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DNA- und RNA-Funktionseinheiten

I n der Biologie sind die Nukleinsduren die Trdger der molekularen

Angewandﬁe ,

Aus dem Inhalt

Information: Die DNA-Basensequenz speichert und vermittelt gene-

tische Anweisungen, wihrend die RNA-Sequenz der Weitergabe der
Information sowie der Regulation der Genexpression dient. Als Bio-
polymere haben Nukleinsduren auch interessante physikochemische

Eigenschaften, die sich dariiber hinaus auf unzdihlige Weise iiber die

Basensequenz rational verindern lassen. Es verwundert daher nicht,
dass Nukleinsiuren in den letzten Jahren wichtige Bausteine fiir die
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Bottom-up-Nanotechnologie geworden sind: als Molekiile fiir die

Selbstorganisation molekularer Nanostrukturen, aber auch als Mate-
rial zum Aufbau maschinendihnlicher Nanobauteile. In diesem Auf-

satz werden wir die wichtigsten Entwicklungen auf dem wachsenden
Gebiet der Nukleinsiure-Nanobauteile zusammenfassen. Wir werden

5. Schaltbare Materialien und

auch einen Uberblick iiber die biochemischen und biophysikalischen

Hintergriinde des Gebiets sowie iiber die ,, historischen* Einfliisse, von
denen es geprigt wurde, geben. Besonderes Augenmerk wird mole-
kularen DNA-Motoren, der molekularen Robotik, der molekularen
Datenverarbeitung sowie Anwendungen von Nukleinsdure-Nano-

bauteilen in der Biologie gelten.

1. Einleitung

Die Idee, dass sich die einzigartigen Féhigkeiten von
DNA-Molekiilen zur molekularen Erkennung auch in einem
vollig nichtbiologischen Zusammenhang nutzen liefen,
stammt aus den frithen 1980er Jahren: Seeman schlug damals
vor, die DNA zur Herstellung supramolekularer Kristalle zu
verwenden!" - ein Vorhaben, das erst vor Kurzem in Seemans
Arbeitsgruppe durch die Synthese von millimetergroBen
DNA-Kristallen realisiert wurde.”! 1994 wurde mit dem
DNA-Computing eine weitere artifizielle Anwendung fiir
DNA beschrieben: Adleman veroffentlichte eine Nasslabor-
16sung (wet lab solution) fiir ein Computerproblem unter
Verwendung molekularbiologischer Standardtechniken — und
DNA.P! Vor etwa zehn Jahren wurde das Feld der DNA-
Nanotechnologie durch erste experimentelle Demonstratio-
nen von schaltbaren molekularen Strukturen aus DNA, die
héufig als DNA-Nanomaschinen oder DNA-Nanobauteile
(DNA nanomachines bzw. DNA nanodevices) bezeichnet
werden, erweitert.[!

Schon Anfang der 1990er Jahre etablierte sich eine ei-
genstindige Forschungsrichtung, die sich mit der Entwicklung
von funktionalen Nukleinsduremolekiilen wie Aptameren
oder Ribozymen beschiftigt.’! Diese werden dabei auch fiir
molekulare Schalter verwendet, d.h. als allosterische Apta-
mere oder Aptazyme. SchlieBlich wurde 1996 das duBlerst
erfolgreiche biosensorische Konzept der Molecular Beacons
(MBs) — zu deutsch etwa ,,molekulare Leuchtfeuer — ein-
gefithrt, die ebenfalls als einfache molekulare DNA-Nano-
schalter angesehen werden konnen.”®)

Mit der — voneinander unabhingigen — Entwicklung
funktionaler Nukleinsduren und der MBs stehen wichtige
Werkzeuge und Komponenten fiir das Feld der DNA-Nano-
bauteile zur Verfiigung, und heutzutage gibt es mannigfaltige
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Wechselbeziehungen zwischen allen Teilfeldern: Rechen-
funktionen und das Schalten zwischen verschiedenen Kon-
formationen erfolgen Hand in Hand, und héufig sind an-
spruchsvolle supramolekulare Strukturen die Basis von
DNA-Nanobauteilen. Die Zeitleiste in Abbildung 1 gibt
einen groben Uberblick iiber wesentliche Entwicklungen in
den unterschiedlichen Teilgebieten, wobei auch einige Quer-
verbindungen angedeutet worden sind.

Wie aus den Arbeiten ersichtlich wird, die in diesem
Aufsatz prisentiert werden, gibt es heutzutage eine breite
Palette von molekularen DNA-Bauteilen verschiedenster
Typen und GroBlen; einige Objekte bestehen lediglich aus
einem einzelnen DNA-Strang, andere hingegen aus tiber 200!
Das wesentliche Element, das alle diese Bauteile miteinander
verbindet, ist wohl der Umstand, dass ihre Struktur vorher
gewissermaflen am Reiflbrett entworfen wurde und sie eine
dadurch vorherbestimmte Funktion haben. Zumindest die
komplexeren Bauteile kombinieren héufig verschiedene
Funktionalitidten, um eine vorgegebene Aufgabe zu erfiillen.
In den meisten Féllen wird dabei die Programmierbarkeit der
Sequenz von DNA- oder RNA-Molekiilen sowohl dazu ge-
nutzt, eine molekulare Struktur zu definieren — d.h., sie aus
Einzelstrangen zusammenzusetzen — als auch dazu, diese
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Struktur zwischen verschiedenen Konformationen hin- und
herzuschalten, die ihrerseits eine bestimmte Funktionalitit
aufweisen.

Wir werden in diesem Aufsatz versuchen, die wichtigsten
Entwicklungen in diesem Feld wéhrend der letzten Jahre
abzudecken und sie in Teilbereiche zu gliedern, die den
Hauptrichtungen der Forschung entsprechen: Auf der
Grundlagenebene — die Impulse hierzu kommen hauptséch-
lich aus der Nanotechnologie und Biophysik — wiirden die
Forscher gerne mehr dariiber lernen, wie sich kiinstliche
,,molekulare Maschinen* konstruieren lassen.” Wegen ihrer
vorhersagbaren Wechselwirkungen und einfachen Verfiig-
barkeit sind DNA-Molekiile ein hervorragendes Material fiir
den Entwurf und die Synthese von Strukturen mit maschi-
nendhnlichen Eigenschaften. Eine der schwierigsten Aufga-
ben ist hierbei die Erzeugung von Kraft und Bewegung — und
so entwickelt eine Reihe von Forschern DNA-basierte mo-
lekulare Motoren und ,,Liufer (DNA walkers). Dieser eher
grundlagenorientierten Thematik widmen sich die Abschnit-
te 3 und 4. Aus den Bereichen der Materialwissenschaften
und der Nanotechnologie stammt der Versuch, schaltbare,
»intelligente“ Materialien, Behiltnisse und Transportvehikel
zu synthetisieren. Abschnitt 5 deckt Arbeiten in dieser
Richtung ab. Da eine starke Wechselbeziehung zwischen
DNA-Computing und DNA-Maschinen besteht, sind die
jungsten Entwicklungen auf diesem Gebiet in Abschnitt 6
zusammengetragen. Abschnitt 7 schlieSlich widmet sich dem
groflen Feld aktueller und zukiinftiger Anwendungen in der
Biologie, von der Biosensorik iiber die In-vivo-Bildgebung bis
hin zur Therapeutik. In diesem Bereich besteht unausweich-
lich eine gewisse Uberschneidung mit vielen anderen For-
schungsfeldern — die Unterscheidungsmerkmale zwischen
einem DNA-Nanoschalter und einem DNA-basierten Bio-
sensor sind hier bisweilen flieBend. Sensorische Module
werden in Zukunft sicherlich eine wichtige Rolle als Kom-
ponenten komplexerer molekularer Maschinen spielen, bei-
spielsweise im Zusammenhang mit steuerbaren Transport-
einheiten. Nukleinsdure-basierte Biosensoren sind — wie in
den Abschnitten 4-6 ausgefiihrt — interessante Komponenten
fiir molekulare Bauteile. Nicht jedes DNA-Nanobauteil ist
aber einfach nur ein komplizierter Sensor oder hat iiberhaupt
sensorische Eigenschaften.

Dem Leser sei eine Reihe von Ubersichtsartikeln zu
diesem Thema empfohlen, insbesondere diejenigen von
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Seeman, Willner, Simmel und Turberfield,['”! die jeweils eine
komplementire Perspektive zu spezifischen Aspekten von
Nukleinsdurearchitekturen und verwandten Objekten ein-
nehmen. Anders als jene Arbeiten soll der vorliegende Auf-
satz eine Gesamtiibersicht iiber dieses neue Forschungsgebiet
und liber dessen weitreichenden Einfluss auf die molekularen
Wissenschaften insgesamt bieten.

2. Biophysikalische und biochemische Grundlagen

In diesem Abschnitt beleuchten wir einige Schliisselas-
pekte der DNA-Biophysik und -Biochemie, die die Grund-
lage fiir den Entwurf, die Konstruktion und den Betrieb von
Nanomaschinen und -schaltern aus Nukleinsduren bilden.
Dies umfasst die Vorhersage von Sekundirstrukturen, As-
pekte der mechanischen und thermischen Stabilitdt von Nu-
kleinsduren und die Struktur ungewohnlicher DNA-Konfor-
mationen wie G(uanin)-Quadruplexen oder i-Motiven, die
auf diesem Forschungsgebiet hiufigen Einsatz finden. Dieser
vergleichsweise ausfiihrliche Uberblick ist insbesondere fiir
Leser ohne Vorkenntnisse in diesem Bereich gedacht; sach-
kundigere Leser konnen direkt zu Abschnitt 3 iibergehen.
Fiir eine ausfiihrliche Behandlung von Nukleinsdurestruktu-
ren sei z. B. Lit. [11] empfohlen.

2.1. Biophysik der Bildung von DNA-Doppelstringen

Die meisten Nukleinsdure-basierten Nanostrukturen be-
ruhen in der einen oder anderen Weise auf der Bildung von
stabilen doppelstréangigen Komplexen aus komplementéren
(Einzel-)Stringen. Viele Bauteile bestehen sowohl aus ein-
zelstréangigen als auch aus doppelstrangigen Bereichen, die als
flexible bzw. steife molekulare Segmente verwendet werden.
Die geschickte Kombination solcher Elemente tiibertréagt
deren spezifische mechanische und chemische Eigenschaften
auf das resultierende Bauteil. Einzelstrange lassen sich dabei
schlicht als flexible Gelenke verwenden — ebenso aber auch
als adressierbare molekulare ,Etiketten®, an die komple-
mentéire Strange anbinden konnen. Doppelstringige Berei-
che werden typischerweise als versteifende Bauelemente
verwendet, konnen aber auch eine Bindestelle oder eine
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Abbildung 1. Zeitleiste zu Schliisselentwicklungen fiir molekulare Werkzeuge aus Nukleinsduren. Elemente der strukturellen DNA-Nanotechnologie sind in drei Hauptgruppen zusammengefasst: starre

Architekturen, dynamische oder bewegliche Architekturen und DNA-Computing. Die davon unabhingige Entwicklungslinie der funktionalen Nukleinsiuren ist in Grau darunter angedeutet. Hier finden

insbesondere solche Schliisselmodule — wie das Thrombin-bindende Aptamer (TBA) — Beriicksichtigung, die in entsprechende Strukturen aus den drei vorher genannten Gruppen integriert worden

sind. Durch &hnliche Symbole kommt zum Ausdruck, dass es sich hier entweder um die Weiterentwicklung eines Konzepts in der strukturellen DNA-Nanotechnologie oder dhnliche funktionale Module

oder Konzepte handelt.
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chemische Modifikation enthalten und so zu einer
chemischen Funktion des Bauteils beitragen.
Duplexbildung tritt einerseits wéahrend des
Aufbaus von Strukturen aus ihren einzelstrangigen
molekularen Komponenten auf, ist dariiber hinaus
aber auch fiir die mechanochemische Operation
vieler Bauteile verantwortlich. Sowohl die Ther-
modynamik und Kinetik der Duplexbildung als
auch die mechanischen Eigenschaften von einzel-
und doppelstringigen Nukleinsduren sind daher
fir die Konstruktion wie auch die Funktion von
Nukleinsdure-Nanoschaltern elementar.

2.1.1. Thermodynamische Stabilitit von Nukleinséu-
restrukturen

Zwei DNA- oder RNA-Stringe mit vollstandig
komplementédren Sequenzen konnen miteinander
eine Bindung eingehen; sie bilden dann einen
vollstdndig basengepaarten Doppelstrang. Die
Stabilitét dieser Struktur wird von Stapelwechsel-
wirkungen zwischen benachbarten Basenpaaren
bestimmt. Die freie Enthalpie eines vollstindig
basengepaarten Doppelstrangs ldsst sich recht
exakt mit dem Modell nichster Nachbarn (nearest
neighbor model) berechnen, das von umfangrei-
chen thermodynamischen Tabellen Gebrauch
macht, die ihrerseits aus Experimenten mit Mo-
dellsequenzen stammen.'” Heutzutage sind di-
verse Computerprogramme und Internetanwen-
dungen verfiigbar, die die Berechnung thermody-
namischer Eigenschaften von DNA- oder RNA-
Molekiilen unter unterschiedlichen experimentel-
len Bedingungen — wie den Konzentrationen ein-
und zweiwertiger Salze — ermoglichen, darunter
der wohlbekannte mfold-Algorithmus,"¥ das
,Vienna  Package“," HYTHER!"™! oder
NUPACK."! FEinige Programme unterstiitzen
sogar schon fortgeschrittenere Designprobleme,
die beim Zusammenfiigen von DNA-Nanobautei-
len von Interesse sind. Das Vienna Package bei-
spielsweise enthélt einen inversen Faltungsalgo-
rithmus fiir einzelstringige RNA-Strukturen,
wihrend NUPACK auch die Vorhersage der Fal-
tung fiir Strukturen aus mehreren Einzelstrdngen
erlaubt.

