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DNA-Sequenzen konnen selektiv miteinander hybridisieren
und so lineare oder verzweigte doppelstrangige (ds) helikale
Strukturen bilden. Diese Fihigkeit macht sie zu idealen
Bausteinen zur Herstellung von Nanostrukturen bestimmter
Form und GrofBle. So wurden beispielsweise komplexe 2D-
und sogar 3D-Strukturen durch die Selbstanordnung von
DNA-Striangen erhalten.!!. Die Herstellung leitfahiger
dsDNAs wurde bereits durch die Beschichtung mit Metallen,
Metalloxiden oder Metallsulfiden realisiert. So wurde etwa
eine Vielzahl von Verfahren fiir die Beschichtung von DNA
mit Au’, Pd’, Pt°, Ag’, Cu’ und CdS beschrieben.>? Aller-
dings ist erst wenig tiber die kontrollierte Modifizierung von
ausgewdhlten Bereichen der DNA bekannt. Das erste Bei-
spiel fiir die selektive Metallbeschichtung einer DNA wurde
von Braun und Mitarbeitern vorgestellt.”] Hierbei wurde
zunichst ein Teil einer A-DNA durch Bildung eines RecA-
ssDNA-Komplexes geschiitzt und der ungeschiitzte Teil der
DNA durch sequenzielle Reduktion von Ag* und Au*" me-
tallisiert. AbschlieBend wurde das Protein entfernt. Durch
diese Methode erhilt man zwei Bereiche aus leitenden DNA-
Drihten, die von einem etwa 1 um langen nichtleitenden
DNA-Stiick unterbrochen sind. Allerdings ist die RecA-in-
duzierte homologe Rekombination nur fiir lange DNA-
Stringe effizient und somit eher auf die Konstruktion von
groBen molekularen Objekten (>1 um) beschrénkt.

Uber die chemische Synthese von dsDNAs, die Metall-
ionen zwischen ihren Basenpaaren enthalten, ist ebenfalls
berichtet worden.”! Uber die Zahl solcher Basenpaare kann
die Linge der Metallionen enthaltenden Bereiche in der
DNA verindert werden.”! Zukiinftig muss noch experimen-
tell bestitigt werden, dass diese Metallionen enthaltenden
DNA-Komplexe leitend sind und somit als potenzielle elek-
trische Dréhte genutzt werden konnten.
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Hier beschreiben wir eine Methode fiir die selektive
Metallisierung einer dsDNA in Gegenwart von ssDNA
(Abbildung 1). In den Doppelstringen vorhandene ssDNAs
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Abbildung 1. Kupfer-Nanopartikel bilden sich in einer Lésung aus Cu**
und Ascorbat in Gegenwart eines DNA-Doppelstrangs (Reaktion A und
B). Einzelstringige DNAs férdern diese Reaktion nicht (C). Die Grofe
der Nanopartikel ist abhingig von der Zahl der im Doppelstrang ent-
haltenen Basenpaare. Einzelstringige Regionen der metallisierten Dop-
pelstringe kénnen genutzt werden, um Cu-Nanopartikel in komplexere
Strukturen zu organisieren.

konnen als Ankergruppen fiir die Herstellung funktioneller
Bausteine auf der Grundlage metallisierter dsDNAs genutzt
werden. Wir konnten so eine einfache Funktionseinheit be-
stehend aus zwei metallisierten dsDNAs, die durch einen
nichtmetallisierten starren Linker verbunden waren, herstel-
len.

Woolley und Mitarbeiter berichteten, dass A-DNA, die auf
Si0,-Oberflachen immobilisiert war, durch 0.1-1m Cu(NO3),
und 0.1M Ascorbat mit Kupfer metallisiert werden kann.F!
Die hohe Konzentration der Reagentien fiihrte zur unspezi-
fischen Bildung von Cu’ selbst bei Abwesenheit eines
Templats. Dieses Problem konnte durch die Vorbehandlung
der dsDNA-modifizierten Oberfldche mit Alkalimetallionen
verringert werden.”! Allerdings wurden die DNA-Template
durch Hydroxylradikale (HO"), die in der konzentrierten
Cu**/Ascorbat-Mischung gebildet wurden, zerstort.>*

Bei unseren Experimenten nutzten wir wesentlich klei-
nere Konzentrationen (< 1000-fach) eines Cu*"-Salzes. Laut
HPLC-Analyse sind sowohl ssDNA als auch dsDNA unter
diesen Bedingungen stabil (Hintergrundinformationen, Ab-
bildung S1). Die Sequenzen der in dieser Studie getesteten
DNA:s sind in Tabelle 1 wiedergegeben.

