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Als vor etwa 15 Jahren Computermodelle geometrischer
Objekte erstellt wurden, die aus Atomen und Molekiilen
zusammengesetzt waren, hielten es nur wenige fiir moglich,
dass es jemals eine ,,Technologie* geben wiirde, die zu solch
molekularer Nanokonstruktion in der Lage wire. Auch wenn
die urspriinglich vorgeschlagenen mechanischen ,,Nano-As-
sembler® bis heute nicht verwirklicht werden konnten, wur-
den einige Ziele der Nanotechnologie in der Zwischenzeit
fast erreicht — mithilfe selbstorganisierender DNA-Molekii-
le.! Eine Reihe bahnbrechender Arbeiten aus jiingster Zeit
zeigen, dass DNA sich nicht nur zur Herstellung von zwei-
dimensionalen Mustern von nahezu beliebiger Form,?3
sondern auch zur Herstellung von dreidimensionalen, me-
chanisch stabilen Nanoobjekten verwenden lisst."*
Begriindet wurde das Gebiet der DNA-Nanotechnologie
in den frithen achtziger Jahren von Nadrian Seeman. Bereits
in seinem wegweisenden Beitrag aus dem Jahr 1982' hatte er
die Moglichkeit einer Konstruktion dreidimensionaler mole-
kularer Gebilde aus DNA angedacht. Die ersten Versuche,
dreidimensionale Strukturen zu erzeugen,'!! wurden jedoch
durch die unzureichende Steifigkeit der verwendeten DNA-
Bausteine erschwert. Dank einer Reihe wichtiger konzep-
tioneller Fortschritte sind inzwischen aber starre DNA-
Strukturelemente herstellbar, und dariiber hinaus fiihren
verbesserte Aufbaustrategien heute zu einer beeindrucken-
den Ausbeute bei der Bildung von DNA-Nanostrukturen.
Die programmierbare Selbstorganisation von DNA-Mo-
lekiilen beruht darauf, dass zwei DNA-Einzelstrange nur
dann miteinander eine stabile Bindung eingehen, wenn sie
komplementidre Basensequenzen aufweisen. Auf der Lén-
genskala von einigen Nanometern ist doppelstrangige DNA
ein relativ steifes, lineares Molekiil — im Unterschied zu
DNA-Einzelstrangen, die vergleichsweise flexibel sind. Im
Prinzip lassen sich also durch die Wahl geeigneter Sequenzen
die Wechselwirkungen zwischen DNA-Molekiilen ,,pro-
grammieren® und damit fiir die Herstellung molekularer
Netzwerke aus steifen und flexiblen Elementen nutzen. Zum
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Erzielen langreichweitiger zwei- oder gar dreidimensionaler
Ordnung erwiesen sich einfache Komponenten wie DNA-
Doppelhelices oder DNA-Kreuzstrukturen (Holliday junc-
tions) jedoch als zu flexibel. Dies fiihrte zur Entwicklung in-
hirent steifer DNA-Bausteine fiir die DNA-Nanokonstruk-
tion wie die so genannten Doppel- oder Mehrfachkreu-
zungsmotive (double oder multiple crossover motifs).l?!
Diese sind aus mehreren DNA-Doppelhelices zusammenge-
setzt, die iber gemeinsame Stringe miteinander verwoben
sind. Ein Beispiel fiir ein solches Konstrukt ist das Sechs-
Helix-Biindel, in dem sechs benachbarte Doppelhelices iiber
Holliday-Strukturen derart miteinander verbunden sind, dass
jeweils drei benachbarte Helices einen Winkel von 120° bil-
den.F! Eine andere Methode zur Erhchung der mechanischen
Steifigkeit beruht auf der Verwendung von dreieckigen
Bausteinen, wie in so genannten Tensegrity-Strukturen, in
Tetraedern," Oktaedern® oder Bipyramiden.!"!