Die Verfiigbarkeit solch fortgeschrittener Re-
chenwerkzeuge, die eine prézise Vorhersage der
Faltung und thermodynamischer Eigenschaften
ermoglichen, ist ein wesentlicher Vorzug der
DNA-Nanotechnologie — sie erleichtert ein ratio-
naleres Design, als dies bei anderen heute verfiig-
baren Techniken oder chemischen Verfahren
moglich ist. Dennoch bestehen einige Einschrin-
kungen, und so muss in vielen Fillen eine semi-
heuristische Strategie verfolgt werden. Beim Ent-
wurf bistabiler molekularer Schalter aus Aptame-
ren konnte man beispielsweise durch die Zugabe
einer niedermolekularen Verbindung das Gleich-
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gewicht zwischen zwei Strukturen verschieben wollen. Der
Einfluss dieser Verbindung muss im Allgemeinen durch einen
Bindungs-Assay empirisch ausgewertet werden, und die
Schalteigenschaften miissen durch eine manuelle Sequenz-
anpassung optimiert werden. Ahnliche Probleme treten auf,
wenn mit modifizierten Nukleinsduren gearbeitet wird, die
nichtnatiirliche Basen oder Interkalatoren enthalten. Hier
muss der Schmelzvorgang der Doppelstrange experimentell
untersucht werden, beispielsweise durch die Messung der
Temperaturabhingigkeit des Absorptionsverhaltens.

Fiir In-vivo-Anwendungen ist die Stabilitdt und Kinetik
von Nukleinsdure-Nanobauteilen in zelluldrer Umgebung ein
weiterer wichtiger Aspekt. In der dicht gedréngten zelluldren
Umgebung unterscheiden sich die effektiven Konzentratio-
nen von denjenigen in Standardexperimenten in vitro, die in
gut durchmischten Pufferlosungen durchgefiihrt werden. Dies
fiihrt zu Effekten wie Volumenausschluss (excluded volume)
und osmotischem Druck, deren starker Einfluss auf Nukle-
insiurestrukturen bekannt ist.'”) Beispielsweise lassen sich so
genannte Dreiwegkreuzungen (three-way junctions)!® oder
G-Quadruplex-Strukturen in Telomeren!™” unter raumlicher
Beengung (molecular crowding) stabilisieren.

2.1.2. Kinetik der Duplexbildung, Hybridisierungskatalysatoren
und Strangverdringung

Die Kinetik der Assoziation und Dissoziation von Strén-
gen bestimmt das dynamische Verhalten von Nanobauteilen
aus Nukleinsduren. Bei hohen Na*-Konzentrationen oder in
der Gegenwart von Magnesiumionen liegen typische Werte
fiir die Hybridisierung komplementéirer DNA-Sequenzen in
der GroBenordnung von etwa 10°m~'s™ .M Folglich ist die
Zeitskala der Bewegung von Nanobauteilen aus Nuklein-
sduren, die durch Hybridisierungsreaktionen angetrieben
wird — und typischerweise bei nano- (nM) oder mikromolaren
Konzentrationen (um) stattfindet — im Bereich von Sekunden
oder Minuten. In lebenden Zellen kann das Vorhandensein
einer groffen Zahl von Bindungspartnern die Kinetik be-
trichtlich verindern.?”

Die Hybridisierungsgeschwindigkeit kann drastisch her-
abgesetzt sein, wenn Sekundirstrukturen auftreten. Haarna-
delartige DNA-Molekiile mit komplementiren Sequenzen
etwa hybridisieren duferst langsam, falls ihr doppelstrangiger
Stamm geniigend lang und die Haarnadelschleife gentigend
kurz ist. Tatsdchlich ist die Steuerung der Hybridisierungs-
geschwindigkeiten durch die Bildung und das Aufbrechen
von Sekundérstrukturen wichtig fiir das Design von Reakti-
onsnetzwerken aus DNA, die im molekularen Computing
und in der Robotik (Abschnitte 4 und 6) ihre Anwendung
finden. Bei Anwendungen dieser Art wird die Hybridisierung
zwischen zwei Strangen durch die Bildung einer Sekundér-
struktur zunichst bewusst unterbunden. Wéhrend der Ope-
ration wird diese Struktur durch die Wahl geeigneter Hilfs-
strange — so genannter Hybridisierungskatalysatoren (hybri-
dization catalysts) — kontrolliert aufgebrochen.?"*! Ein Bei-
spiel fiir eine Hybridisierungskatalyse ist in Abbildung 2 ge-
zeigt: Zwei DNA-Haarnadeln mit komplementédren
Sequenzen hybridisieren zuerst nur langsam miteinander. Ein
DNA-Katalysator, der zum Stamm und einem Teil der
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A
e langsam
H1-H2
B
c H1

Abbildung 2. Das Prinzip der Hybridisierungskatalyse. A) Bis auf den
einzelstringigen Uberhang von H1 sind die beiden Haarnadelmolekiile
H1 und H2 von ihrer Sequenz her komplementir. Wegen sterischer
Einschriankungen und der Stabilitit der Stimme der Haarnadelschlei-
fen hybridisieren H1 und H2 nur sehr langsam miteinander. B) Der Ka-
talysestrang C, der zum Stamm von H1 komplementir ist, wird hinzu-
gegeben. Er kann an den Fortsatz von H1 anbinden und die Haarnadel
5ffnen, wodurch die Schleifensequenz fiir eine Hybridisierung zuging-
licher wird. H2 kann daher nun mit viel hoherer Effizienz mit H1 hybri-
disieren und in einem letzten Schritt schliellich den Katalysator C
wieder verdrangen.

Haarnadelschleife komplementir ist, ermoglicht deren Off-
nung. Dadurch werden die Nukleotide innerhalb der Schleife
fiir die Hybridisierung mit der komplementédren Haarnadel
zuginglich. Bei letzterem Vorgang wird der Katalysatorstrang
wieder von der Haarnadel verdréingt, wodurch er fiir einen
weiteren Katalysezyklus verfiigbar wird. Auf diese Weise lasst
sich die Hybridisierungsgeschwindigkeit um mehrere Gro-
Benordnungen erhdhen.

Der Mechanismus der Hybridisierungskatalyse involviert
verschiedene Strangverdridngungsreaktionen, bei denen zu-
néchst der Katalysestrang in den Stamm einer Haarnadel-
schleife eindringt und spéiter selbst durch einen komplemen-
tdren Haarnadelstrang verdréngt wird. Strangverdringungs-
reaktionen vollziehen sich iiber einen Prozess, der als Kreu-
zungspunktwanderung (branch migration) bezeichnet wird.
Solche Reaktionen werden hiufig fiir den Antrieb von Nu-
kleinsdure-Nanoschaltern verwendet, wenn es notwendig ist,
einen DNA- oder RNA-Strang wieder zu entfernen, der be-
reits an eine Nukleinsdurestruktur hybridisiert ist. Daher ldsst
sich die Strangverdréangung auch fiir Arbeitszyklen verwen-
den, die das mechanische Strecken und Entspannen — durch
die Hybridisierung zweier Strdnge bzw. durch das Entfernen
eines Strangs aus einem Duplex — von Nanobauteilen umfasst.

Strangverdringung durch Kreuzungspunktwanderung
kann zwischen einer einzelstriangigen (ss)DNA und einer
doppelstringigen (ds)DNA im Prinzip jederzeit stattfinden,
wenn der Einzelstrang eine Basenabfolge aufweist, die ho-
molog zu einem der beiden Stringe aus dem Duplex ist:
Thermische Fluktuationen bedingen, dass eine DNA-Dop-
pelhelix an ihren Enden teilweise geoffnet sein kann — ein

Angew. Chem. 201, 123, 3180 —3215
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Prozess, der als Fraying (etwa ,,Ausfransen*) bezeichnet wird.
Ein freier, homologer Strang in der Losung kann dieses
Fraying nutzen, um an die komplementire Sequenz innerhalb
der Doppelhelix anzubinden. Das Resultat ist eine Struktur
aus drei Stringen, in der zwei Stringe um die Anbindung an
ihr Komplement konkurrieren. Der Verzweigungspunkt
(branch point) — also der Ort, an dem sich die beiden ho-
mologen Strénge treffen — vollfiihrt dann entlang der ge-
samten Lénge des komplementiren Strangs eine thermische
Zufallsbewegung (random walk), bis einer der beiden kon-
kurrierenden Striinge freigesetzt wird.*!

Durch einen Trick von Yurke und Mills lédsst sich der
Vorgang der Strangverdriangung betrichtlich beschleunigen
(Abbildung 3):5% Wird einer der beiden Stringe eines

Abbildung 3. Strangverdringung durch Kreuzungspunktwanderung.

A) Um einen Strangverdringungsprozess zu beschleunigen, lisst sich
ein DNA-Doppelstrang um einen kurzen einzelstringigen Uberhang
verlangern. Der von links hinzukommende DNA-Strang kann an diesen
Fortsatz anbinden und damit eine Kreuzungspunktwanderung initiie-
ren. B) Wahrend der Kreuzungspunktwanderung konkurrieren die
beiden DNA-Stréinge mit der — vom Fortsatz abgesehen — identischen
Sequenz um die Anbindung an den komplementiren Strang. Durch
den Fortsatz und das Anbinden des linken Strangs lduft die Kreuz-
punktwanderung gerichtet ab, sodass insgesamt eine Verdringung des
rechten Strangs begtinstigt wird.

Doppelstrangs um eine kurze Sequenz verldngert, kann dieser
einzelstriingige Uberhang (toehold) als Nukleationskeim fiir
die Anbindung eines komplementdren Stranges dienen.
Dabei entsteht eine verzweigte Struktur aus drei Einzel-
strangen, sodass eine Kreuzungspunktwanderung stattfinden
kann. In diesem Fall l4uft dieser Prozess gerichtet ab, denn
der lange Strang kann den kiirzeren vollstidndig verdringen;
umgekehrt ist das hingegen nicht moglich, da der lange Strang
durch seinen Uberhang stets angebunden bleibt. Eine
Strangverdringung, die durch einen solchen Uberhang be-
schleunigt wird (toehold-initiated strand displacement),
funktioniert besonders gut, wenn die Dissoziationsrate von
Uberhang und Komplement viel kleiner ist als die der
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Strangverdringung. In der Praxis werden Uberhanglingen
von fiinf bis sieben Basen verwendet.

Es muss darauf hingewiesen werden, dass eine Kreu-
zungspunktwanderung in dreiarmigen Strukturen sehr viel
schneller abliuft als in vierstriangigen Holliday-Strukturen.!
Eine Kreuzungspunktwanderung in Holliday-Kreuzungen
wird auflerdem stark von der Magnesiumkonzentration be-
einflusst, da Mg*" die Stapelkonformation dieser Strukturen
stabilisiert, in der die Kreuzungspunktwanderung nicht effi-
zient abliduft.”! Die Geschwindigkeit von Strangverdrin-
gungsreaktionen wird dariiber hinaus von der Gegenwart
bestimmter kationischer Polymere beeinflusst, was bereits fiir
den Betrieb von DNA-Nanomaschinen genutzt wurde (siche
Abschnitt 3.3).[27]

2.1.3. Mechanische Eigenschaften von Einzel- und Doppel-
stringen

In ihrer B-Form ist doppelstringige DNA ein helikales
Molekiil mit einem Durchmesser von 2 nm bei einem Ab-
stand zweier benachbarter Basen von 0.34 nm. Die Ganghohe
der Helix betrédgt etwa 10.5 Basen. Sowohl aus DNA-Cycli-
sierungsreaktionen® wie auch aus direkten mechanischen
Messungen in magnetischen® bzw. optischen Fallen (ma-
gnetic traps bzw. optical tweezers)® oder durch hydrodyna-
misches Strecken®! wurde die Persistenzlinge L, von dop-
pelstrangiger DNA zu 50 nm (150 Basenpaaren) bestimmt.
Die Persistenzlénge ist ein Polymerparameter, der angibt, wie
schnell ein Polymer seine tangentiale Orientierung &ndert,
wenn man seiner Kontur folgt. L, ist direkt abhéngig von der
Biegesteifigkeit des Polymers. Auf der Nanometerskala un-
terhalb von L, kann doppelstringige DNA daher hiufig
einfach als steifes, stabartiges Molekiil angesehen werden. Da
DNA-Nanomaschinen typischerweise aus Strdngen mit einer
computergenerierten Zufallssequenz bestehen, ist die An-
nahme eines steifen Stabs typischerweise ebenfalls zutref-
fend. Dabei muss man allerdings beachten, dass sich die
mechanischen Eigenschaften von dsDNA bei speziellen Se-
quenzen, wie den so genannten A-Tracts, drastisch d&ndern
konnen. Wenn bei niedrigen Salzkonzentrationen die elek-
trostatische Abschirmlédnge die Groenordnung der Abstin-
de der Ladungen auf dem DNA-Riickgrat erreicht, wird
ferner die Steifigkeit der DNA wegen der gegenseitigen Ab-
stoBung der Ladungen zusitzlich erhoht.F*%%) Andererseits
sind mehrwertige Ionen dazu in der Lage, die Persistenzldnge
zu verkiirzen.®

Die Persistenzldnge doppelstrangiger RNA wurde bisher
weniger eingehend untersucht, aber neuere Experimente mit
magnetischen Fallen und unter dem Rasterkraftmikroskop
(AFM) lassen auf eine etwas groBere Persistenzldnge von
etwa 60 nm schlieBen.** Doppelstringige RNA sowie DNA-
RNA-Hybride nehmen die A-Form einer Doppelhelix ein,
die mit 2.6 nm einen etwas grofferen Durchmesser hat als die
B-Form - bei einer Steighthe von lediglich 0.24 nm pro Ba-
senpaar. Die unterschiedlichen Abmessungen und mechani-
schen Eigenschaften miissen beispielsweise dann beachtet
werden, wenn Hybridbauteile — also solche, die sowohl aus
DNA als auch aus RNA bestehen — konstruiert werden sollen.
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Einzelstriangige DNA ist bedeutend flexibler als doppel-
striangige; allerdings werden die mechanischen Eigenschaften
der ersteren in sehr viel stirkerem Mafle von den Umge-
bungsbedingungen und der Sequenz beeinflusst. Fiir die
Persistenzlinge werden Werte von 0.75 nm bei hohen Io-
nenstirken bis hin zu zehn Nanometern bei niedrigen Salz-
konzentrationen berichtet.” Einige Sequenzen — beispiels-
weise poly(dA) — neigen wegen ihrer stirkeren Einzelstrang-
Stapelwechselwirkungen zu einer hoheren Steifigkeit als
andere.