Durch Rasterkraftmikroskopie (AFM) konnten wir be-
obachten, dass bei geringen CuSO,-Konzentrationen die
ssDNA keine Nanopartikel bildet (Abbildung 2 A), wohin-
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Tabelle 1: Sequenzen und Benennungen der eingesetzten DNAs.

5 -3

DNA1 GAA CGT ATG 9-mer
DNA2 TAC TCC ATA CGT TCT GTA C 19-mer
DNA3 GTT CAT CAC G 10-mer
DNA4a GTT TAT CAC G 10-mer
DNA4b GTT CTT CAC G 10-mer
DNAS5S CGT GAT GAA CGT ATG AGC GTA T 22-mer
DNA6 ATG AAC GTA TGA GC 14-mer
DNA7 TAC TCG CTC ATA CGT TCA TTG TAC 24-mer
DNAS CGT GAT GAA CGT ATG AGC GTA T 22-mer
DNA9 TACTCATACGCTCATACGTTCATCACGACTAC 32-mer
DNA10 GTAGTCGTGATGAACGTATGAGCGTATGAGTA 32-mer

200-nm :

£ 200 nm

200 nm

Abbildung 2. AFM-Aufnahmen von DNA-Templaten nach (versuchter)
Bildung von Cu-Nanopartikel: A) ssDNA (DNA7), B) kurze dsDNA
(DNA6/DNA7), C) lange dsDNA (DNA8/DNA9Y). DNA-Konzentratio-
nen: 9 nm, CuSO,: 10 uM, Ascorbinsdure: 2 mm, MOPS-Puffer, pH 7.5:
10 mm, Mg®™: 12.5 mm.

gegen sich die dsDNA als ein effizientes Templat erwies
(Abbildung 2B). Interessanterweise ist die GroBe der Nano-
partikel proportional zur Zahl der Basenpaare in der dsSDNA
(Abbildung 2 und Abbildung S4).

Die bei der dsDNA-gesteuerten Metallisierung entste-
henden Cu-Nanopartikel fluoreszieren (4.,=>587-600 nm,
Aex =340 nm, Abbildung 3A). In der gleichen spektralen
Region emittieren auch metallisches Kupfer” sowie 12 und
30 nm groBe Cu-Nanopartikel, die durch Poly(N-vinylpyrro-
lidon) in Ethanol stabilisiert sind (600 bzw. 610 nm, A, =
337 nm)."! Die dsDNA-gesteuerte Reduktion von Cu®* durch
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Abbildung 3. A) Fluoreszenzspektrum (4,,=340 nm) 30 min nach
Zugabe von CuSO, (100 pum) zu Mischungen aus MOPS (pH 7.5;

10 mm), NaCl (150 mm), Natriumascorbat (1 mm) und entweder
DNAS8 (graue Linie), DNA9 (gestrichelte Linie) oder DNA8/DNA9-Dop-
pelstrang (schwarze Linie). DNA-Konzentrationen: 200 nm. B) Zeitab-
hangigkeit der Fluoreszenzintensitit (4., =600 nm) nach Zugabe von
CuSO, zu gepufferten DNA-LSsungen. Linienbeschriftung und Konzen-
trationen der Reagentien wie in (A).
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Ascorbat ist in wenigen Minuten abgeschlossen (Abbil-
dung 3B und Abbildung 4). In Abwesenheit der dsSDNA oder
in Anwesenheit einer ssDNA werden praktisch keine Nano-
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Abbildung 4. A) Zeitabhiangigkeit der Fluoreszenzintensitit bei