Abgesehen von solchen ,,architektonischen” Verbesse-
rungen wurden auch bedeutende Fortschritte beim Aufbau-
prozess selbst gemacht. Traditionellerweise entstehen DNA-
Nanostrukturen durch Selbstorganisation einer Vielzahl von
Oligonucleotiden, deren Basensequenzen zuvor sorgfiltig
gewdhlt wurden. Die Oligonucleotide werden in Puffer zu-
sammengegeben und durch Erhitzen der Losung auf hohe
Temperaturen (etwa 95°C) und daran anschlieBendes, lang-
sames Abkiihlen bis auf Raumtemperatur zur Strukturbil-
dung gebracht; wihrend des Abkiihlvorgangs hybridisieren
komplementédre Sequenzen abhéngig von der Schmelztem-
peratur der einzelnen Komponenten der Struktur miteinan-
der (annealing). Um groBle und defektfreie Strukturen zu
erhalten, miissen alle Oligonucleotide in exakt dquimolarer
Stochiometrie vorliegen; der Prozess der Strukturbildung
kann sich dabei tiber einen langen Zeitraum (bis zu mehrere
Tage) hinziehen.

Vor einigen Jahren wurde von Rothemund®” ein grund-
sétzlich anderer Ansatz zum Aufbau von DNA-Strukturen
entwickelt, der darauf beruht, einen einzelnen, langen Ge-
riiststrang (scaffold strand) mithilfe einer Vielzahl von
Klammerstringen (staple strands) in die gewiinschte Form zu
falten (ein entsprechender Vorschlag findet sich zuvor bei
Yan et al.'). Im Unterschied zum traditionellen Aufbauan-
satz besteht hierbei keine Notwendigkeit, genaue stochio-
metrische Verhéltnisse einzuhalten; der Aufbau geschieht
rasch und mit aulerordentlich hoher Ausbeute. Dies liegt in
der Tatsache begriindet, dass nach der anfianglichen Anlage-
rung der Klammerstrdnge an den Geriiststrang die Faltung
lokal innerhalb des Geriists vonstatten geht. Durch die Zu-

Angew. Chem. 2008, 120, 5968 —5971



gabe eines groBen Uberschusses von Klammerstringen wer-
den Fehlhybridisierungen durch Strangverdridngungsreaktio-
nen ,,geheilt“. Die Scaffolded-Origami-Technik wurde jiingst
von Shih et al.”! verwendet, um einen langen Geriiststrang,
der aus dem Bakteriophagen M13 gewonnen wurde, in Sechs-
Helix-Biindel mit einer Linge von 410 nm zu falten (Abbil-
dung 1).
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Abbildung 1. Herstellung von Sechs-Helix-Biindeln mittels DNA-Origa-
mi mit einer Gesamtlange von 410 nm (nicht maRstabgetreu).” Bei
DNA-Origami wird ein Einzelstrang, der vom Genom eines Phagen ab-
geleitet wurde, durch eine Vielzahl von Klammerstringen in die ge-
wiinschte Form ,gefaltet”. Das Helixbiindel besteht aus sechs DNA-
Helices, die durch DNA-Uberkreuzungen miteinander verwoben sind.
Der Abstand zwischen den Uberkreuzungen ist so gewihlt, dass der
Winkel zwischen drei benachbarten Helices 120° betrigt. Dargestellt
ist die Schemazeichnung des Basisstrukturmotivs, das 28-mal lings
der Biindelachse wiederholt wird. Der virale Templatstrang ist in
Schwarz dargestellt. Sechs Klammerstrange von 42 Basen Lange wer-
den pro Struktureinheit fiir den Aufbauvorgang benétigt (in Farbe).
Dies fithrt zu einer Zahl von insgesamt 168 Klammerstrangen fiir die
Gesamtstruktur. Beim roten bzw. griinen Strang aus der untersten
bzw. obersten Helix handelt es sich um jeweils einen durchgehenden
Strang, dessen Fortsetzung in der Schemazeichnung durch ein ,X“ an-
gedeutet wird.