Bei den Pufferverhéiltnissen, unter denen Nukleinsidure-
Nanoschalter {iiblicherweise betrieben werden, lésst sich
jedoch in der Regel annehmen, dass einzelstrangige Molekiile
recht flexibel sind, wihrend doppelstriangige Molekiile eher
steif sind. Dementsprechend werden flexible Verbindungen
und ,,Gelenke* aus einzelstrangiger RNA oder DNA, steife
»Arme* und Fortsédtze hingegen aus doppelstrangiger DNA
konstruiert.

2.2. Ungewéhnliche Nukleinsduremotive
2.2.1. DNA-Strukturen

Bei den ersten Untersuchungen zum Verstidndnis der
Struktur, der Basenpaarungen und der Stapelwechselwir-
kungen bei DNA oder RNA wurden synthetische DNA- bzw.

F. C. Simmel und Y. Krishnan

RNA-Homopolymere verwendet, da diese als vereinfachte
Modellsysteme angesehen wurden. Mit der Zeit offenbarte
sich allerdings, dass diese synthetischen Homopolymere an-
dersartige, ungewohnliche Konformationen bilden, in denen
auch  Nicht-Watson-Crick-Basenpaarungen = vorkommen
konnen. So konnte gezeigt werden, dass adeninreiche RNA
und DNA parallele Duplexe ergibt, die als A-Motiv be-
zeichnet werden (Abbildung 4 C);**¥! C-reiche RNA- und
DNA-Sequenzen bilden sog. i-Tetraplexe — i-Motive — (Ab-
bildung 4 B),® G-reiche RNA-) und DNA-Sequenzen hin-
gegen G-Quadruplexe (Abbildung 4 A; ein hervorragender
Ubersichtsartikel zu diesem Thema ist Lit. [40]). G-Quadru-
plexe werden von vielen Forschern als Zielstrukturen fiir
Tumortherapeutika angesehen!*! und haben sich daher als
eines der interessantesten Targets fiir niedermolekulare Mo-
lekiilbinder*? oder fiir das Protein-Engineering erwiesen.!
Quadruplexe und i-Motive werden auch von Nukleinsédure-
Analogal® und von entsprechenden DNA-RNA-Hybriden
gebildet.® Einige ungewohnliche Strukturen, die von diesen
Vierstrangmotiven inspiriert wurden und deren Potenzial als
strukturdirigierende Elemente und fiir das funktionelle
»,molekulare Display“ bislang ungenutzt blieb, sind in Ab-
bildung 4 zu sehen.

Eine GU-reiche Sequenz bildet eine oktamere Struktur,
bei der G- und U-Tetraden auf eine Weise interkalieren, die
dem i-Motiv &dhnlich ist, wodurch sich jeweils acht ,,Us“ in

Abbildung 4. Ungewshnliche Strukturen — inspiriert von vierstringigen DNA-Motiven: A) tetramolekularer G-Quadruplex;"*? B) i-Motiv;*® C) bimo-
lekulares A-Motiv;?”! D) ein Oktaplex aus r(UGUGGU), der interkalierte G- oder U-Tetraden enthilt, bei dem sich acht ,Us" in einer geordneten
raumlichen Orientierung zeigen;"*!! E) ein Pentaplex aus Stringen, die Isoguanine enthalten;*? F)—I) zugehérige Basenpaarungs-Schemata: F) G-

Tetraden, G) C-C*-Basenpaar, H) AH"-H"A-Basenpaar, 1) iG-Pentade.
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einer geordneten rdumlichen Orientierung zeigen (Abbil-
dung 4D).* Verwendet man Isoguanin (iG) und verkleinert
man den Winkel, unter dem sich die Watson-Crick- und
Hoogsteen-Wasserstoffbriicken-Bindungsstellen zeigen, las-
sen sich auch iG-basierte Pentaplexe konstruieren (Abbil-
dung 4E).*" Triplexe sind dreistringige Nukleinsiure-Struk-
turen, die von Felsenfeld et al. entdeckt wurden!®! und bei
denen der dritte DNA- oder RNA-Strang iiber eine Wasser-
stoffbriicke mit der Hoogsteen-Seite der Nukleobase in der
grofen Furche der DNA, RNA oder des RNA-DNA-Du-
plexes untergebracht ist.[*”! Ausgezeichnete Ubersichtsartikel
iber Triplexstrukturen finden sich in Lit. [50].

Natiirlich vorkommende DNA-Sequenzen bieten einen
Fundus ungewohnlicher Strukturen. Viele Genome, die aus-
gedehnte, repetitive Sequenzen aufweisen, bilden eine Viel-
zahl ungewohnlicher Motive (Abbildung 5) — so wie die un-
vollstindige Haarnadel, die aus (CNG),-Wiederholungen
besteht (Abbildung 5A), G-Quartette aus (CGG),-Wieder-
holungen (Abbildung 5B), sog. ,slip-stranded DNA“P!Y
(Abbildung 5C) und verschiedene Triplexe aus (GAA),-
Wiederholungen (Abbildung SD,E). In der Zelle sind Tri-
plexe in Form des ungewodhnlichen H-DNA-Motivs vorhan-
den, deren Bildung wahrscheinlich das sog. ,,DNA supercoi-
ling*“ moduliert oder selbst davon moduliert wird®? — mogli-
cherweise sogar in Form des DNA-Knoten-Motivs (nodule
DNA motif).

2.2.2. Ungewdhnliche RNA-Strukturen

Die Kristallstrukturen von tRNA-Molekiilen haben
unsere Wahrnehmung der RNA-Struktur grundlegend ver-
andert: Plotzlich schien RNA nicht nur zu Watson-Crick-
Basenpaarungen und damit zur Bildung einer A-Helix féhig
zu sein, sondern ebenso zu nichtkanonischen Basenpaarun-
gen, tertidren Wechselwirkungen, Interkalation, koaxialem
Stapeln, Basentripeln und Metallionenbindung. Die Kristall-
strukturen vieler groBer RNA-Molekiile™ erweiterten die
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Abbildung 5. Auch repetitive DNA-Sequenzen in Genomen kénnen un-
gewdhnliche Motive bilden, z.B. A) fehlgepaarte Haarnadeln, B) G-
Quartett-basierte Strukturen, C) ,verrutschte“ DNA (slip-stranded
DNA), D) H-DNA (mit Triplex) — hier deuten die hell- bzw. dunkelgrau-
en Bereiche Purin- oder Pyrimidin-reiche Sequenzen an —, E) DNA-
Knoten, bei dem ein Einzelstrang, der wie in (D) iiber einen Triplex
hinausragt, zum dritten Strang eines benachbarten Triplex wird und
umgekehrt.

T
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strukturellen Basismotive und zeigen auf, wie diese unge-
wohnlichen Arten von Nukleobasenassoziation fiir die drei-
dimensionale Gesamtarchitektur eines RNA-Strangs verant-
wortlich sind. Die Sekundirstruktur von RNA lésst sich ver-
einfacht als eine Kombination aus Doppelhelices und ver-
schiedenen Schleifentopologien beschreiben. Letztere fithren
zu Haarnadeln (hairpins), internen Schleifen (internal loops)
und Kreuzungsschleifen (junction loops).F**) Wiederkeh-
rende Sekundirstrukturelemente wurden in der ,,Structural
Classifications of RNA (SCOR) Database“ klassifiziert.>
Sequenzvergleiche zwischen rRNA-Molekiilen enthiillten
drei Klassen von iiberproportional hdufig vertretenen Schei-
fenendmotiven, die aus vier Nukleotiden oder ,, Tetraloops®
bestehen — die UNCG-, GNRA- und CUYG-Klassen.”” In-
terne Schleifenmotive schlieen sog. Cross-Strand-Purinsta-
pel, ausbeulende G-Motive (bulged G motifs), A-Ebenen
(A platforms), Bulge-Helix-Bulge-Motive und Metallbin-
dungsmotive ein.

2.2.3. Tertidre RNA-Stukturmotive

Proteinketten, gefaltet zu a-Helices und (-Faltbléttern,
neigen dazu, globulédr zu falten, wogegen RNA-Ketten, zu
Helices gewunden, aufgrund von tertidren Wechselwirkungen
bevorzugt flache, pfannkuchenartige Strukturen bilden.!
Zwei wesentliche Strukturmotive, die hierzu beitragen, sind
das koaxiale Stapeln®® und die Bildung von Pseudoknoten
(beschrieben von Burkhard, Turner und Tinoco in Lit. [59]).
Tertidare Wechselwirkungen mit ungewohnlichen Basenpaa-
rungen werden iiblicherweise iiber Wechselwirkungen zwi-
schen RNA-Schleifen (loop-loop interactions) vermittelt.
Externe Schleifen oder Haarnadelschleifen sind oft an ter-
tidren Wechselwirkungen wie den GNRA-Tetraloop-Rezep-
tor,™!  kissing hairpins,[®!] D-T-Schleifen (D-loop-T-loop)!®
und Einzelpaar-Dreierschleifen (lonepair triloop) beteiligt./*!
Viele interne Schleifenmotive storen effektiv die Orientie-
rung der Helix, in die sie eingebettet sind, durch helikales
Entwinden (helical unwinding) oder durch die Erzeugung
eines Winkels zwischen den Helixachsen. Beispiele schlie3en
hier geknickte Windungen (kink turns),® Hakenwenden
(hook turns),’” und Adenosinebenen (adenosine platforms)
ein.l*! Weitere Beispiele tertizirer Wechselwirkungen sind das
RibosereiBverschluss- (ribose zipper),” das A-Minor-1! und
das G-Ribo-Motiv.*”! Der Mangel an RNA-Kristallstrukturen
hat bislang die Identifizierung und Klassifizierung von unge-
wohnlichen Motiven erschwert — dies aber ist zur Formulie-
rung generalisierter RNA-Architekturprinzipien und zur
Identifizierung allgemein verbreiteter Faltungselemente von
entscheidender Bedeutung.

2.3. Funktionale Nukleinsdiuren
2.3.1. Aptamere

Ein Aptamer ist eine Nukleinsiduresequenz (RNA oder
DNA) einer Linge von typischerweise 15-40 Nukleotiden
oder mehr, die spezifisch an ein gegebenes molekulares
Zielobjekt anbindet.®*’ In Losung faltet sich die Nuklein-
sduresequenz in eine spezifische molekulare Gestalt. Diese
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Gestalt ermoglicht es dem Aptamer, eine entsprechend spe-
zifische Bindungsstelle fiir das Zielmolekiil zu bilden. Bei
manchen Varianten ist das Aptamer allein lediglich vorge-
faltet — erst das Zielmolekiil induziert die Bildung der kor-
rekten Aptamerstruktur. Nukleinsdureaptamere fiir ein mo-
lekulares Zielobjekt werden ,,selektiert” und sind schon nach
einigen Runden der Auswabhl in vitro identifizierbar. Die In-
vitro-Selektion ermdglicht die Identifizierung dieser seltenen,
funktionalen RNA- oder DNA-Molekiile aus einem Pool von
zunichst typischerweise 10" verschiedenen Sequenzen. Im
Anschluss an den Selektionsprozess wird ein gegebener Pool
von Nukleinsduren durch die molekularbiologischen Ver-
fahren der reversen Transkription und der Polymerase-Ket-
tenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) vervielfaltigt.
Das molekulare Zielobjekt wird auf einem festen Substrat
immobilisiert, und der Pool von 10" Sequenzen wird daran
vorbeigefiihrt. Die zuriickbleibende RNA wird eluiert, revers
transkribiert und durch PCR vervielfiltigt; dieser Vorgang
wird im Anschluss mit fortschreitend hoherer Stringenz wie-
derholt. Er wird als SELEX (Systematic Evolution of Ligands
by EXponential amplification) bezeichnet — zu deutsch ,,sys-
tematische Evolution von Liganden durch exponentielle
Vervielfiltigung“™! — und ermoglicht die Identifizierung von
denjenigen Sequenzen, die eine hohe Bindungsaffinitét
zeigen.

Durch die enorme Zahl von moglichen Permutationen an
Sequenzen ist das Nukleinsduregeriist zur Bildung aufleror-
dentlich vielfiltiger molekularer Gestalten fahig. Daher sind
Aptamere bereits fiir eine Myriade von Zielmolekiilen ge-
wonnen worden — darunter fallen niedermolekulare Verbin-
dungen, Toxine, Reaktionsintermediate, buchstéblich jede
Art von Proteinen und sogar ganze Zellen. Zusitzlich zu ihrer
tiberragenden Sperzifitit binden Aptamere im Allgemeinen
tiberdies mit sehr hoher Affinitdt an ihre Zielobjekte; die
Mehrheit weist Dissoziationskonstanten K, auf, die fiir Pro-
teine in der nanomolaren und fiir niedermolekulare Verbin-
dungen in der mikromolaren GréBenordnung sind. Da Ap-
tamere aus kurzen Nukleinsduresequenzen bestehen, haben
sie gegeniiber Antikorpern — also grofSen Proteinen — zahl-
reiche Vorziige: Im Unterschied zu letzteren sind Aptamere
der In-vitro-Synthese zugéinglich; dies fiihrt zu einer geringen
Variabilitdt zwischen verschiedenen Zubereitungen. Apta-
mere lassen sich einfach markieren, ohne damit die Affinitét
zum Zielobjekt zu beeinflussen,™ sind widerstandsfihiger
gegen die Temperatur und nichtideale Umgebungsbedin-
gungen und haben daher insgesamt eine lingere Lebensdau-
er. Es gibt viele Verfahren, um ungewiinschte Nebenreak-
tionen zu reduzieren oder sogar vollstdndig zu unterdriicken —
und Aptamere konnen sogar unter nichtphysiologischen Be-
dingungen selektiert werden. Aus diesem Grunde ersetzen
Aptamere in einer Reihe von biologischen Nachweistests
zunehmend Antikorper (siche Abschnitt 7.1).

