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Die Selbstorganisation von DNA-Molekiilen bietet durch die
hochparallele Zusammenlagerung zu Nanostrukturen ein
niitzliches Werkzeug fiir die Bottom-up-Synthese.l'!' Die
DNA-Origamitechnik® ist ein besonders eindrucksvolles
Beispiel der DNA-Selbstorganisation und nutzt das Falten
eines langen Einzelstrang-DNA-Gertists mit kurzen DNA-
Verbindungsstriangen, die nur an bestimmten Punkten ent-
lang dieses Geriists binden konnen. Mit dieser Technik kann
in einem einzigen Experiment eine grofe Zahl (eine Milliarde
oder mehr) identischer Strukturen zusammengesetzt werden.
Eines der herausragenden Merkmale der Origamitechnik ist
die exakte Adressierbarkeit der gebildeten DNA-Strukturen.
Jeder einzelne Verbindungsstrang kann als Bindungsstelle fiir
viele verschiedene Arten von Molekiilen oder anderen Na-
noobjekten dienen; diese werden entweder direkt an einen
Verbindungsstrang oder iiber einen komplementiren DNA-
Strang gebunden.

DNA-Nanostrukturen werden im Allgemeinen mit Ras-
terkraftmikroskopie (AFM) oder Elektronenmikroskopie
untersucht.’! Durch die jiingsten Fortschritte in der Fluores-
zenzmikroskopie jenseits der Beugungsgrenze (superauflo-
sende Mikroskopie) konnen jetzt auch Strukturen kleiner
200 nm optisch aufgel6st und analysiert werden. Wir zeigen,
dass fluoreszenzmarkierte Verbindungsstringe (markiert mit
Cy5 oder ATTOG655) an definierten Positionen der recht-
eckigen DNA-Origamistrukturen einen wohldefinierten Ab-
stand aufweisen. Dazu werden mithilfe verschiedener super-
auflosender Techniken wie dem hochauflosenden Einzelmo-
lekiil-Imaging mit Photobleichen (SHRImP), der direkten,
stochastischen,  optischen = Rekonstruktionsmikroskopie
(dSTORM) und der Blink-Mikroskopie einzelne Molekiile
sukzessive lokalisiert und superaufgeloste Bilder rekonstru-
iert.” Da mehr als 200 adressierbare Positionen auf dem
Origami verfiigbar sind, die individuell markiert werden
konnen, bietet diese Technik einen sehr vielseitigen Standard
zur Kalibrierung superauflosender Mikroskope, die auf der
aufeinanderfolgenden Lokalisierung von einzelnen Molekii-
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len basieren (z.B.: PALM, STORM, FPALM, dSTORM,
PAINT und Blink-Mikroskopie).[®!

Bisher wurden inhomogene fadenformige Strukturen wie
Aktinfilamente oder Mikrotubuli verwendet, um diese opti-
sche Auflosung zu demonstrieren. Auch kurze doppelstrin-
gige DNA diente als Nanometerlineal;**'!! sie hat jedoch
den Nachteil, dass schon bei kurzen Distanzen eine nicht zu
vernachlissigende Flexibilitit auftritt.'?! Dariiber hinaus ist
es schwierig, die DNA so zu immobilisieren, dass sie unter
relevanten Bedingungen eine feste Orientierung aufweist.
Ein verladsslicher Standard ist daher wiinschenswert, um die
erzielbare Auflosung zu demonstrieren und zu quantifizieren,
die optische Vergroflerung zu bestétigen, Aberrationen zu
korrigieren sowie die photochemischen und photophysikali-
schen Eigenschaften der Fluoreszenzsonden unter definierten
Bedingungen zu untersuchen und zu eichen.®”!

Unser Konzept ist in Schema 1l dargestellt. Um die
grundsétzliche Funktionsweise zu demonstrieren, wurden
zwei diagonal gegeniiberliegende Verbindungsstringe des
(100 x 70) nm groBen Origamirechtecks mit Fluoreszenzson-

100 nm

70 nm

superaufgeldstes
Fluoreszenzbild

!.

Schema 1. Das DNA-Origami ist mit zwei fluoreszenzmarkierten Bin-
dungsstringen (F in schwarzem Kreis) markiert, die einen definierten
Abstand zueinander haben (oben). Nach der Vorbereitung werden
AFM-Bilder der immobilisierten Origamiproben aufgenommen (unten
links), um so deren korrekte Form zu tberpriifen. Daran schlief3t sich
eine TIRF-Abbildung an (unten Mitte). Mittels superauflésender Fluo-
reszenzmikroskopie kénnen die einzelnen Fluorophore auf der Origa-
miprobe identifiziert werden (unten rechts). Linge des Balkens:

500 nm, AFM-Héhenskala: 6 nm.