Mit der Origami-Technik verwandt ist eine weitere Auf-
bautechnik, die auf dem intramolekularen Falten eines langen
Einzelstranges beruht.[! Shih und Mitarbeiter konstruierten
dazu einen 1669 Nucleotide langen Strang, der in Gegenwart
von fiinf zusétzlichen Hilfsstrangen intramolekular mit sich
selbst hybridisiert, und in der resultierenden Zwischenstruk-
tur die Form eines aufgefalteten Oktaeders einnimmt. Die
Zwischenstruktur kann sich daraufhin in eine dreidimensio-
nale Oktaederstruktur falten, wofiir die spezielle DNA-
Wechselwirkung der ,,paranemischen Kohision®“ (paranemic
cohesion) genutzt wird."”! Durch die Nutzung intramoleku-
laren Faltens gelang die Bildung der dreidimensionalen
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Struktur in hoher Ausbeute. Als ,,Deltaeder* ist das Oktaeder
aus inhdrent steifen, dreieckigen Bausteinen zusammenge-
setzt, die so die mechanische Stabilitdt der Gesamtstruktur
gewihrleisten.

Eine alternative Strategie zur effizienten Herstellung von
DNA-Objekten ist die ,hierarchische“ Aufbaumethode:
Hierbei vereinigen sich die das Objekt konstituierenden
DNA-Striange bei hohen Temperaturen zu einem vorstruk-
turierten Komplex, der bei einer niedrigeren Temperatur in
die Zielstruktur iibergeht. Die Linge und Sequenz der ver-
schiedenen Bestandteile der Struktur definieren die Hierar-
chie der Strukturbildung; lingere komplementidre Bereiche
bilden stabile Molekiilkomplexe bei hoheren Temperaturen
als kiirzere. Ahnlich wie bei der Origami-Technik wird die
endgiiltige Struktur durch einen Reaktionsprozess erster
Ordnung iiber lokale Wechselwirkungen herbeigefiihrt. Tur-
berfield und Mitarbeiter machten sich dieses Verfahren bei
der Herstellung nanoskaliger DNA-Tetraeder zunutze.["! Die
Strukturen wurden von vier DNA-Strangen in einem raschen
Aufbauschritt mit einer Ausbeute von 95% gebildet (Abbil-
dung 2). Die mechanische Steifigkeit der Tetraeder wurde in
rasterkraftmikroskopischen Experimenten nachgewiesen.
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Abbildung 2. Hierarchischer Aufbau eines Tetraeders.’l Das Tetraeder
besteht aus vier DNA-Strangen. Zunichst verbinden sich zwei Stringe
Uber jeweils 20 Basenpaare miteinander. Die Bildung des Tetraeders
erfolgt rasch, sobald sich zwei solcher Zwischenstrukturen tber die
verbliebenen ungepaarten Basen verbinden. Durch Ligation der resul-
tierenden Verbindung erhilt man eine kovalent verkniipfte, stabile
Struktur.

Kiedrowski und Mitarbeiter entwickelten vor einigen
Jahren eine weitere Methode, mit der die Konnektivitidt von
DNA-Konstrukten kontrolliert werden kann."¥ Sie syntheti-
sierten Trisoligonucleotide, in denen drei DNA-Strénge ko-
valent an ein organisches Linker-Molekiil mit einer dreizéh-
ligen Symmetrieachse gebunden sind. Unter Verwendung von
20 verschiedenen solcher Trisoligonucleotide als Vertices
konnten die Autoren kiirzlich mechanisch stabile DNA-Do-
dekaeder herstellen.”

Wie aus dem letztgenannten Beispiel ersichtlich, erfordert
die Selbstorganisation komplexerer Strukturen eine groflere
Zahl an DNA-Strdngen mit unterschiedlichen Sequenzen.
Eine anspruchsvolle Aufgabe ist dabei das Design der ein-
zelnen Sequenzen, da diese sorgfiltig ausgewéhlt werden
miissen, um ungewollte Wechselwirkungen zwischen Strén-
gen zu vermeiden. Vor kurzem konnten Mao und Mitarbeiter
allerdings zeigen, dass in manchen Fillen keine Verwendung
von einzigartigen und asymmetrischen Sequenzen nétig ist.['”!
Ausgehend von einem von Yan et al. entwickelten Kreuz-
balken-Motiv (crossbar motif),ml das aus neun verschiedenen
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DNA-Stringen besteht (Abbildung 3 a), entwickelten sie eine
dhnliche Struktur, die von nur drei unterschiedlichen Typen
von DNA-Molekiilen gebildet werden konnte — diesmal al-
lerdings mit symmetrischen Sequenzen (Abbildung 3b).