Das niedrige Molekulargewicht von Aptameren stattet sie
mit exzellenten pharmakologischen Eigenschaften wie
kurzen Zirkulationszeiten, einer besseren Zieladressierbar-
keit und einem raschen Abtransport aus. Daher wichst ihre
Bedeutung in der molekularen Therapeutik, wo sie ebenfalls
Protein-Antikorper nach und nach ablosen (siche Ab-
schnitt 7.3). Trotz eines zehnfach niedrigeren Molekularge-
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wichts binden Aptamer-Antikérper ihr Zielobjekt mit ver-
gleichbaren Affinitdten und Spezifititen, wobei ihre immu-
nogene Aktivitdt wesentlich geringer als die echter Antikor-
per ist. Wegen ihrer Zuginglichkeit fiir die chemische Syn-
these und ihrer uniformen Qualitédt eignen sich Aptamere
auch besser fiir die kommerzielle Produktion. Das Aufkom-
men chemischer Nukleinsdureanaloga und die Anwendbar-
keit von Verfahren der Festphasensynthese stellen sicher,
dass Aptamere diverse chemische Modifikationen erhalten
konnen, mit denen eine Feinabstimmung ihrer Stabilit4dt und
ihrer Zirkulationszeiten moglich ist; ein Uberblick hierzu
wurde von Pestourie et al. gegeben.[!

2.3.2. Ribozyme und DNAzyme

Die Entwicklung von Aptameren fiir Metallionen bleibt
eine schwierige Aufgabe, hauptsidchlich wegen des Mangels
an geeigneten Werkzeugen zur Immobilisierung. Die kataly-
tische Aktivitdt einiger Nukleinsidure-basierter Enzyme
jedoch zeigt eine Abhingigkeit von bestimmten Metallionen.
Solche katalytischen RNA-Molekiile kommen entweder na-
tiirlicherweise vor (eine exzellente Ubersicht bietet Lit. [74])
oder werden mit SELEX-artigen Ansitzen® evolviert. Pen-
dants aus DNA werden als DNAzyme!” bezeichnet und sind
bisher ausschlieflich kiinstlich erzeugt worden. Da besonders
RNA sich zu komplexen dreidimensionalen Strukturen falten
kann, bietet sie ein formbares Grundgeriist zur Entwicklung
von katalytischen Zentren und Bindungstaschen. Eine grof3e
Zahl von neuartigen RNA- und DNAzymen katalysiert
Phosphoester-Transferreaktionen und wurde unléngst aus-
fiihrlich besprochen.!”! Die Substrate der meisten natiirlich
hervorgegangenen Ribozyme sind ihrerseits ebenfalls RNA-
Strange. Im Unterschied dazu zeigen die kiinstlich entwi-
ckelten DNA- und RNAzyme die Fihigkeit, eine Vielzahl
von Reaktionsarten” (wie Diels-Alder-Reaktionen,”” Al-
dolreaktionen,” Michael-Additionen,” die Bildung von N-
glycosidischen Bindungen™ und Acetylierungen™) zu ka-
talysieren. Viele RNA- und DNAzyme ahmen auch die ka-
talytische Funktion von echten Enzymen nach, darunter die
der Cholesterol-Esterase,® der N-Glycosylase,® des sog.
,AMP-Cappings“® oder der Guanylyl-Transferase.™!
Funktionale Nukleinsduren finden auBerdem zunehmend
Anwendung in der Sensorik,®**”! dem molekularen Rechnen
(molecular computing),® dem zielgerichteten Wirkstoff-
Transport (targeted delivery) und der Therapeutik.[®)

Es gibt viele Beispiele, bei denen funktionale Einheiten
von Aptameren und Ribozymen zu allosterischen Aptameren
oder ,,Aptazymen“ kombiniert werden (siche Abschnitt 7.1).
Bei Proteinen wird allosterisches Verhalten durch die Kom-
munikation rdumlich getrennter Bindungsstellen vermittelt,
bei denen eine Konformationsdnderung durch das Binden
eines Effektormolekiils an einer der Bindungsstellen ausge-
l16st wird. Das gleiche Prinzip lasst sich auf die Konstruktion
von allosterischen Ribo- und Aptazymen iibertragen. Solche
Strukturen sind im Zusammenhang mit molekularer Infor-
mationsverarbeitung, der Signaliibertragung und auch in der
Biosensorik von betrichtlichem Interesse (Abschnitte 6 und
7).[2001
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2.4. Sequenzdesign von DNA

Fiir den Entwurf artifizieller Strukturen aus Nukleinsidu-
ren ist eine Vielzahl von Strategien entwickelt worden.””
Nach Dirks et al.”! lassen sich ,,positive“ und ,negative“
Designansitze unterscheiden. Dem positiven Ansatz folgend
wird versucht, die Affinitdt einer Nukleinsduresequenz derart
zu optimieren, dass sie in eine vorgegebene Zielstruktur
faltet. Beim negativen Ansatz ist das Ziel, ungewollte
Strukturen zu vermeiden, d.h. die Spezifitit fiir das Zielmo-
lekiil zu optimieren. Der zweite Ansatz wird héufig bei heu-
ristischen Methoden verwendet, wie der Minimierung der
Sequenzsymmetrie, bei der die Wiederholung von Subse-
quenzen gewisser Liange ausgeschlossen wird. Beide Metho-
den haben jedoch auch Nachteile: Beispielsweise kann eine
Sequenz, die nach der positiven Entwurfstrategie ausgewihlt
worden ist, die hochste Affinitit zum Zielmolekiil aufweisen;
es ist aber nicht ausgeschlossen, dass sie eine alternative
Struktur mit einer noch niedrigeren freien Enthalpie hat.
Gestiitzt durch ausfiihrliche kinetische Faltungssimulationen
kamen Dirks et al. zum Ergebnis, dass die negative Ent-
wurfstrategie im Allgemeinen bessere Ergebnisse liefert als
die positive — die beste Variante ist freilich die Ergénzung
eines negativen Ansatzes um eine positive Komponente. Dies
gelingt z.B., wenn die Sequenzwahl auf Grundlage der ther-
modynamischen Zustandssumme einer Nukleinsduresequenz
geschieht, um die Wahrscheinlichkeit zu maximieren, mit der
die Sequenz in die gewiinschte Struktur faltet. Fiir RNA-
Nanostrukturen wurde von Jaeger und Mitarbeitern eine
heuristische Strategie entwickelt,"¥ die die Strukturdaten
natiirlich vorkommender RNA-Molekiile fiir den Entwurf
von kiinstlichen Konstrukten nutzt.

2.5. DNA-Synthese

Molekulare Schalter und Maschinen wurden bereits aus
den verschiedensten Arten organischer und anorganischer
Molekiile — oder aus deren supramolekularen Komplexen —
konstruiert.”] Einer der groBten Vorziige von Nukleinsiure-
basierten Bauteilen gegeniiber allen anderen Ansétzen ist
ihre einfache Verfiigbarkeit. Angetrieben durch den wach-
senden Bedarf an kiinstlichen Oligonukleotiden in den Le-
benswissenschaften wurde die Synthese von DNA und RNA
in den zuriickliegenden Jahrzehnten vollstindig automati-
siert, mit der Folge kontinuierlich zuriickgehender Synthe-
sekosten. Die DNA-Nanotechnologie ist hier ein klarer
NutznieBer: Eine giinstige und automatisierte Synthese er-
moglicht auch Forschern ohne eigene Synthesemoglichkeiten,
Forschung im Bereich der DNA-Nanotechnologie zu betrei-
ben. Daher ist die Entwicklung neuartiger Strukturen und
Nanomaschinen bereits jetzt eher eine Design- als eine Syn-
theseaufgabe. Im Prinzip ist heutzutage eine vollstindige
Automatisierung des Herstellungsprozesses vorstellbar —
Nanostrukturen und -bauteile, am Rechner entwickelt und
validiert, lassen sich direkt in DNA-Sequenzen iibersetzen,
die sich ihrerseits vollautomatisch synthetisieren und zusam-
mensetzen lassen.
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3. Molekulare Schalter aus DNA

Molekulare Schalter auf DNA-Basis sind Anordnungen
aus DNA, die sich gezielt reversibel zwischen zwei oder mehr
Zustidnden hin- und herschalten lassen. Externe Stimuli fiir
den Ubergang von einem Zustand in den anderen kénnen
z.B. Photonen, Temperatur, Druck, magnetische oder elek-
trische Felder, aber auch Verdnderungen in der chemischen
Umgebung sein. Demgemifl werden DNA-Anordnungen
dazu gebracht, ihren Zustand als Antwort auf eine Tempe-
raturdnderung,” Photoisomerisierung,”**! die Gegenwart
verschiedener Ionen™! — oder deren Verschwinden — und das
Binden an Proteine zu verindern.'"!*" Eine besondere Rolle
spielen hierbei Konformationsdnderungen, die von sequenz-
spezifischen Hybridisierungsreaktionen bewirkt werden -
diese sind hochspezifisch und ermdéglichen die préazise
Adressierung eines bestimmten Zustands oder Schalters
unter anderen. In vielen Fillen schlégt sich die Multistabilitét
in verdnderten Eigenschaften der Anordnung nieder — wie
der Fluoreszenz, einem Elektronentransfer, einer Isomeri-
sierung, mechanischen Eigenschaften oder der chemischen
Reaktivitit, was sich fiir verschiedene Anwendungen nutzen
ldsst, wie in Abschnitt 4.7 diskutiert werden wird.

3.1. Molecular Beacons

Molecular Beacons (MBs) gehoren zu den ersten und
einfachsten, aber dennoch erfolgreichsten molekularen
DNA-Bauteilen, die bisher konstruiert wurden.*! Bei MBs
handelt es sich um Strukturen aus einer einzelstringigen
Haarnadelschleife in Verbindung mit einem sich daran an-
schlieBenden, doppelstriangigen Stamm, dessen Enden jeweils
mit einem Fluorophor und einem Quencher-Molekiil (L6-
schermolekiil) modifiziert sind. In der Haarnadelkonforma-
tion befinden sich Fluorophor und Quencher in unmittelbarer
Nihe, die Fluoreszenzemission des MB ist gering. In Ge-
genwart von DNA- oder RNA-Striangen, die komplementir
zur Schleifensequenz sind, wird die Haarnadel jedoch ent-
faltet und bildet zusammen mit dem Komplement einen
Doppelstrang. In dieser Konformation sind Fluorophor und
Quencher rdumlich getrennt, was zu einem starken Anstieg
der Fluoreszenz fiihrt. Die Stabilitdt von MBs lésst sich hin-
sichtlich der Empfindlichkeit und eines raschen Antwortver-
haltens durch die Wahl einer geeigneten Schleifengrofle und
Stammlédnge optimieren. Diese einfache sensorische Strategie
hat eine Vielzahl von Anwendungen gefunden und wird fiir
eine grofe Zahl von Aufgaben eingesetzt. Diesbeziiglich sei
auf den hervorragenden Ubersichtsartikel von Tan und Mit-
arbeitern verwiesen'® (sieche auBerdem Abschnitt 7.1). Einige
Aspekte von MBs sind im Zusammenhang mit Nukleinsiu-
remaschinen bedeutsam: Zunichst einmal werden entspre-
chende fluoreszenzbasierte sensorische Strategien zur Cha-
rakterisierung vieler der nachfolgend diskutierten Bauteile
genutzt. Dariiber hinaus sind Haarnadeln ein wichtiges mi-
nimales Strukturelement vieler DNA-Maschinen. Schlie3lich
ist die prézise Steuerung von Stabilitit und Schaltkinetik von
Haarnadelschleifen — wie in Abschnitt 2.1 bereits diskutiert —
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die Grundlage fiir die Funktion vieler DNA- oder RNA-ba-
sierter Schalter, Maschinen und Motoren.

3.2. Pufferabhdingige molekulare Schalter

Das erste Beispiel eines kiinstlich konstruierten nano-
mechanischen Schalters — auch wenn er zu seiner Zeit nicht
als solcher bezeichnet wurde — veroffentlichten Seeman und
Mitarbeiter 1998.0°71 Hier wurde die Position einer DNA-
Viererkreuzung (four-way junction), die innerhalb eines zir-
kuldiren DNA-Molekiils eingebettet war, durch die Verén-
derung des Grades an ,,Supercoiling” der zirkuliren DNA
bewegt. Bereits in dieser Arbeit wurde vorgeschlagen, die
Bewegung der Kreuzung durch einen Ubergang von der B- in
die Z-Struktur zu steuern. Die linkshéndige Z-Form doppel-
strangiger DNA wird in Gegenwart bestimmter kationischer
Komplexe wie Hexammincobalt(IIl), ([Co(NH;)¢]*"), von
Sequenzen eingenommen, in denen Purine und Pyrimidine
alternieren. Der Konformationswechsel von einer rechts- zu
einer linkshdndigen DNA lésst sich zur Erzeugung eines
Drehmoments oder einer Drehbewegung nutzen. 1999 de-
monstrieren Mao, Seeman et al. das erste nanomechanische
Bauteil, das auf diesem Ubergang beruht. In dieser ,,B-Z-
Nanomaschine* sind zwei DNA-Doppelkreuzungsstrukturen
(double-crossover DNA structures) durch einen Doppel-
strang der Sequenz (CG),, verbunden, die C5-methyliertes
Cytosin enthilt und die fiir den B-Z-Ubergang besonders
anfillig ist.'%! Der Ubergang wird durch die Anderung der
[Co(NH;)]*"-Konzentration von 0 auf 0.25 mm ausgelost.
Durch den B-Z-Ubergang des d(CG),,-Abschnitts wird eine
Doppelkreuzungs(DX)-Einheit beziiglich der jeweils anderen
um 3.5 Helixwindungen gedreht. Die hierdurch bedingte
Abstandsénderung zwischen den verschiedenen FEinzelele-
menten wird durch FRET-Experimente beobachtet!'* — seit
langem eine analytische Standardtechnik in diesem Feld.
FRET (resonanter Fluoreszenzenergietransfer) ist der strah-
lungslose Transfer von Anregungsenergie eines Fluorophors
auf einen anderen — oder zu einem nichtfluoreszierenden
Quencher, so wie er in MBs Anwendung findet —, der iiber
Dipol-Dipol-Wechselwirkungen vermittelt wird. Ein solcher
Energietransfer fiihrt zu einer reduzierten Fluoreszenzinten-
sitdt des Donor-Fluorophors und einer erhohten Intensitét
des Akzeptors. Als Funktion des Abstands R zwischen Donor
und Akzeptor fillt die Transfereffizienz mit 1/(14+(R/R,)®),
wobei der charakteristische Abstand R, — der Forster-Radius
— sich typischerweise im Bereich weniger Nanometer bewegt.
In FRET-Experimenten werden die Donor- und Akzeptor-
molekiile an denjenigen Teilen des untersuchten Molekiils
angebracht, deren (erwartete) nanoskalige Distanzianderung
beobachtet werden soll. In jiingeren Arbeiten wurde der B-Z-
DNA-Strukturschalter verwendet, um die Fluoreszenzeigen-
schaften von Pyren-funktionalisierten Nukleobasen zu mo-
dulieren,!%!