Aem =600 nm (A, =340 nm) nach Zugabe von CuSO, (100 um) zu ge-
pufferten Lésungen (MOPS, pH 7.5, 10 mm; NaCl 150 mm; Natrium-
ascorbat 1 mm) von DNAs (100 nm): 32 bp: DNA9/DNAT10; 22 bp:
DNAS/DNAS9; 14 bp: DNA6/DNAT7; 10 bp: DNA3/DNAS5; 0 bp: DNA9.
Wir beobachteten, dass DNAT/DNA2 (9-mere dsDNA) kein Templat
fiir die Nanopartikelbildung ist (Daten nicht gezeigt). B) Anstieg der
Fluoreszenzintensitit bei A.,, =600 nm (1, =340 nm) nach Zugabe
von CuSO, (100 um) zu gepufferten Lésungen von DNAs mit unter-
schiedlicher Lange.

partikel gebildet (Abbildung 3). So betrdgt das Verhiltnis
Fypnal Fspna = 96, wobei Fypna und Fpna die Fluoreszenz-
intensititen von DNAS/DNA9 bzw. DNAS in der Cu®'/
Ascorbat-Mischung sind (Abbildung 3A). Ab einer Kon-
zentration von [Cu®"] > 100 um ist das Fluoreszenzsignal, das
aus der Metallisierung resultiert, gesittigt (Abbildung S2).
Diese Metallionenkonzentration wurde von uns in allen
weiteren Versuchen eingesetzt.

Wir bemerkten, dass der Anstieg der Fluoreszenzinten-
sitdt, der aus der Templat-gesteuerten Bildung von Cu-Na-
nopartikeln resultiert, mit der Zahl der Basenpaare in den
dsDNAs korrelierte (Abbildung 4).

El-Sayed und Mitarbeiter berichteten, dass die Fluores-
zenzquantenausbeute von Cu-Nanopartikeln mit deren
GroBe ansteigt.®! Ubereinstimmend damit deuten auch
unsere Daten darauf hin, dass lingere dsDNA-Template die
Bildung von grofleren Cu-Nanopartikeln induzieren. Diese
Aussage stimmt ebenso mit den AFM-Messungen iiberein,
die fiir zwei dsDNAs mit unterschiedlicher Linge (ein 14-mer
und ein 32-mer) ausgefiihrt wurden (Abbildung 2 und Ab-
bildung S4).

Selbst bei geringen Konzentrationen von dsDNA ist die
Bildung von Cu-Nanopartikeln recht effizient. Die fiir die
Nanopartikel charakteristische Fluoreszenzintensitét steigt
bereits bei der Zugabe von Ascorbat und Cu”**-Ionen zu einer
3.5 nm Losung einer 22-meren dsDNA (Abbildung S3).

Die Nanopartikelbildung ist sehr empfindlich gegeniiber
einzelnen Nukleotid-Fehlpaarungen. Zum Beispiel wirken
10-mere dsDNAs (DNA4a/DNAS und DNA4b/DNAS), die
einzelne fehlgepaarte Basenpaare aufweisen (C4—T4- bzw.
AS5—T5-Mutationen in DNA4a bzw. DNA4b), nicht linger
als Template fiir die Nanopartikelbildung (Abbildung 5).
Dies ist nicht weiter erstaunlich, da diese DNAs unter unse-
ren Reaktionsbedingungen einzelstridngig vorliegen, wie
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Abbildung 5. Fluoreszenzspektren (A, =340 nm) 20 min nach Zugabe
von CuSO, (100 pm) zu einer gepufferten Lésung von DNAs (100 nm)
gekennzeichnet als match (DNA3/DNAS), mismatch1 (DNA4a/DNAS)
und mismatch2 (DNA4b/DNAS). Puffer: MOPS (pH 7.5, 10 mwm),
NacCl (150 mm), Natriumascorbat (1 mm).

durch UV-Schmelzpunktmessungen bewiesen wurde: kein
Schmelzen bei >22°C. Demgegeniiber ist der gepaarte
Doppelstrang gleicher GroBe (DNA3/DNAS, T, =(40.5+
0.7)°C) ein effizientes Templat (Abbildung 5).

