnet so die Haarnadel-
schleife, da das resultierende Duplexmolekiil energetisch
giinstiger ist als die urspriingliche Haarnadelschleife mit
kurzem Duplexstamm. (Somit kann der Verdrangungsstrang
auch als ,, Treibstoff* fiir die Strangverdriangung betrachtet
werden und wird daher oft als ,, Treibstoffstrang* bezeichnet.)
Durch das Offnen der Schleifenstruktur dndert sich die Rolle
des Haarnadelmolekiils vom ,,Ziel“ der Strangverdrangung
zu einem proaktiven Effektormolekiil, denn der ungepaarte
Teil der Haarnadel ist jetzt zugénglich und kann selbst wie-
derum als neuer Verdriangungsstrang fiir eine weitere
Strangverdrdngungsreaktion mit einem anderen Haarnadel-
ziel wirken. Somit konnen Ketten sequenzieller Reaktionen
und sogar komplexe Netzwerke von Strangverdriangungs-
prozessen ausgefiihrt werden. Ein intelligenter Entwurf einer
solchen Reaktionskaskade wird diesen Prozess natiirlich
nicht nur zum schlichten Offnen einer Vielzahl von Haarna-
delschleifen nutzen — stattdessen kann jede Hybridisierung
einer soeben geoffneten Schleife mit einem anderen DNA-
Molekiil als Schritt in der fortschreitenden Selbstorganisation
einer wachsenden Uberstruktur oder auch als ein Ubergang
zwischen unterschiedlichen Konformationszustinden einer
dynamischen DNA-Funktionseinheit eingesetzt werden.
Pierce und Mitarbeiter veranschaulichten die Flexibilitét
ihrer Methode anhand von vier sehr unterschiedlichen An-
wendungen, die jeweils vom recht abstrakten Gesamtentwurf
bis zur In-vitro-Charakterisierung des Systems durchgefiihrt
wurden.'!! Das erste Beispiel betrifft die Programmierung
biomolekularer Selbstorganisationswege und demonstriert
die katalytische Selbstorganisation eines dreiarmigen Kreu-
zungsmotives. Dies ist ein recht einfaches Strukturmotiv, das
aus drei Doppelhelix-Armen besteht, die an einem zentralen
Verzweigungspunkt miteinander verbunden sind, sodass jeder
der drei DNA-Strénge Teil von zwei verschiedenen Armen ist
(siehe das Endprodukt in Abbildung2a). Zu Anfang liegen
die drei Striange (A, B, C in Abbildung2a) als metastabile
Haarnadel-Monomere mit jeweils einem Ansatzpunkt in
Losung vor. Zugabe des Initiatormolekiils I, das komple-
mentdr zum Ansatzpunkt von Strang A und zur anschlie-
Benden Stammsequenz ist, offnet Haarnadel A durch
Strangverdrdangung der komplementidren Stammsequenz, die
in Abbildung 2a mit y*b*x* markiert ist (gelesen vom 5'-
Ende in Richtung des 3'-Endes des Oligomers). Die resul-
tierende ungepaarte Doméne z*c*y*b* ist komplementér zu
Ansatzpunkt b und Stammsequenz ycz der Haarnadelschleife
B und fiihrt somit zur Offnung von B durch Strangverdrin-
gung. Der resultierende Produktduplex bycz/z*c*y*b* bildet
den ersten Arm des angestrebten dreiarmigen Kreuzungs-
motivs. Der ungepaarte Teil x*a*z*c* von B haftet sich nun an
den Ansatzpunkt ¢ von Haarnadel C und o6ffnet diese meta-
stabile Struktur, wodurch der zweite Arm aufgebaut wird.
SchlieBlich hybridisiert Teil a*x*b*y* von C mit ybxa von A
und bildet den dritten Arm des Kreuzungsmotives. Die letzte
Reaktion setzt auBlerdem I frei, das somit katalytisch den
Zusammenbau eines weiteren Kreuzungsmotivs auslésen
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Abbildung 2. a) Reaktionsnetzwerk fiir die Selbstorganisation eines
dreiarmigen Kreuzungsmotlvs Durch Strangverdringung 6ffnet Initia-
tormolekiil 1 Haarnadel A, dann éffnet das ungepaarte Ende von A
Haarnadel B und bildet den ersten Arm. Zwei weitere Strangverdrin-
gungsreaktionen fiigen die zwei restlichen Arme ein und fiihren zur
Freisetzung von Katalysator 1. b) Reaktionsgraph fiir den Kreuzungs-
aufbau. Die Kreise (Knoten) reprisentieren die Molekiile I, A, B und C
aus Abbildung 2a, die Pfeile (Kanten) stehen fiir die vorgesehenen
Aufbaureaktionen, die Symbole an den Kreisen kennzeichnen Hybridi-
sierungsdominen. Die leeren Dreiecke stehen fiir zugingliche Ansatz-
punkte als Eingabedominen (siehe Text), und die ausgefiillten Kreise
markieren urspriinglich unzugingliche Subsequenzen, die komplemen-
tdr zum Ansatzpunkt des nichsten Molekiils sind (Ausgabedominen).
¢, d) AFM-Aufnahmen der drei- und vierarmigen Kreuzungsmotive, die
mithilfe der programmierten biomolekularen Selbstorganisationsnetz-
werke hergestellt wurden. Abdruck mit Genehmigung nach Lit. [11].