3.2.1. Schalten mit Magnesium

Eine einfache Form der nanoskaligen Bewegung er-
reichten Niemeyer und Mitarbeiter durch magnesiumindu-
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ziertes DNA-Supercoiling."™ Zu diesem Zweck wurden
Netzwerke aus dsDNA synthetisiert, die iiber Biotin-Strep-
tavidin-Linker verbunden waren. In Gegenwart von Mg*"
konnen in diesen Netzwerken zwei benachbarte DNA-Dop-
pelstrdnge in eine Supercoil-Struktur kondensieren. Die re-
sultierende Anderung in der Netzwerkstruktur ldsst sich
unter dem Rasterkraftmikroskop (AFM) beobachten.

Ein etwas aktuelleres Beispiel eines Schalterdesigns, das
das Motiv der Holliday-Kreuzung miteinbezieht, moduliert
diese in der Weise eines nanoskaligen Metronoms.'"”! In
Gegenwart zweiwertiger Metallionen wie Mg®* (> 100 )
faltet sich die Holliday-Kreuzung in eine kompakte Konfor-
mation, die als gestapelte X-Struktur bezeichnet wird. Es gibt
jedoch zwei alternative Konformationen, und die Holliday-
Kreuzung kann zwischen beiden hin- und herkippen, was
entfernt an die Bewegung eines Metronoms erinnert (Ab-
bildung 6 A). Das Ticken des Metronoms kann von einem
Aktivator- oder Desaktivatorstrang, der an die Anordnung
hybridisieren kann, beeinflusst werden, wobei sich der
Rhythmus durch die Verinderung der Mg*"-Konzentration
steuern lisst. Da die Ubergiinge des Tickens zufillig gesche-
hen, musste die Dynamik des Metronoms statt durch En-
semblemessungen mit Einzelmolekiil-FRET-Messungen
charakterisiert werden.

Magnesiumionen sind auch entscheidend fiir das korrekte
Falten von groBien, strukturierten RNA-Molekiilen. Diese
Eigenschaft wurde z.B. genutzt, um die Mg*'-gesteuerte
Faltung und Entfaltung des Ribozyms von Tetrahymena zu
steuern, das wiederum die Bildung und Dissoziation einer
kurzen DNA-Doppelhelix beeinflussen konnte.”” Auch
andere zweiwertige Metallionen, wie etwa Zn?", kénnen
verwendet werden, um terndre DNA-Anordnungen zwischen
der M- und B-DNA-Form hin- und herzuschalten.®!

3.2.2. Schalten von Triplexen

Es wurden auch Strukturen konstruiert, die pH-gesteuert
von einer Duplex- in eine Triplexformation und umgekehrt
iibergehen konnen. Mao etal. entwarfen einen ternédren
Komplex mit einem GC-reichen Duplex und einer unstruk-
turierten C-reichen Doméne (Abbildung 7, Darstellung in
Rot).""! Vor dem Umschlag ins Saure liegt die C-reiche
Domine protoniert vor und wird von der gro3en Furche der
GC-reichen Duplexdoméne aufgenommen. Die Bildung
eines C'G-C-Triplexes bewirkt ein Zusammenziehen der
Struktur, wobei zwei Fluorophore in rédumliche Nihe ge-
bracht werden, so wie es Abbildung 7 A zeigt. Eine dhnliche
Strategie wurde von der Gruppe um Samori verwendet, um
ein einfaches Duplexsystem mit einem C-reichen Uberhang
zu erhalten, das bei niedrigem pH-Wert wieder in die grof3e
Furche der Helix zuriickfaltet (Abbildung7B).'"?! Der
Riickfaltungsmechanismus eines C-reichen Uberhangs wurde
auch zur Steuerung von chemischen Reaktionen zwischen
reaktiven Gruppen auf solchen DNA-Schaltern verwendet
(siehe Abschnitt 5.4)."% Der pH-induzierte Ubergang eines
Duplexes in einen Triplex wurde zur reversiblen Anordnung
von Goldnanopartikeln in Clustern genutzt.'" Ein neueres
Beispiel einer Struktur, die von einer Einzelhelix in eine
doppelhelikale parallele Duplexanordnung — ebenfalls pH-
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1 ist an Trypsin Uber
Abbildung 6. A) Die Manipulation der Konformation einer Holliday-Kreuzung durch
Zugabe von Mg*"-lonen und einem Aktivatorstrang ergibt ein Bauteil, das wie ein
nanoskaliges Metronom funktioniert (linke obere Ecke). B) Ein Oligonukleotid in
Form eines G-Quadruplexes positioniert Liganden in einer zweizahnigen Weise, wo-
durch kooperatives Binden an das Zielprotein erreicht wird. DC=DNA-small mole-
cule chimera."" Wiedergabe mit Genehmigung der American Chemical Society.
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einen C-reichen Strang, der das i-Motiv bilden
kann.'*! Entsprechend konnte die Gruppe um
Balasubramanian kurz darauf einen Schalter ent-
wickeln, bei dem eine Sequenz, die bei pH 5 ein i-
Motiv bildet, bei pH~8 in einer Duplexkonfor-
mation gefangen werden konnte (Abbil-
dung 8 A).'" Hier bildet der C-reiche Strang in
einem Zustand mit dem i-Motiv eine gestauchte
Konformation, im anderen eine ausgestreckte
Duplexkonformation, einer molekularen Raupe
dhnlich. Wichtig an dieser Arbeit ist, dass sie die
Vorziige Protonen- oder Hydroxyionen-basierter
»Kippschalter” in Bezug auf Reaktionszeiten und
die Wiederholungsrate eines DNA-Schalters de-
monstriert: Ein Arbeitszyklus, bei dem als Ne-
benprodukte lediglich Wasser und Salz entstehen,
ist fiir das System ungiftig und fiihrt zu einer ef-
fizienten Schaltbarkeit von i-Motiv-Bauteilen.
Dariiber hinaus stellt die hohe Geschwindigkeit
der Protonierung/Deprotonierung in wassrigem
Medium sicher, dass es sich beim geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt um die Konforma-
tionsdnderung des DNA-Strangs handelt.
i-Motiv-bildende DNA-Sequenzen lassen sich
lichtgesteuert zwischen ihrem einzelstrangigen
und ihrem i-Motiv-Zustand schalten."® UV-Ein-
strahlung in eine saure Losung der Malachitgriin-
Carbinolbase verursacht eine Erhohung des pH-

W T _PHS, é‘

.
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+

L
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Abbildung 7. Zwei Beispiele fiir molekulare Schalter, die die Fihigkeit
C-reicher Sequenzen zur Triplexbildung nutzen (rot); unter sauren Be-
dingungen werden diese Sequenzen protoniert und bilden einen CG-
C*-Triplexstrang."""1"*l Die Konformationsanderungen werden mithilfe
eines FRET-Vorgangs zwischen einem Fluorophor (gelber Stern) und
einem Quencher-Molekill (schwarz) beobachtet.

gesteuert — schalten kann, beruht auf dem Falten kurzer poly-
d(A)-Segmente in A-Motive; dieser Vorgang lduft bemer-
kenswert schnell ab.””

3.2.3. i-Motiv-Schalter

Ein wichtiges Ergebnis des Jahres 2002 war die Konzep-
tion und Validierung des Ubergangs von B-DNA in einen G-
Quadruplex als Nanoschalter, was unabhéngig voneinander
in den Gruppen um Mergny und Tan geschah.'"! Eine B-
DNA mit einem G-reichen Strang, der zur Bildung von G-
Quadruplexen neigt, verfiigt notwendigerweise auch iiber
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Abbildung 8. A) Der erste i-Motiv-basierte Nanoschalter ist ein pH-
»Kippschalter“. Bei niedrigem pH-Wert bildet der C-reiche Strang
(blau) ein i-Motiv, bei physiologischem pH-Wert ist der blaue Strang in
einem Duplex gefangen."”! B) Uberfiihrung der molekularen Bewe-
gung eines i-Schalters in das Offnen oder SchlieRen eines Molecular
Beacon.l'™

Werts des Mediums, wodurch das i-Motiv entfaltet wird. Im
Dunkeln relaxiert das System durch die Rekombination der
Malachitgriinkationen mit Hydroxidionen wieder unter
Riickbildung des niedrigen pH-Werts und eines gefalteten i-
Motivs. i-Motive konnen auch durch elektrochemische Sti-
muli effizient zwischen ihrem gefalteten und entfalteten Zu-
stand hin- und hergeschaltet werden.!""”!

Unlédngst wurden neuere Ausfiihrungen i-Motiv-basierter
Schalter konstruiert, bei denen die Strangbewegung auf zwei
koaxial gestapelte DNA-Duplexe iibertragen wird, was zu
einer nanoskaligen Hebelbewegung zweiter Ordnung fiihrt
(Abbildung 9).?"122l Eine Schliisselentwicklung ist die erste
Demonstration einer i-Motiv-Faltung und -Entfaltung als
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Abbildung 9. i-Motiv-Schalter, die als ,Nanohebel“ zweiter Ordnung
wirken ['2"122)

Antwort auf pH-Oszillationen, die insitu durch eine sich
selbst erhaltende chemische Reaktion erzeugt werden.['”!
Durch eine Variante der oszillatorischen Landolt-Reaktion
lasst sich der Umgebungs-pH-Wert zwischen pH 5 und 7 va-
riieren. Der i-Motiv-Schalter reagiert auf pH-Oszillationen
sogar dann mit groBer Reversibilitit, wenn er auf einer
Oberfliche immobilisiert wird.'”! Diese beiden Studien
waren wichtige Vorstufen fiir die Entwicklung

eines i-Motiv-DNA-Schalters, der reversibel

F. C. Simmel und Y. Krishnan

und einem superhydrophoben Zustand hin- und herzuschal-
ten.'*’)

Die Faltung und Entfaltung von i-Motiven kann zur re-
versiblen Ausrichtung einer Ansammlung von mit i-Motiven
funktionalisierten Kohlenstoffnanoréhren (CNTs) eingesetzt
werden, deren elektrochemische Eigenschaften so durch den
Wechsel zwischen einer ausgerichteten und einer monomeren
Form umgeschaltet werden konnen (Abbildung 10A).1%
Eine interessante Entwicklung ist ein Nanoporenchip mit
einer konischen Offnung, die durch i-Motiv-bildende Se-
quenzen oberflichenfunktionalisiert ist und die das Offnen
und SchlieBen eines Ionenkanals imitieren kann (Abbil-
dung 10B). Bei pH~ 8 liegen die DNA-Stringe unstruktu-
riert vor; die Nanopore bleibt geotffnet, und ein Ionenstrom
kann durch sie hindurchflieBen. Bei niedrigem pH-Wert wird
die Nanopore blockiert, und zwar durch die Bildung der i-
Motive in diesen Sequenzen, was sich in einem reduzierten
Stromfluss niederschligt.>!

auf den pH-Wert der Umgebung innerhalb  p R (o=

einer lebenden Zelle reagiert, wenn er auf —pHe &1 M »1

einer biologischen Oberfliche — némlich an 0.5¢ s T1¥F13% .'

der Innenseite einer endosomalen Membran — 0.52 ! 'ﬁ l |

angelagert ist (sieche Abschnitt 7). HAg™ 048 1 . |
Verschiedene i-Motiv-Schalter iiberfithren ' .'._ . \ \

die chemische Anderung des pH-Werts in 044 tad Y ~ .'-\..

andere messbare Anderungen der Eigen- 0.40

schaften der betrachteten Anordnung. So

200 400 600

tis
kann die Bildung von i-Motiven verwendet
werden, um DNA-funktionalisierte Goldna- B - - - ™ = &
nopartikel reversibel zusammenzulagern.'>! . 3 H- e U *S
op ersibel zu enzulage % o £ P % o &
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der Goldnanopartikel, was fiir einen effizien 3 —_— 5® =
ten kolorimetrischen pH-Test invitro mit ' pH- N
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einer beeindruckenden Genauigkeit von 0.04 # s =
pH-Einheiten genutzt werden konnte.!'*"! ?????3?#%????1 THITTTEENES RARRREREREARS i ARRRRRRRRRERS
Eine faszinierende Anwendung des Schaltens offen geAchiogasn

mit dem i-Motiv ist die Umwandlung der
Strukturédnderung des i-Motivs in eine Struk-
turdnderung eines weiteren DNA-Bauteils,
namentlich das Offnen und SchlieBen von
Molecular Beacons (Abbildung 8 B)."! Die
nanomechanische Bewegung des Faltens und
Entfaltens des i-Motivs ldsst sich auch in die
Bewegung eines Fluorophors zwischen zwei
Positionen in unterschiedlicher Entfernung zu
einer Goldoberfliche umwandeln.'””! Ebenso ist es moglich,
eine mechanische Bewegung eines von i-Motiv-Sequenzen
iiberzogenen Federhebels herbeizufiihren, die von einer An-
derung der mechanischen Spannung durch die Faltung der i-
Motive induziert wird.'*! Diese Experimente mit Mikrofe-
derhebeln bieten den ersten direkten experimentellen Nach-
weis, dass DNA-basierte Nanobauteile tatsdchlich dazu ver-
wendet werden konnen, Krifte zu erzeugen! Die Anderung
von Oberflicheneigenschaften, die sich durch die Aufreihung
von i-Motiv-bildenden Sequenzen herbeifithren lassen,
konnten die Gruppen von Liu und Jiang dazu nutzen, die
modifizierten Oberfldchen zwischen einem superhydrophilen
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Abbildung 10. A) i-Motive in Verwendung zur Ausrichtung funktionalisierter Kohlenstoff-
nanordhren und zur Modulation der elektrochemischen Aktivitit einer CNT-modifizierten
Elektrode.® B) Durch i-Motive funktionalisierte Poren werden mithilfe einer pH-Ande-
rung gedffnet bzw. geschlossen, was sich in einer verbesserten bzw. reduzierten ioni-
schen Leitfahigkeit der Pore niederschligt; rote Kugeln: H*.*"! Wiedergabe mit Genehmi-
gung der Royal Society of Chemistry (A) und American Chemical Society (B).