AFM-Bild TIRF-Bild

den markiert, was einen Fluorophorabstand deutlich unter-
halb der Beugungsgrenze zur Folge hat. Anschliefend
wurden die Origamiproben zur Entfernung von tiberschiissi-
gen Verbindungsstrdangen gereinigt und mit einem AFM in
einer Fliissigkeitszelle vermessen, um ihre korrekte Struktur
zu tberpriifen (siche Abbildung S1 in den Hintergrundinfor-
mationen). Fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurden die
Origamiproben auf einer Glasoberfliche immobilisiert und
mit interner Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (TIRF)
untersucht (Immobilisierungsprotokolle und experimentelle
Methoden sind in den Hintergrundinformationen zu finden).
Die TIRF-Aufnahme ergibt ein beugungsbegrenztes Bild, in
dem die Emissionsmuster der Fluorophore iiberlappen.
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Jedoch erlauben superauflosende bildgebende Verfahren, die
Position jedes einzelnen Fluorophors zu identifizieren.

Als erstes Modellsystem untersuchten wir eine Origami-
struktur mit zwei am 5'-Ende ATTO655-markierten Verbin-
dungsstrdngen an der rechten unteren und linken oberen
Ecke (siche Schemal und Abbildung S1 in den Hinter-
grundinformationen). Die Fluorophore haben einen Abstand
von 89.5 nm (bei angenommenen 10.67 Basen pro Windung
und 3 nm zwischen den Helices im Origami).”! Abbildung 1a

a) TIRF-Bild b) superaufgelostes

Fluoreszenzbild

Abbildung 1. a) TIRF-Bild von auf der Oberfliche immobilisierten
DNA-Origamirechtecken mit zwei ATTO655-markierten Verbindungs-
stringen. Die Positionen der einzelnen Fluorophore kénnen aufgrund
ihrer iiberlappenden Punktverbreiterungsfunktionen nicht bestimmt
werden. b) Superauflésendes Fluoreszenzbild desselben Ausschnitts
unter Verwendung der Blink-Mikroskopie: Die Positionen der Fluoro-
phore sind nun deutlich aufgelst. Liange des Balkens: 500 nm.

zeigt eine TIRF-Aufnahme der Origamiprobe, die iiber einen
Biotin-Linker auf einem Glassubstrat immobilisiert ist. Da
der Abstand der beiden Fluorophore kleiner als die Beu-
gungsgrenze ist, zeigt das Bild einen einzelnen verschwom-
menen Punkt fiir jedes Origami, das zwei Fluorophore trégt.
Wir untersuchten diese Strukturen mit drei superauflésenden
Techniken: Blink-Mikroskopie, SHRImP und dSTORM.
Die fiir die Blink-Mikroskopie erforderlichen AUS-Zu-
stinde werden durch metastabile Radikalionen hervorgeru-
fen, die durch Redoxreaktionen erzeugt werden.”! Dieses
Verfahren zeichnet sich durch ein einfaches Setup (nur ein
Laser), eine hohe Geschwindigkeit und die Moglichkeit aus,
dass géngige Fluorophore sogar in Gegenwart von Sauerstoff
eingesetzt werden konnen.1¥l Wegen der induzierten AUS-
Zustinde, die durch ein reduzierendes und oxidierendes
System (ROXS) — realisiert durch 50 um Ascorbinsdure,
50 pm Methylviologen (MV) in Gegenwart von Sauerstoff —
kontrolliert werden, ist nur ein ausreichend geringer Bruch-
teil der Molekiile zu jedem Zeitpunkt fluoreszierend.>'
Dies ist in Abbildung2a veranschaulicht, die das Fluores-
zenzverhalten eines einzelnen DNA-Origami zeigt, das iiber
elektrostatische Wechselwirkung auf einem Glassubstrat fi-
xiert wurde. Die Spur zeigt hiufiges Blinken der Farbstoffe
mit AN-Zeiten passend zur Bildwiederholungsgeschwindig-
keit der Kamera von 4 ms und AUS-Zeiten von ca. 200 ms.
Die nachtrigliche Lokalisierung aller Fluorophore er-
moglicht die Rekonstruktion von superaufgelosten Bildern,
wie in Abbildung 1b dargestellt ist. Aus diesen Bildern
wurden die Abstidnde zwischen beiden Molekiilen in jedem
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Abbildung 2. Superauflésende Mikroskopie von doppelt markiertem
DNA-Origami. Intensitat(Fl)-Zeit(t)-Spuren (a,c,e) eines Origamikon-
strukts und Histogramm der gemessenen Abstinde d (b,d,f). Metho-
den: Blink-Mikroskopie (a,b), SHRIMP (c,d) und dSTORM (e,f).