a) b)

2R

Abbildung 3. Verringerte Komplexitit durch Sequenzsymmetrie. a) Ein
Kreuzbalken-Motiv, bestehend aus vier Holliday-Verzweigungen, die
sich aus der Verbindung von neun DNA-Strangen mit unterschiedli-
chen Sequenzen ergeben.?™ b) Ein Kreuzbalken-Motiv, das sich aus
neun DNA-Stringen mit symmetrischen Sequenzen zusammensetzt.
Die Zahl der Strange mit unterschiedlichen Sequenzen ist dabei auf
drei reduziert."

Kreuzbalken-Motive aus DNA konnen zum Aufbau gro-
Ber zweidimensionaler Gitter genutzt werden, wenn sie mit
entsprechenden Erkennungssequenzen (kohisiven Enden,
sticky ends) versehen werden. Die Verwendung von Se-
quenzsymmetrie hat dabei eine Reihe von Vorteilen: Abge-
sehen von vereinfachtem Sequenzdesign und geringerem
Syntheseaufwand konnen auch gréere Strukturen mit we-
niger Fehlern beim Strukturaufbau geschaffen werden. Auch
ist die Einhaltung der exakten Stochiometrie bei einer ge-
ringeren Zahl an Stringen einfacher. Zusitzlich fithrt die
hohe Symmetrie der aus den Kreuzbalken aufgebauten
Bausteinen zu geringeren Verspannungen beim Aufbau, so-
dass die Bildung groBflachiger Strukturen begiinstigt wird.

Vor kurzem gelang Mao und Mitarbeitern auf Basis der
oben genannten Konzepte ein weiterer Durchbruch.®l Aus
intrinsisch steifen DNA-Kreuzstrukturen mit Sequenzsym-
metrie konnten molekulare Tetraeder, Dodekaeder sowie
,»Bucky Balls* (mit einer Struktur analog zu der von Buck-
minster-Fullerenen) hergestellt werden. Dabei wurde eine
hierarchische Strategie zur Zusammensetzung der Bestand-
teile genutzt. Als Grundstruktur fiir die aus DNA bestehen-
den Polyeder fungierte ein sternformiges Motiv mit drei Ar-
men, das zuvor bereits zur Bildung von zweidimensionalen
Kristallen verwendet worden war.”!! Aus der vorangegange-
nen Studie war bereits bekannt, dass diese sternformige
Struktur eine beachtliche intrinsische Kriimmung aufweist.
Fiir den zweidimensionalen Aufbau wurde diese Kriimmung
durch Anordnung benachbarter Bausteine mit entgegenge-
setzter Orientierung ausgeglichen. Zur Herstellung einer
dreidimensionalen Struktur wurden die Einheiten nun aber in
dieselbe Richtung orientiert, sodass die intrinsische Kriim-
mung sich aufsummierte. Die Einfithrung von einzelstrangi-
gen Schleifen in das Sternmotiv erméglichte die Anpassung
der Flexibilitdt in den Knotenpunkten (Abbildung 4). Anders
als bei der Bildung zweidimensionaler Kristalle wurden fer-
ner durch Verwendung niedrigerer DNA-Konzentrationen
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Abbildung 4. Hierarchischer Aufbau von dreidimensionalen DNA-Ob-
jekten.®l a) Die sequenzsymmetrische sternférmige Grundeinheit er-
gibt sich durch die Anlagerung von je drei Kopien des Strangs M und
S an einen zentralen Strang L. Strang L enthilt eine einzelstringige
Schleife (rot) mit 3 oder 5 Nucleotiden Linge; sie fiihrt zu einer erhoh-
ten Flexibilitat. In Abhingigkeit von der Schleifenlinge und der DNA-
Konzentration bilden sich Tetraeder (90% Ausbeute), Dodekaeder
(76 %) oder Bucky Balls (69%). b) Cryo-elektronenmikroskopische Auf-
nahmen von Dodekaedern in unterschiedlichen Projektionen. Diese
Teilabbildung setzt sich zusammen aus den Abbildungen 1 und 3d
von Lit. [8]; Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung der Autoren.
Copyright: Nature Publishing Group.