3.2.4. G-Quadruplex-Schalter

Um kldren zu koénnen, ob der Duplex-Quadruplex-
Ubergang als Grundlage fiir einen Nanoschalter verwendet
werden kann, wurde in Lit. [115] ein doppelt markiertes, zur
Bildung von G-Quadruplexen fihiges Oligonukleotid (GFO)
verwendet. In Gegenwart eines komplementéiren, C-reichen
Stranges mit einem Uberhang wird die G-Quadruplex-Kon-
formation des GFO geoffnet und in die Form eines basen-
gepaarten Watson-Crick-Doppelstrangs gebracht. Dabei ragt
der Uberhang des C-reichen Strangs einzelstriingig iiber die
Helix hinaus (Abbildung 11 A). Im Umkehrungsschritt ver-
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Abbildung 11. G-Quadruplex-Bauteile: A) Strecken eines G-Quadruple-
xes in einen Doppelstrang mit einem Treibstoffstrang (fuel strand) und
die Umkehrung des Vorgangs mithilfe eines komplementéren Anti-
treibstoffstrangs.""® B) ,,Zusammengezwickter Duplex“ (duplex pin-
ching) bei Sequenzen mit G-Quadruplexen, der sich unter Zugabe von
zweiwertigen lonen durch Riickfaltung bildet."*!

dréngt ein unmarkierter G-reicher Strang den doppelt mar-
kierten GFO aus dem Duplex. Ein Abfallduplex entsteht, und
der GFO kehrt in seine gefaltete Quadruplexgestalt
zuriick." Die entsprechenden Konformationsiiberginge
wurden auch hier durch den FRET zwischen zwei Farbstoff-
markern beobachtet.

Anders als bei i-Motiv-Schaltern sorgen die Erzeugung
eines doppelstridngigen Abfallstrangs und die komplexere
Natur des Treibstoffstrangs (fuel strand) fiir eine geringere
Zahl an Operationszyklen und eine langsamere Dynamik.
Die geschwindigkeitsbestimmende Barriere dieses Bauteils
ist die Tendenz des G-reichen Riickstellstrangs — oder Anti-
treibstoffstrangs — (reset strand oder antifuel strand) selbst
auch in einen Quadruplex zu falten, was im gedffneten Zu-
stand eine effektive Stranginversion erschwert. Verwendet
man jedoch einen katalytischen Strang, der die Faltung des G-
reichen Treibstoffstrangs verhindert, beschleunigt dies die
Wiederherstellungsreaktion."*” Kurz darauf demonstrierte
die Gruppe von Sen, dass sich ein Duplex mit zwischenge-
schalteten G-reichen Doménen im Zentrum in G-Quadru-
plexe falten kann, was die Gesamtstruktur des Duplexes in
einen geschlossenen oder ,,zusammengezwickten“ Zustand
(pinched state) bringt (Abbildung 11B).M* Das Zusammen-
zwicken des Duplexes wird durch die Zugabe von Sr** aus-
gelost, das ein starker positiver Regulator der Quadruplex-
bildung ist, und lasst sich durch die Bindung des zweiwertigen
Metallions durch einen effektiven Chelatbildner, wie Ethy-
lendiamintetraacetat (EDTA), wieder riickgéngig machen.
Eine genaue Kontrolle iiber die Quadruplexstruktur wurde
unldngst von Balasubramanian et al. demonstriert, die zeig-
ten, dass ein G-reiches Oligonukleotid zwischen seinen par-
allelen und antiparallelen Quadruplextopologien hin- und
hergeschaltet werden kann — abhéngig von der Art des in der
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Losung vorhandenen Chelatbildners. In diesen Losungen
wird wegen der ,, Vergiftung®“ des Systems durch Additive nur
eine geringe Zahl von Zyklen beobachtet.!¥! Dennoch blei-
ben diese Ansitze zumindest fiir oberflichenimmobilisierte
Anwendungen vielversprechend, bei denen ein Losungsaus-
tausch moglich ist.

Die Strukturinderung beim Duplex-Quadruplex-Uber-
gang wurde bereits in eine Vielzahl von Ausgabesignalen
iberfiihrt. So konnen Quadruplexe wie Molecular Beacons
funktionieren, bei denen der Duplexstamm durch G-reiche
Oligonukleotidsegmente ersetzt wird."*! Anstelle von Farb-
stoffen lésst sich das G-Quadruplex-Geriist auch zur Posi-
tionierung zweier funktioneller Gruppen am 5'- oder 3'-Ter-
minus eines GFO verwenden, sodass sich diese in unmittel-
barer Néhe befinden, wenn die G-Quadruplex-Struktur ge-
faltet vorliegt. So funktionalisierten Harris et al. die ent-
sprechenden Enden eines GFO mit Liganden, die iiber zwei
verschiedene Bindungsstellen an Trypsin binden konnen.
Liegt nun das GFO in seiner gedffneten (Duplex-)Form vor,
wird Trypsin iiber eine einzelne Bindungsstelle gebunden.
Wenn das GFO jedoch in seine G-Quadruplex-Form iiber-
geht, zeigt sich wegen der Kooperativitit der beiden Bin-
dungsstellen ein entsprechend verbessertes Bindungsverhal-
ten (siche Abbildung 6B)."""! Das GFO lisst sich mit Stan-
dardtreibstoffstrangen und Antitreibstoffstrangen reversibel
zwischen dem Duplex- und dem Quadruplexzustand hin- und
herschalten.

Verschiedene G-Quadruplex-Schalter nutzen die Rever-
sibilitdt, die von der durch zweiwertige Metallionen herbei-
gefithrten Konformationsdnderung und deren Umkehrung
durch Chelatoren herriihrt. Die Chelatkomplexierung von
Ni** durch eine mit einem G-reichen DNA-Segment ver-
bundenen 2,2-Bipyridylgruppe fiihrt zu einem eindimensio-
nalen ,,G-Draht“ (G-wire), der sich unter der Bindung der
Ni**-Ionen durch EDTA in reversibler Weise in eine unge-
ordnete Struktur zerlegen lisst."* Ein ungewshnliches Bei-
spiel ist die Bindung mit dem Liganden 360 A - einem G-
Quadruplex-spezifischen Liganden —, die in Gegenwart von
Cu?" gelost werden kann und sich wiederherstellen lésst,
wenn das System mit EDTA zuriickgesetzt wird."*”! Da die
Bildung von G-Quadruplexen stark von der Gegenwart von
K™ erleichtert wird, konnen oberflichenimmobilisierte GFOs
auch zur Positionierung von Ferrocengruppen verwendet
werden, die sich in Gegenwart von K' niher an eine Ober-
flache bewegen lassen. Dies ist z.B. die Grundlage fiir eine
Reagens-lose elektrochemische Detektionsplattform fiir K*-
Ionen."™ In anderen Studien wurde FRET — entweder zwi-
schen zwei Farbstoffen!” oder zwischen einer Oberfliche,
die mit einem kationisch geladenen Polymer funktionalisiert
ist, und einem fluoreszenzmarkierten GFO — zum Nachweis
von K* genutzt.l!

Auch viele Aptamere enthalten G-Quadruplexe; eines
der bekanntesten Beispiele ist das Thrombin-bindende Ap-
tamer (TBA).'! Ferrocen-markiertes TBA lisst sich zur
elektrochemischen Detektion von Thrombin heranziehen,
dhnlich dem zuvor vorgestellten K*-Sensor.['?

In einem anderen Zusammenhang erwies sich das TBA
als leistungsfiahiges Modellsystem, bei dem der G-Quadru-
plex-Duplex- oder der G-Quadruplex-Einzelstrang-Uber-
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gang liber das Binden und Freisetzen von Thrombin in Re-
aktionskaskaden umgesetzt werden konnten. Eine wegbe-
reitende Arbeit diesbeziiglich war das wiederholte Binden
und Freisetzen von Thrombin durch ein TBA mit einem Se-
quenziiberhang, bei dem das Thrombin durch Versetzen mit
einem Freigabestrang R (release strand) freigesetzt wurde,
der seinerseits komplementir zum Uberhang von TBA war
und mit einem Teil der TBA-Sequenz iiberlappte. Durch die
Zugabe des vollstindigen Komplements zu R, des Anti-
Freigabestrangs, konnte das System zuriickgesetzt werden.['*’!

Bei Verwendung eines TBA-Konjugats, das mit Thrombin
iiber einen DNA-Linker verkniipft ist, fithrt die Zugabe eines
komplementdren DNA-Strangs zu einer Versteifung des
Linkers, wodurch das TBA aus seiner Bindungsstelle am
Thrombin herausgezogen wird. Diese enzymatisch aktive
Stelle ist daraufhin fiir die Katalyse einer biochemischen
Reaktion verfiigbar, die wiederum in ein Fluoreszenzsignal
tibersetzt werden kann. Eine solche Reaktionskaskade
konnte dazu genutzt werden, eine DNA-Sequenz mit einer
Konzentration von 10 nM nachzuweisen.!*]

Sowohl der Sense- als auch der Antisense-Strang telo-
merer DNA kann in einer Tetraplexform vorliegen. Der G-
reiche Strang kann durch Metallionen induziert in eine
Quadruplex-Konformation umschalten, wihrend der C-
reiche Strang in der Gegenwart von Wasserstoffionen in das i-
Motiv umschalten kann. Die Gruppe um Sugimoto hat dieses
System dazu verwendet, Logikgatter zu bauen, die das Po-
tenzial beider Strange zur Bildung von Quadruplexen und i-
Motiven nutzen. Variiert man die Umgebungsbedingungen,
d.h. den pH-Wert und die Konzentration der Metallionen,
existiert das System in vier unterscheidbaren Zustinden.'*]

3.3. Hybridisierungsgetriebene Schalter und Maschinen

Bei den Schaltern des vorigen Abschnitts wurde reversi-
ble Bewegung auf der Nanoskala durch eine wiederholte
Anderung der Pufferbedingungen herbeigefiihrt. Einer der
wesentlichen Nachteile puffergesteuerter Bauteile ist der
Mangel an Sperzifitdt des ,Effektorsignals®. Verdnderungen
der Pufferzusammensetzung beeinflussen alle vorhandenen
molekularen Spezies und ermdoglichen in der Regel keine
Adressierung einer speziellen Komponente. Pufferbasierte
Systeme nutzen daher lediglich die strukturellen und me-
chanischen Eigenschaften von DNA, schopfen aber die
Moglichkeiten der Programmierbarkeit von DNA-Molekiilen
nicht voll aus. Eine hohere Spezifitit geht allerdings mit einer
langsameren Reaktion einher.