einzelnen Origamirechteck bestimmt und daraus eine Ab-
standsverteilung gewonnen, die in Abbildung 2b gezeigt ist.
Bei 84 gemessenen Punkten wurde eine Distanz von (88.2 +
9.5) nm ermittelt, was mit dem theoretischen Abstand von
89.5nm gut iibereinstimmt. Die Positionen der einzelnen
Molekiile wurden mit einer Genauigkeit von +5.9 nm und
der Abstand zwischen zwei Fluorophoren mit einer Genau-
igkeit von +8.3 nm ermittelt.'"! Die Lokalisierungsgenauig-
keit ist also nahezu ausschlieBlich fiir die Breite der Vertei-
lungsfunktion verantwortlich. Das ldsst darauf schlieen, dass
Origamistrukturen ein robuster und reproduzierbarer Léin-
genstandard im Nanometerbereich sind.

Ferner haben wir mehrere Immobilisierungsstrategien
verglichen, da es durchaus von Bedeutung sein kann, Origami
in unterschiedlichen Umgebungen einsetzen zu konnen. Wird
ein Origamirechteck iiber einen einzelnen, mittig befestigten
Biotin-Linker an eine BSA-passivierte Oberfldche gebunden,
so fiihrt das zu einer sehr schlechten Ausbeute (rund 20 %) an
auflosbaren Strukturen, die einen Abstand von nur (62.2 +
10.4) nm aufweisen (siche Abbildung S3 in den Hinter-
grundinformationen). Wir gehen davon aus, dass die Probe
sich um den Ankniipfungspunkt dreht oder kriimmt und
daher nur ein geringer Teil der Origamistrukturen aufgelost
werden kann. Bindet man drei Biotin-Linker in einer Reihe
senkrecht zur Verbindungslinie der beiden Farbstoffmolekiile
(siehe Schema S1 in den Hintergrundinformationen), wird die
Bewegung eingeschréankt, und 71 % der Konstrukte konnten
aufgelost werden; ihr Abstand betrug (76.4 +8.7) nm. Wird
beriicksichtigt, dass aufgrund inaktiver Fluorophore oder
unvollstindig markierter DNA vor der Messung 79 % der
Origamistrukturen zwei fluoreszierende Molekiile tragen
(Daten aus Photobleichexperimenten sind nicht gezeigt),
bedeutet das, dass ca. 90 % der korrekt gebildeten Strukturen
aufgelost werden konnten. Fiir die elektrostatisch immobili-
sierten Origamirechtecke, die den zu erwartenden Abstand
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wie oben beschrieben aufwiesen, lag der Anteil der Struktu-
ren mit zwei Fluorophoren bei 50 %. Diese niedrigere Aus-
beute kann durch verdnderte photophysikalische Bedingun-
gen, hier eine Fluorophor-Glas-Interaktion, sowie durch die
erhohte Wahrscheinlichkeit, dass ein Teil der Verbindungs-
stringe unspezifisch auf der nichtpassivierten Oberfldche
haftet, erklidrt werden.