Wechselwirkungen innerhalb eines Komplexes bevorzugt. So
konnten durch Variation der Schleifenldnge und der Ge-
samtkonzentration der DNA-Stridnge unterschiedliche Poly-
eder in hoher Ausbeute gebildet werden. Aus vier sternfor-
migen Einheiten und einer flexibleren Schleife aus fiinf Nu-
cleotiden entstanden Tetraeder. Bei niedrigen Konzentratio-
nen lagerten sich 20 Grundeinheiten mit einer 3 Nucleotiden
langen Schleife zu Dodekaedern zusammen, bei hohen
Konzentrationen hingegen bildeten 60 dieser Grundeinheiten
Bucky Balls. Die von Mao et al. beschriebenen Polyeder sind
betrédchtlich grofler als die oben genannten Tetraeder. Die
Tetraeder, Dodekaeder und Bucky Balls weisen Durchmesser
von 20, 50 bzw. 80 nm auf.

Wie in den vorangegangen Abschnitten beschrieben,
wurden in den letzten Jahren in der DNA-basierten dreidi-
mensionalen Nanokonstruktion enorme Fortschritte ge-
macht. Mechanisch stabile Strukturmotive wurden konstru-
iert und neuartige Aufbaustrategien entwickelt, wodurch eine
Vielzahl von stabilen molekularen Objekten hergestellt wer-
den konnte. Durch DNA-Origami lassen sich beliebig ge-
formte Objekte bilden; allerdings ist damit ein groBer Syn-
theseaufwand verbunden, da einige hundert Klammerstringe
notig sind. Dagegen reichen beim Aufbauprozess mit se-
quenzsymmetrischen Strangen, wie er von Mao et al. vorge-
stellt wurde, nur einige wenige unterschiedliche DNA-Se-
quenzen aus. Je nach Anwendung und der dadurch gefor-
derten strukturellen Komplexitdt kann zwischen den beiden
Strategien gewéhlt werden.

Dreidimensionale DNA-Objekte sind fiir eine Vielzahl
von Anwendungen von Interesse. Seemans erster Vorschlag
zielte bereits auf die Verwendung dreidimensionaler Netz-
werke fiir die Anordnung von Nanoobjekten ab.'"”! Die An-
ordnung von Proteinen in einem kiinstlichen Kristall konnte
beispielsweise fiir Strukturstudien von groBem Nutzen sein.
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Tatsdchlich haben Shih und Mitarbeiter bereits Origami-ba-
sierte Sechs-Helix-Biindel fiir die NMR-Strukturaufklarung
einsetzen konnen. Die DNA-Biindel bildeten eine fliissig-
kristalline Matrix, in der Membranproteine ausgerichtet
wurden. Dies erleichterte die Messung dipolarer Restkopp-
lungen.”

Eine weitere Anwendungsmdoglichkeit liegt in der Kon-
struktion von ,,Nanocontainern®, die zur Speicherung oder
kontrollierten Abgabe von Molekiilen oder Nanoobjekten
dienen konnen. Turberfield und Mitarbeiter konnten bereits
ein Protein in den Hohlraum eines DNA-Tetraeders platzie-
ren? und vor kurzem sogar eine schaltbare Version dieses
Nanocontainers vorstellen.*!

Eine faszinierende Anwendung wire auch der Aufbau
von selbstorganisierten dreidimensionalen elektronischen
Netzwerken. Allerdings konnten bislang noch keine lang-
reichweitig geordneten dreidimensionalen Strukturen aus
DNA realisiert werden. Mithilfe der hier vorgestellten neuen
Architekturen und Techniken sollte dies aber in absehbarer
Zeit gelingen.
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