Das fritheste Beispiel eines nanomechanischen Bauteils,
das nicht nur aus DNA-Molekiilen besteht, sondern auch von
ihnen angetrieben wird, sind die DNA-Pinzetten (DNA
tweezers) von Yurke et al. aus dem Jahr 2000.5! Thr Operati-
onsprinzip ist in Abbildung 12 A dargestellt. Die Original-
DNA-Pinzetten bestehen aus drei DNA-Einzelstrdngen. Ein
zentraler, 40 Basen langer Strang und zwei periphere Strénge
von 42 Basen Linge bilden zusammen eine Struktur, in der
zwei doppelstrangige Arme von 18 Basen Lénge iiber ein
einzelstringiges Gelenk aus vier Basen verbunden sind. Im
geoffneten Zustand der Pinzette liegen 24 Basen der beiden
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Abbildung 12. Zwei Prototypen fiir DNA-Nanomaschinen, die Strang-
verdringung (strand exchange) durch Kreuzungspunktwanderung voll-
ziehen. A) Eine DNA-Pinzette® in geéffnetem Zustand wird von drei
DNA-Stringen A-C gebildet. Hybridisierung mit einem Treibstoff-
strang F bringt die Pinzette in eine geschlossene Konformation.
Strang F lasst sich tber einen Prozess der Kreuzungspunktwanderung
von einer geschlossenen Pinzette wieder ablésen. Dies bringt die Pin-
zette in ihre gedffnete Konformation zuriick, wobei ein R-F-Abfalldu-
plex produziert wird. B) Ein DNA-Aktuator besteht in seinem ent-
spannten Zustand aus zwei Stringen, die zwei steife Arme und einen
einzelstrangigen Ring bilden.'®'* Die Hybridisierung mit einem
Treibstoffstrang F streckt die Struktur. Wird der Strang F durch den
Strang R entfernt, geht die Struktur wieder in ihre entspannte Konfor-
mation uber.

peripheren Stringe ungepaart vor. Die Pinzette ldsst sich
durch Hybridisierung mit einem 56 Basen langen Treibstoff-
strang oder Stellstrang (set strand) in eine geschlossene
Konformation bringen. Von diesen 56 Basen sind 48 kom-
plementir zu den einzelstrangigen Fortsdtzen der Pinzetten-
arme. Die verbleibenden acht Basen werden als (einzel-
stringiger) Uberhang fiir die Anbindung eines Riickstell-
strangs (reset strand) bendtigt, der zum urspriinglichen
Stellstrang vollstandig komplementir ist. Der Riickstellstrang
kann an den Fortsatz anbinden und so einen Prozess der
Kreuzungspunktwanderung einleiten, bei dem der Stellstrang
von der Pinzette abgelost und diese daher wieder geoffnet
wird (vgl. Abschnitt 2.1). Die abwechselnde Zugabe von
Stell- und Riickstellstrdngen ermoglicht die zyklische Abfolge
von geoffneten und geschlossenen Zustinden der Pinzette.
Die Bewegung eines solchen Nanobauteils ldsst sich durch
FRET zwischen zwei Fluoreszenzmarkern beobachten oder
anhand eines gelelektrophoretischen Nachweises der ver-
schiedenen Zustdnde verifizieren.
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Zwar hat die urspriingliche DNA-Pinzette keinerlei spe-
zifische Funktion, jedoch sind einige konzeptionelle Aspekte,
die mit diesem Bauteil demonstriert wurden, von Bedeutung:
Zunichst wird die Struktur in einer sequenzspezifischen
Weise betrieben — nur Stellstrdnge mit der korrekten Sequenz
konnen die DNA-Pinzette ansteuern, was bedeutet, dass das
Bauteil adressierbar ist. Auch wenn es schon zuvor Beispiele
von hybridisierungsgetriebenem Konformationsschalten gab
— etwa bei den MBs —, ermoglichte es die Verwendung des
Prozesses der Kreuzungspunktwanderung erstmals, ein sol-
ches Konstrukt auch wieder zuriickzuschalten — d.h., ein
doppelstrangiger Bereich konnte ohne thermische Denatu-
rierung wieder in einen einzelstrangigen iibergefiihrt werden.
Dariiber hinaus kann das Pinzettensystem im Prinzip — im
Unterschied zu vielen anderen molekularen Schaltern —
Arbeit verrichten; das SchlieBen und Offnen der Pinzette
geschieht entlang thermodynamisch unterschiedlicher Pfade,
und wihrend jedes Betriebszyklus wird ein Abfallduplex
produziert. Die freie Enthalpie eines Abfallduplexes repra-
sentiert das Maximum an chemischer Energie, das dem
System wéhrend eines Zyklus zur Verfiigung steht — im Falle
eines Doppelstrangs aus 56 Basen sind dies etwa 300 kJ mol ™!

An diese Arbeit anschlieend wurden viele Varianten des
Pinzettensystems entwickelt: Durch die Verkniipfung der
Pinzettenarme {iiber eine einzelstringige Schleife wurde ein
Aktuatorbauteil (actuator device) realisiert, das sich je nach
verwendeter Art des Stellstrangs strecken™® und zusam-
menziehen kann.'*s! Die Kontraktion des Aktuators erfolgt
analog zum SchlieBen der Pinzette (Abbildung 12 A), seine
Streckbewegung ist in Abbildung 12B dargestellt. Eine Va-
riante dieses Bauteils enthélt in ihrer Schleifenregion ein
Desoxyribozym (oder DNAzym, vgl. Abschnitt2.3), das
RNA schneidet. Die Anbindung eines Hybridtreibstoffmo-
lekiils, das eine einzelne RNA-Base innerhalb seiner Sequenz
enthilt, an die Substratbinderegion des DNAzyms fiihrt zu-
nichst zu einer Streckbewegung des DNA-Bauteils. Der
Treibstoffstrang wird dann durch das DNAzym in zwei klei-
nere Fragmente aufgespalten, die wegen ihrer niedrigeren
thermodynamischen Stabilitit vom Bauteil dissoziieren.!'*]
Dieser Operationszyklus lisst sich durch den kontrollierten
Abbau des RNA-Treibstoffstrangs durch RNase H verbes-
sern.['*)

Wie in Abschnitt 2 erwidhnt, wird die Bewegung von hy-
bridisierungsgetriebenen Bauteilen durch den vergleichswei-
se langsamen Fortschritt der Hybridisierungs- und Strang-
verdrangungsreaktionen begrenzt. Verschiedene Versuche
wurden bereits unternommen, um die Kinetik solcher Bau-
teile zu beschleunigen. Ein einfacher Ansatz ist es, die DNA-
Bauteile bei hoheren Temperaturen oder Konzentrationen zu
betreiben.>!] Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung
spezieller Pufferbedingungen oder Zusétze. Beispielsweise
verwendeten Choi et al. ein kationisches Polymer (Poly(L-
lysin-graft-dextran)), von dem sich zuvor erwiesen hatte, dass
es Hybridisierungs- und Strangverdridngungsreaktionen be-
schleunigt.'®? Unter Verwendung von Poly(L-lysin-graft-
dextran) konnten sie das Antwortverhalten und die Leistung
der DNA-Pinzette, aber auch anderer Nukleinsdurebauteile
verbessern.”’!
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Ein interessanter Ansatz zur Steuerung der Bewegung
von DNA-Nanobauteilen besteht in der Verwendung von
DNA-Basen, die von Asanuma et al.” sowie Ogura et al.*®
mit dem photoschaltbaren Molekiill Azobenzol modifiziert
wurden. Azobenzol ldsst sich aus seiner trans- in seine cis-
Konfiguration schalten, wenn man es mit Licht der Wellen-
lange 330-350 nm bestrahlt, wogegen Wellenldngen von 440-
460 nm das Molekiil wieder in seine trans-Form zuriick-
schalten. Nur in seiner trans-Form interkaliert Azobenzol
effizient in eine DNA-Doppelhelix. cis-Azobenzol hingegen
destabilisiert einen DNA-Duplex, was sich in einer be-
trichtlich reduzierten Schmelztemperatur niederschligt.*1>
Asanuma und Mitarbeiter synthetisierten Treibstoffstringe
fiir DNA-Pinzetten, die mit Azobenzol modifiziert wurden
und die die Pinzetten ausschlieflich in der trans-Form
schlieBen konnten.” Ogura etal” verwendeten einen
Treibstoffstrang, der nur auf einer Hilfte mit Azobenzol
modifiziert ist. Das unmodifizierte Segment bleibt dauerhaft
an die Pinzettenarme angebunden, wogegen das modifizierte
Segment sich photoschalten lédsst, was ein wiederholtes
Offnen und SchlieBen der Pinzette bewirkt. Die intramole-
kularen Wechselwirkungen bei diesem Ansatz ergeben eine
sehr viel schnellere SchlieBkinetik als bei den herkémmlichen
DNA-Pinzetten. Die Nutzbarmachung von photoschaltbarer
DNA-Hybridisierung konnte von gro3tem Interesse fiir viele
andere Anwendungen in der DNA-Nanotechnologie sein.
Das Photoschalten konnte zur Steuerung der Aktivitdt DNA-
bindender Proteine mit Licht oder zum Auslésen DNA-ba-
sierter Reaktionskaskaden genutzt werden.

Ein Problem im Zusammenhang mit dem Modellsystem
der DNA-Pinzetten ist deren Tendenz zur Dimerbildung.
Anstatt eine einzelne DNA-Pinzette zu schlieBen, konnen
Treibstoffstrange auch zwei oder mehrere Pinzettenstruktu-
ren miteinander vernetzen, was zu einem heterogenen ge-
schlossenen Zustand fiihrt. Dies kann z.B. durch Gelelek-
trophorese-Experimente beobachtet werden. In vielen der
bisherigen Studien zu DNA-Nanomaschinen wurde eine
genaue Charakterisierung der tatsdchlich entstehenden
Strukturen leider unterlassen. Der zyklische Betrieb eines
Nanobauteils wurde oftmals einfach mit FRET-Studien de-
monstriert; jedoch haben diese Experimente nur eine be-
dingte Aussagekraft, wenn eine Mischung aus Monomeren
und Multimeren vorliegt. Ihre quantitative Signifikanz wird
weiter dadurch verringert, dass der Anteil tatséchlich farb-
stoffmarkierter Molekiile in der Regel nicht bekannt ist.

Diese Probleme lassen sich zumindest teilweise durch
Fluoreszenzstudien an Einzelmolekiilen umgehen, die auch
die Erkennung unvollstindig markierter DNA-Strukturen
und die Ermittlung der Stochiometrie beziiglich ihrer Mar-
kierung ermoglichen. Studien mit Einzelpaar-FRET (single-
pair FRET, spFRET) an DNA-Pinzetten haben gezeigt, dass
eine geschlossene Pinzette verschiedene Subpopulationen
von unterschiedlicher FRET-Effizienz enthilt. Verwendet
man lediglich die FRET-Werte fiir vollstdndig gedffnete und
geschlossene Pinzetten, ermoglicht dies eine sehr viel ge-
nauere Bestimmung der Abstinde innerhalb des DNA-Bau-
teils als bei Ensemble-Experimenten. Es ist zu erwarten, dass
Einzelmolekiiltechniken eine zunehmende Rolle bei der
Konstruktion und Charakterisierung von Nukleinsdure-Na-
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nobauteilen spielen werden. Beispielsweise wurde spFRET
unldngst auch in Zusammenhang mit einen schaltbaren
DNA-Nanobehilter (siche Abschnitt 5.2)!* angewendet
und iiberdies zur Charakterisierung des Nanometronoms
genutzt, das schon in Abschnitt 3.2 erwihnt wurde.'"”

Ein komplexeres hybridisierungsgetriebenes Bauteil als
die pinzettendhnlichen Strukturen wurde von Yan et al.
entwickelt.'™ Dieses PX-JX,-Bauteil basiert auf einem
paranemischen DNA-Kreuzungsiibergang (paranemic
DNA crossover) und hat eine verringerte Tendenz zur Di-
merbildung. Eine paranemische DNA-Struktur kann durch
gegenseitigen Austausch von Strangen derselben Polaritét
zwischen zwei Doppelhelices an jeder der méglichen Posi-
tionen gebildet werden (Beispiele fiir PX- und JX,-Struk-
turen in Abbildung 13).°) Wenn Teile dieser Struktur
entfernt und durch DNA-Bereiche ohne solche Uberginge
ersetzt werden, ergibt dies Molekiile in einer versetzten
Anordnung (juxtaposed structure), in der zwei Helices um
180° gegeniiber der paranemischen Struktur gedreht vor-
liegen. Diese Bewegung lédsst sich nutzen, um molekulare
Strukturen, die an dieses Bauteil angebunden sind, zu
drehen, was sich beispielsweise durch Rasterkraftmikro-
skopie (AFM) charakterisieren lésst.

Seeman und Mitarbeiter demonstrierten bereits meh-
rere molekulare Maschinen von fortschreitender Komple-
xitdt, die auf dem PX-JX,-Motiv beruhen. So wurde die
PX-JX,-Struktur unldngst zu einem Schalter mit drei Zu-
stinden erweitert™®” — dem PX-JX,-BX-Schalter —, in dem
zusidtzlich zur Drehung der PX-Sektion der zentrale Teil
des Bauteils zur Kontraktion und Ausstiilpung zweier
Doppelkreuzungs-Sektionen (double-crossover sections)
gebracht werden kann, was global zu einer Art Kreuzkon-
formation fiithrt (Abbildung 13). Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass sich ein Paar von PX-JX,-Bauteilen
parallel betreiben ldsst — mit demselben Satz an Effektor-
strangen (effector strands)."*® Bei diesem Ansatz wird ein
Bauteil von der PX- in die JX,-Konformation, das andere in
die umgekehrte Richtung geschaltet, was sich in einer
entgegengesetzte Bewegung der beiden Strukturen mani-
festiert. Diese Arbeit représentiert eines der ersten Bei-
spiele, bei denen zwei unterschiedliche Bauteile parallel im
gleichen Reaktionsvolumen betrieben werden.

In einer anderen Reihe von Experimenten fiihrten
Seeman und Ding PX-JX,-Kassetten in ein supramoleku-
lares Netzwerk aus DNA-TX-Kacheln (triple crossover
DNA-tiles, TX) ein.'”! Unter Verwendung von doppel-
striangigen Zeigermolekiilen, die an diese Kassetten ange-
bracht waren, konnte das Schalten zwischen den PX- und
JX,-Zustdnden eindrucksvoll fiir die gesamte supramole-
kulare Anordnung sichtbar gemacht werden, was konzep-
tionell auf die Realisierung zukiinftiger molekularer Mon-
tagelinien mit DNA-Robotern anspielt. Ein vergleichbarer
Ansatz wurde erst unléngst fiir ein System auf der Basis von
DNA-Origami eingesetzt.!*")

Wie in Abschnitt 7 noch diskutiert werden wird, ist
eines der Ziele der Nanotechnologie mit Nukleinsduren der
Betrieb von DNA-basierten Nanobauteilen in vivo. Aller-
dings kommt DNA in lebenden Organismen einzelstringig
nicht vor — RNA hingegen schon. Aus diesem Grund haben
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Abbildung 13. Drei-Zustands-Schalter auf Grundlage eines Strangaus-
tauschs zwischen PX-, JX,- und BX-Strukturen.® A) Im ,paranemischen
Zustand“ (paranemic state) PX sind zwei Doppelhelices durch eine maxi-
male Zahl an Strangaustiuschen (strand crossovers) miteinander verwo-
ben. Im JX,-Zustand ist die Zahl der Strangaustiusche um zwei reduziert,
was zu einer relativen Verdrehung der Helices C und D zueinander fiihrt.
Zusitzlich lasst sich die innere Region der Struktur ,ausbeulen®, was zum
Zustand BX fihrt. B) Der Ubergang zwischen den verschiedenen Struktu-
ren lasst sich durch das Entfernen oder die Zugabe geeigneter Stellstrin-
ge steuern. Wiedergabe mit Genehmigung aus den Proceedings of the
National Academy of Sciences of the USA.
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verschiedene Gruppen bereits versucht, RNA-Stringe an-
stelle von DNA-Striangen als Effektormolekiile zu nutzen, um
DNA-Bauteile anzutreiben. Sowohl fiir das PX-JX,-Bau-
teil'®" als auch fiir die DNA-Pinzetten'® konnte gezeigt
werden, dass sich diese genausogut mit RNA-Effektorstrén-
gen betreiben lassen. Diese Beispiele reprisentieren die
ersten Versuche, die Aktivitit von DNA-Bauteilen mit ,,ge-
netischer Information zu steuern. In Lit. [163] wird die
Produktion von RNA-Kontrollsequenzen fiir DNA-Pinzetten
der Kontrolle eines einfachen genregulatorischen Elements
in vitro unterworfen.