Die SHRImP/NALMS-Technik'”! hat den Vorteil, dass
sie mit allen einzelmolekiilkompatiblen Fluorophoren ver-
wendet werden kann, ist aber in der Zahl der Molekiile be-
schrinkt, die innerhalb eines beugungsbegrenzten Gebiets
kolokalisiert werden kénnen. Da ATTO655 stabile Emission
in PBS-Puffer zeigt, mussten keine weiteren Maf3nahmen,
z.B. Sauerstoffentzug, ergriffen werden. Die mit drei Biotin-
Linkern auf der BSA-Oberfliche immobilisierten Origami-
strukturen wurden so lange gefilmt, bis alle Molekiile ge-
bleicht waren. Die Fluoreszenzpunkte wurden identifiziert
und ihr Fluoreszenzverhalten auf Photobleichen hin unter-
sucht (Abbildung 2c¢). In diesem Fall war das erste Molekiil
nach ca. 115 s und das zweite Molekiil etwa 25 s spdter ge-
bleicht. Die Einzelmolekiile wurden in umgekehrter chro-
nologischer Reihenfolge lokalisiert. Die Position des zweiten
Molekiils wurde anhand des Zeitfensters von 115 bis 140 s
bestimmt. Die so erhaltene Intensititsverteilung wurde von
den vorhergehenden Rahmen subtrahiert, was eine Lokali-
sierung des ersten Molekiils ermoglichte. Eine statistische
Datenanalyse ergab einen Abstand von (85.2 +14.2) nm (42
Punkte; Abbildung 2d), was wiederum — in Anbetracht der
etwas geringeren gemessenen Entfernung im Fall der Biotin-
Linker — mit dem theoretischen Abstand von 89.5 nm gut
tibereinstimmt.

Die dSTORM-Technik wurde verwendet, um experi-
mentell Abstidnde zwischen zwei Cy5-Molekiilen zu messen,
die an ein Rechteck im Abstand von 99.1 nm gebunden
waren.[! dSTORM nutzt die Tatsache, dass in Gegenwart von
Thiolen wie B-Mercaptoethylamin (MEA) die Fluoreszenz
von Cy5 mit blauer/griiner und roter Laseranregung ein- bzw.
ausgeschaltet werden kann.'”? dSTORM kann mit verschie-
denen Di- und Tricarbocyanin-Derivaten verwendet werden,
was Mehrfarbenaufnahmen ermdéglicht und diese Technik
flexibel beziiglich der Aufnahmegeschwindigkeit macht. Um
CyS5 zu schalten, wurde der Sauerstoff enzymatisch entzogen,
50 v MEA zugegeben und zusétzlich ein 532-nm-Laser
verwendet, um die Fluoreszenz anzuschalten. Abbildung 2e
zeigt die Fluoreszenzspur eines mit Cy5 markierten Origami,
anhand derer das AN-AUS-Blinken bei gleichzeitiger Anre-
gung mit Licht der Wellenldngen 532 und 650 nm zu sehen ist.
Die im Experiment gemessene Entfernung von (91.6+
12.2) nm (90 Punkte; Abbildung 2 f) ist kleiner als im Ori-
gamidesign, was aber aufgrund des verwendeten Biotin-
Ankers den Erwartungen entsprach.

Die Kombination von DNA-Origami als molekularem
optischem Tisch mit superauflosender Fernfeld-Fluoreszenz-
mikroskopie als analytischem Instrument ermoglicht es, neue
Arten von Bottom-up-Strukturen im Nanometerbereich zu
konstruieren und molekulare Interaktionen auf ihnen zu
studieren. In dieser Arbeit haben wir DNA-Origamistruktu-
ren mit fest platzierten fluoreszierenden Sonden als Nano-
meterlineal zur Kalibrierung superauflosender Mikroskopie
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verwendet. Die iiber den Versuchsaufbau angestrebten Ab-
stinde wurden fiir elektrostatische Immobilisierung experi-
mentell bestitigt, wobei kleinere, aber ebenfalls reprodu-
zierbare Entfernungen gemessen wurden, sobald zur Immo-
bilisierung Biotin-Linker eingesetzt wurden. Damit konnten
Origamistrukturen zum Quantifizierungsstandard fiir super-
auflosende Mikroskopie und fiir andere spektroskopische
Techniken, z. B. die Plasmonenkopplung, werden."®! Mit den
jiingsten Fortschritten in der Origamitechnik™® kann unser
Konzept auf drei Dimensionen oder auch fiir Superauflo-
sungstechniken, die mit photoschaltbaren Proteinen arbeiten,
erweitert werden.””! Einzelmolekiilmethoden konnen somit
das gesamte kritische Langenspektrum abdecken: von weni-
gen Nanometern mithilfe von Fluoreszenzresonanzenergie-
transfer (FRET) bis zur GroBenordnung konventioneller
optischer Mikroskopie. Derartige Fortschritte sind auch ent-
scheidend fiir die Untersuchung von dynamischen Prozessen
wie Diffusion oder gerichteter Transport auf DNA-basierten
Nanostrukturen. Zum Beispiel konnten Brownsche DNA-
., Walker«?' auf einem Origamiraster platziert und in Echtzeit
mit superauflosender Fluoreszenzmikroskopie verfolgt
werden.
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