kann. Die Bildung von dreiarmigen Kreuzungsprodukten
wurde durch Gelelektrophorese und Rasterkraftmikroskopie
(atomic force microscopy, AFM) nachgewiesen (Abbil-
dung 2¢). Die Autoren zeigten zudem, dass die Selbstorga-
nisationskette leicht durch weitere metastabile Haarnadel-
molekiile erweitert werden kann, sodass auch Produkte ho-
herer Ordnung, z. B. vierarmige Kreuzungsmotive, hergestellt
werden konnen (Abbildung 2d)."!

Die Gestaltung eines dynamischen Systems wurde als
zweites Beispiel gewidhlt. Dabei wurde die Strangverdrédn-
gung zur katalytischen Bildung von DNA-Duplexmolekiilen
eingesetzt (Abbildung 3). Der initiierende Strang offnet eine
erste Haarnadelstruktur A, die wiederum eine zweite 6ffnet
(B). Eine dritte Strangverdriangungsreaktion vervollstdndigt
den Duplex AB, wodurch das Initiatormolekiil freigesetzt
wird. Ein raffiniertes Netzwerk aus drei solchen Duplexbil-
dungszyklen wurde entworfen, um einen kreuzkatalytischen
Kreislauf zu bilden, der zwei Duplexspezies exponentiell
amplifiziert. Zunichst katalysiert der Initiatorstrang die Bil-
dung von Duplex AB. Ein ungepaartes Ende von AB kann
nun mit dem Ansatzpunkt einer weiteren Haarnadel C hy-
bridisieren und somit katalytisch die Bildung von Duplex CD
initiieren. Ein ungepaartes Ende von CD wiederum ist
komplementédr zum Ansatzpunkt von B und kann dadurch
Duplexbildung von AB initiieren. Insgesamt 16st die ur-
spriingliche Hybridisierung von AB einen Zyklus aus, in dem
nicht nur weitere Kopien von AB und CD hergestellt werden,
sondern jeder Duplex auch die Bildung der anderen Du-
plexspezies katalysiert, sodass eine exponentielle Amplifi-
zierung beider Duplexe erreicht wird. Ahnlich wie in der ur-
spriinglichen Arbeit zu DNA-Nanomaschinen wurde Fluo-
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Abbildung 3. Reaktionsnetzwerk fiir die kreuzkatalytische Duplexampli-
fizierung. Im oberen Zyklus katalysiert das Initiatormolekal I die Bil-
dung von Duplex AB. Im unteren Zyklus katalysiert das ungepaarte En-
de von B die Bildung von Duplex CD, was wiederum die Bildung weite-
rer AB-Duplexe katalysiert (Details siehe Text). Der schwarze Kreis und
der griine Stern an Molekiil A markieren Léscher und Fluorophor zur
spektroskopischen Analytik der AB-Bildung. Abdruck mit Genehmi-
gung nach Lit. [11].

reszenzloschung zur quantitativen Analyse des Amplifizie-
rungsnetzwerks verwendet, wodurch die Bedeutung der auf
resonantem Forster-Energietransfer (FRET) basierenden
Spektroskopie zur nicht-invasiven Charakterisierung von
DNA-Nanostrukturbildung unterstrichen wird.!"!