In allen vorausgegangenen Untersuchungen von Templat-
gesteuerten Metallabscheidungen wurden die DNA-Templa-
te erst mit Metallsalzen und anschliefend mit reduzierenden
Reagentien behandelt.”*! Man wihlte diesen Ablauf, da man
annahm, dass die anfingliche DNA-Cu**-Koordination eine
Voraussetzung fiir die selektive Abscheidung von Metall an
der Nukleinsdure ist. Wir konnten beobachten, dass dieses
Vorgehen unter unseren Bedingungen zu sehr geringen Aus-
beuten von Cu-Nanopartikeln fiihrte. Eine effiziente Nano-
partikelbildung wurde hingegen beobachtet, wenn CuSO,
dem Puffer zugesetzt wurde, der bereits ein reduzierendes
Mittel (Ascorbat) enthielt (Abbildung 3-5). Dies weist darauf
hin, dass die anfingliche Bindung von Cu*" an die DNA die
Reaktion eher hemmt, als sie zu fordern. Der Effekt ist nicht
tiberraschend, da die O-Atome der Phosphodiester-Gruppe
eher potenzielle Bindungsstellen fiir Cu*" an der DNA sind
als die N- und O-Atome der Nukleobasen. Diese Liganden
konnen als harte (O-Atome) oder mittlere Lewis-Basen (N-
Atome) klassifiziert werden. Es ist bekannt, dass diese Li-
ganden Cu’" stabilisieren, was zur Inhibierung der Cu*'—
Cu’-Transformation fithren sollte. Aufgrund dieser Beob-
achtung diirfen wir annehmen, dass der erste Schritt der
Reaktion die Reduktion von Cu®** zu Cu* ist, an die sich die
Umsetzung von Cu™ zu Cu*" und Cu’ anschlieBt. Das gebil-
dete Cu” wird dann auf der dsDNA gebiindelt und bildet so
stabile Nanopartikel. Wir fanden auch, dass DNA-Dreifach-
stringe die Nanopartikelbildung nicht fordern (Abbil-
dung S6). Dies deutet darauf hin, dass die Nanopartikel in der
grof3en Furche der dsDNA, die im Dreifachstrang blockiert
ist und in der ssDNA fehlt, akkumulieren. Die Ladung des
Doppelstrangs scheint ebenso wichtig zu sein, da ein weniger
geladener PNA/DNA-Doppelstrang iiberhaupt nicht als
Templat agiert (Abbildung S5).

Da PNA/DNA-Doppelstrange und DNA-Dreifachstrén-
ge nicht als Template fiir die Nanopartikelbildung fungieren,
kann man sie als starre Verbindungen nutzen, um Nano-
strukturen mit abwechselnd metallisierten und nichtmetalli-
sierten Bereichen zu erzeugen. Wir haben diese Moglichkeit
durch den Aufbau einer (Cu-Nanopartikel/Doppelstrangl)-
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Dreifachstrang-(Doppelstrang2/Cu-Nanopartikel)-Einheit be-
statigt (Schema 1 und Abbildung S9).

Unsere Methode ist das erste Beispiel fiir eine selektive
Bildung von Metall-Nanopartikeln an einer dsDNA in
Losung. Insbesondere die Tatsache, dass die GroBie der Cu-

Cw 771 Cu

Schema 1. Struktur einer Nanofunktionseinheit bestehend aus zwei
metallisierten DNA-Doppelstringen, die durch einen starren Dreifach-
strang verbunden sind (Cu-Nanopartikel/Doppelstrang 1)-Dreifach-
strang—(Doppelstrang 2/Cu-Nanopartikel).

Nanopartikel iiber die Linge des dsDNA-Templats gesteuert
werden kann, ldsst auf vielseitige Anwendungen dieses Ver-
fahrens hoffen. Aufgrund der duBlerst selektiven Metallisie-
rung von dsDNAs gegeniiber ssDNAs kann die Methode fiir
den Nachweis von dsDNAs durch einfache Fluoreszenzmes-
sung genutzt werden. Des Weiteren ist es moglich, einzelne
Fehlpaarungen sehr effizient nachzuweisen. Die Methode hat
das Potenzial, fiir die Metallisierung komplexerer DNA-Na-
nostrukturen eingesetzt zu werden. Untersuchungen zur se-
lektiven Metallisierung von oberflachenimmobilisierten
DNA-Origami, die einzelstrangige Doménen enthalten, sind
Gegenstand unserer aktuellen Forschung. Zukiinftige Studien
werden zeigen, ob die Selektivitit des Metallisierungspro-
zesses genutzt werden kann, um Halbleiterschaltkreise auf
der Grundlage metallisierter DNA herzustellen.
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