Im dritten Beispiel wurde ein weiteres Geriist hergestellt.
Dabei hybridisiert jede geoffnete Haarnadel mit zwei ande-
ren Haarnadeln anstatt mit einer, wie in den bisherigen Bei-
spielen. Dies fithrt zur Bildung groBer dendritischer Uber-
strukturen. SchlieBlich verwendeten Yin et al. ihre Haarna-
deloffnungsmethode zur Konstruktion eines so genannten
»zweibeinigen Wanderers®. Dieses Motiv kann sich schritt-
weise entlang einer linearen Duplexstrecke mittels Hybridi-
sierung und Dissoziation an Haarnadeln fortbewegen, die in
regelméfBigen Abstdnden an der Strecke angebracht sind.

Die beschriebenen Beispiele fiir Strangverdrdngung in ge-
schickt entworfenen metastabilen Haarnadelschleifen demon-
strieren, wie leistungsfihig diese Methode zur systematischen
Programmierung von Reaktionsnetzwerken fiir die Selbstor-
ganisation von statischen Geriisten, dynamischen Funktions-
einheiten, und katalytischen Reaktionskaskaden ist. Als ein
Werkzeug zur weiteren Systematisierung ihres Konstruktions-
konzepts fiir nanotechnologische Anwendungen fiihrten Yin
et al. so genannte Reaktionsgraphen ein (Abbildung 2b).'Yl In
diesen wird ein Strukturmotiv oder Konformationszustand als
Knoten dargestellt. Symbole an diesen Knoten zeigen poten-
zielle Hybridisierungsdoménen an, die Konformationsinde-
rungen entweder dieses Motivs (Eingabe-Ports) oder anderer
Motive (Ausgabe-Ports) auslosen konnen. Kanten, die Knoten
verbinden, zeigen Aufbau- oder Abbaureaktionen an, die von
einem Motiv/Zustand zum néchsten fithren. Eine solche ab-
strakte Notation von Reaktionsnetzwerken ist ein Hilfsmittel
im Entwurfsprozess und erméglicht die vollstdndige Beschrei-
bung der Funktionalitdt und der Strukturiibergénge der Ziel-
systeme, wie auch von Zwischenstufen. Hierzu kommt sie mit
nur wenigen verschiedenen Elementen und recht einfachen
Regeln zur Erstellung eines Graphen aus diesen Elementen
aus. Dadurch wird eine Automatisierung der Ubersetzung eines
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Reaktionsgraphen in konkrete Molekiile, also Haarnadelmo-
tive und deren Nucleotidsequenzen, stark erleichtert.
Zusammenfassend hat die Arbeit von Pierce und Mitar-
beitern eine sehr wichtige Bedeutung in (mindestens) dreierlei
Hinsicht. Erstens wurden einfache, elementare DNA-Motive,
namlich die metastabilen Haarnadelstrukturen, als leistungs-
fahige Bausteine und effiziente Signaliibertrager fiir Aufbau/
Abbau-Reaktionen eingefiihrt. Wie eindrucksvoll anhand
mehrerer komplexer Reaktionsnetzwerke demonstriert wurde,
ermoglicht diese Herangehensweise die systematische Kon-
struktion statischer und dynamischer DNA-Nanosysteme.
Zweitens wurde eine abstrakte Formalisierung solcher Reak-
tionsnetzwerke entwickelt, wodurch der vollautomatisierte
Entwurf von DNA-basierten Funktionseinheiten und Maschi-
nen einen deutlichen Schritt ndher riickt. Drittens kann min-
destens eines der demonstrierten funktionalen Reaktions-
netzwerke unmittelbar in eine Biosensorikanwendung umge-
setzt werden. So bietet sich der elegante und faszinierende
kreuzkatalytische Duplexamplifizierungskreislauf als emp-
findliches Detektionssystem fiir DNA- oder RNA-Zielmole-
kiile in der Diagnostik an."¥! Es ist daher zu erwarten, dass
dieser Arbeit!!!! eine Vielzahl weiterer Studien und Anwen-
dungen in Biosensorik und Nanobiotechnologie folgen wird.
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