3.4. Bauteile mit Aptamerkomponenten

Aptamere sind duBlerst vielversprechende Komponenten
fiir funktionale Nanobauteile; auler dem TBA ist hierfiir
bereits eine ganze Reihe anderer Aptamere eingesetzt
worden (siche Abschnitt 3.2). So nutzt ein Aptamer-basierter
Schalter das AMP-Aptamer in der ersten Hilfte seines
Schaltzyklus und die Zugabe von Adenosin-Desaminase, um
anschlieBend das System wieder zuriickzusetzen.'*! Dieses
System wurde dahingehend erweitert, dass DNA-Pinzetten —
angetrieben von diesem AMP/Adenosin-Desaminase-System
— geoffnet und geschlossen werden, wobei die AMP-Apta-
mere an den Enden der Pinzetten mit einem kurzen DNA-
Strang verbunden sind, der sich ablost, wenn das Aptamer in
seiner gefalteten Form vorliegt (Abbildung 14).1! Die Bin-
dung eines Proteins an sein Aptamer ldsst sich auch durch die
Gegenwart eines Stranges verhindern, der zum Aptamer
partiell komplementir ist und es entfaltet: Das Protein wird
damit von seiner inaktiven, Aptamer-gebundenen Form in
seine freie, aktive Form iiberfiihrt. Auf solche Weise liisst sich
z.B. die DNA-induzierte Inaktivierung eines Aptamers fiir
Tag-Polymerase nutzen, um diese zu freizusetzen; die Akti-
vitdt der DNA-Polymerase ldsst sich damit reversibel an- und
ausschalten.'® In einer eleganten Demonstration zur gene-
rellen Natur der Schaltbarkeit von Aptamerbindungen haben

Abbildung 14. A,B) Molekulare Aptamer-basierte Bauteile, die das An-
binden von Adenosin (griines Oval) in ein Fluoreszenzsignal umwan-
deln. Die Zugabe von Adenosin-Desaminase (ADA) setzt das System
durch die Degradation des Adenosins zu Inosin (schwarze Spirale)
zuriick."*"®! Das Bauteil in (B) entspricht der Kombination zweier
Aptamere mit einer DNA-Pinzette.
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Li und Nutiu Anordnungen entworfen, bei denen die Kom-
plexierung mit dem Zielmolekiil eine Anderung der Fluo-
reszenz bewirkt. In Abwesenheit des Zielmolekiils bindet die
fluoreszierende Anordnung, die auch das Aptamer enthilt,
an ein Segment der DNA, das mit einem Quencher markiert
ist. In Gegenwart des Zielmolekiils zwingt die Bildung des
Aptamer-Zielmolekiil-Moduls den DNA-Quencher-Strang
zur Dissoziation von der Anordnung, wodurch die Fluores-
zenzloschung abgeschaltet wird.'”! Eine Reihe von Metho-
den, mit denen sich ein Fluoreszenzauslesesignal generieren
lasst, ist in Abbildung 22 dargestellt. Diverse weitere An-
wendungen funktioneller Nukleinséduren werden in den Ab-
schnitten 6 und 7 beschrieben.

4. Molekulare Motoren und Ldufer

Zu den beeindruckendsten molekularen Maschinen, die
sich in der Natur finden lassen, zihlen molekulare Motoren —
Molekiile, die Kraft und Bewegung erzeugen. Ein grofler Teil
theoretischer und experimenteller Arbeit zu diesem Thema
widmet sich der Frage, wie molekulare Strukturen in Ge-
genwart von Brownscher Bewegung chemische Energie in
gerichtete Bewegung umwandeln kénnen.'® In den letzten
Jahren haben Forscher begonnen, die Selbstorganisationsei-
genschaften von DNA- und RNA-Molekiilen zu nutzen, um
experimentell die ersten nichtbiologischen Prototypen sol-
cher Brownschen Motoren zu entwickeln.!"®”)

4.1. Hybridisierungsgetriebene DNA-Ldufer

Die ersten Laufersysteme, die vollstindig aus DNA be-
standen, beruhten auf einer recht einfachen Idee: Typischer-
weise wird anfinglich ein ,,zweibeiniger DNA-Laufer — er
verfiigt tiber zwei einzelstringige ,,Fiile* — an eine moleku-
lare DNA-Laufbahn angebunden, und zwar iiber eine Ver-
bindung der Fiile mithilfe einzelstrangiger ,,FuBhalterungen*
(footholds), die als Verbindungsstrange (connector strands)
aus der Bahn herausragen. Die Verbindungsstriange konnen
durch Kreuzungspunktwanderung von Ablosestrdangen
(removal strands) sequenzspezifisch von der Bahn abgeldst
werden. Wenn ein DNA-Fuf3 auf diese Weise von der Bahn
angehoben wird, kann er an die nichste freie Halterung auf
der Bahn anbinden. Mit den geeigneten Verbindungs- und
Ablosestriangen lésst sich dies einige Male wiederholen, um
den Liufer zu einer beliebigen Position auf der Bahn zu be-
wegen.

Erstmals wurde dieses Prinzip in einer Arbeit von Shin
und Piercel™ angewendet — hier ist der Laufer einfach ein
DNA-Doppelstrang mit zwei einzelstrdngigen Fortsédtzen.
Eine etwas kompliziertere Anordnung nach &hnlichem Prin-
zip wurde von Sherman und Seeman!'”! in Form eines zwei-
fiBigen Léaufers vorgestellt, der aus zwei DNA-Doppel-
stringen zusammen mit flexiblen, einzelstrdngigen Verkniip-
fungselementen besteht. Dieser Laufer kann lings einer su-
pramolekularen Bahn transloziert werden, die aus Molekiilen
mit Dreifachkreuzungen (triple crossover, TX) besteht und
mit einzelstrangigen FuBhalterungen ausgestattet ist.
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Im Grunde dem gleichen Prinzip folgen die molekularen
Zahnrider (molecular gears) von Tian und Mao.'’? Bei deren
System, in dem eine weitere Art gerichteter Bewegung rea-
lisiert ist, bewegen sich zwei zirkuldire DNA-Molekiile relativ
zueinander, angetriecben vom gleichen Mechanismus der
Addition und des Ablosens von Verbindungsstrangen. Die
beiden Kreise bestehen aus einem zirkulidren Einzelstrang, an
den jeweils drei weitere hybridisiert sind. Letztere haben
flexible Gelenke mit einzelstringigen Fortsédtzen, die als
FuBhalterungen fungieren. Wegen der Flexibilitit der Ge-
lenke konnen zwei zirkuldre Strénge gleichzeitig mit zwei
Verbindungsstrangen verbunden sein. Durch die alternie-
rende Zugabe von Verbindungs- und Abldsestrdangen in der
richtigen Reihenfolge konnen die beiden Kreise dazu ge-
bracht werden, relativ zueinander in eine Richtung zu rotie-
ren.

All diese Systeme der ersten Generation haben den
ernsthaften Nachteil, dass sie extern getaktet werden, d.h.
dass fiir jeden einzelnen Schritt des Laufers manuell zusétz-
liche DNA-Stringe hinzugegeben werden miissen. Daher
wurden in der Folge verschiedene Konzepte fiir eine auto-
nome Bewegung von DNA-Liufern entwickelt, die typi-
scherweise katalytische Reaktionen nutzen, die entweder
durch Enzyme oder durch das Prinzip der Hybridisierungs-
katalyse vermittelt werden. Dieses Prinzip kommt durchweg
bei den DNA-Léufern der zweiten Generation zur Anwen-
dung, die in der Folge von Pierce, Turberfield sowie Seeman
et al. entwickelt wurden. Bei diesen Systemen spielt der
DNA-Laufer selbst die Rolle eines Hybridisierungskatalysa-
tors (siche Abschnitt2.1): Er katalysiert die Reaktion ent-
weder zwischen zwei Haarnadeltreibstoffstrangen oder einem
Haarnadeltreibstoffstrang und der Laufbahn des Motors. Die
mechanistischen Details der katalytischen Prozesse sind
dabei so entworfen, dass sie zu einer unidirektionalen Liu-
ferbewegung fithren. Als Beispiel zeigt Abbildung 15 das
Prinzip des autonomen Liufers von Yin et al.l'’?!

Ausgehend von einer dhnlichen Idee wurde jlingst von
Omabegho und Mitarbeitern ein um einiges komplexerer
Laufer entwickelt, der sich auf einer DX-Bahn anstelle einer
dsDNA-Bahn bewegt. Unter Verwendung zweier bestimmter
FuBhalterungen und eines aufwindigen Schrittmusters gelang
die autonome und prozessive Bewegung des Liaufers iiber
einige Schritte hinweg.

Die Léufer von Yin et al.”! und Omabegho et al.l™! be-
ruhen beide auf dem Ansatz des ,,Briicken hinter sich Ab-
brechens“ (burnt bridges) — wie viele andere der bisher rea-
lisierten Léufersysteme auch. Bei diesem Ansatz werden die
FuBhalterungen auf der Bahn entweder ganz zerstort oder
unbrauchbar hinterlassen, nachdem der Liaufer sie passiert
hat. Durch dieses etwas brachiale Vorgehen wird ein Schritt
zuriick ausgeschlossen und so die Bewegung in die andere
Richtung erzwungen. Anders als bei natiirlichen Systemen
lassen sich solche supramolekularen DNA-Bahnen daher nur
ein einziges Mal verwenden. Daher ist es auch unmdoglich,
mehrere Laufer iiber denselben Abschnitt der Bahn laufen zu
lassen. Dies wire jedoch hochst wiinschenswert, wenn Sys-
teme von DNA-Motoren wirklich einmal als Transportsyste-
me dienen sollten — wie etwa Kinesinmotoren in Zellen, die
Organellen entlang von Mikrotubuli transportieren. Turber-

www.angewandte.de

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

F. C. Simmel und Y. Krishnan

Abbildung 15. Autonomer, jedoch nichtprozessiver DNA-Liufer. A) An-
fanglich ist der Liufer W mit zwei FiiRen an die Bahn angebunden. Un-
besetzte FuRlschlaufen T auf der Bahn bilden inerte Haarnadelschleifen.
Die Haarnadeltreibstoffstringe F kénnen nur von besetzten Fuschlau-
fen gesffnet werden. B) Nach der Hybridisierung von F mit der Schlau-
fe ganz links |6st sich der linke Fu des Laufers von der Bahn ab. Er
kann nun auf der rechten Seite in die nichste Schlaufe eindringen.

C) Nach der Hybridisierung von W mit T hat der Liufer effektiv einen
Schritt nach rechts vollfithrt. W agiert als Hybrisierungskatalysator der
Reaktion des Haarnadeltreibstoffmolekiils mit einem Schlaufenmole-
kiil T. Wiedergabe aus Lit. [169].

field und Mitarbeiter haben jiingst ein elegantes Operati-
onsschema entwickelt, bei dem die Bahn nicht irreversibel
verindert wird.'"”” Das Konzept dieses zweifiiBigen Liufers
ist in Abbildung 16 dargestellt: Der Laufer hat zwei Fii3e, die
an eine einzelstringige DNA-Bahn hybridisieren konnen.
Die Bindungsstellen fiir die Fiifle sind jedoch so entworfen,
dass sie leicht iiberlappen. Der fithrende Fuf3 kann das Ab-
losen eines DNA-Schleifensegments im hinteren Fuf einlei-
ten, wodurch dieser fiir eine Hybridisierung mit einem
Haarnadeltreibstoffmolekiil zugénglich wird. Der entgegen-
gesetzte Prozess — die Beeinflussung des fithrenden Fufles
durch den hinteren — ist nicht moglich. Dank dem ausgeklii-
gelten Design tritt eine Hybridisierungskatalyse nur fiir den
hinteren Fuf} ein — damit ist die Bewegung des Léufers ge-
richtet und lduft zwischen beiden Fiilen koordiniert ab.

4.2. DNA-Ldufer, die Enzyme und Ribozyme verwenden

Eine betrichtliche Zahl von Laufern wurde mithilfe eines
Hybridansatzes entwickelt, bei dem nicht nur die Hybridi-
sierung von DNA, sondern auch das Eingreifen von Enzymen
oder Desoxyribozymen (DNAzymen) zur Bewegung beitrégt.
Yin et al.l'”’”! demonstrierten die erste DNA-Maschine, die die
Mitwirkung einer DNA-Ligase, die zwei DNA-Stringe ko-
valent zu einem verkniipft, und eines Restriktionsenzyms, das
Verbindungen zerstort, fiir die Translokation einer DNA-
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Abbildung 16. Autonomer Laufer von Green et al.'””! A B) Die beiden
Fiile des Laufers W konkurrieren um die Bindung an die einzelstrangi-
ge Laufbahn, zwischen den Zustinden A und B wird stindig gewech-
selt. In Zustand B kann der linke FuR teilweise angehoben werden und
C,D) mit der Haarnadel H1 iiber einen externen Fortsatz hybridisieren.
E) Die aktivierte Haarnadel H1 kann jetzt an den komplementéren
Treibstoffstrang H2 hybridisieren. F) Uber eine Kreuzungspunktwande-
rung wird der Abfallduplex H1-H2 vom Laufer entfernt. G) Der linke
Fuf ist vollstindig von der Laufbahn abgelést und (A*) kann nun dif-
fusiv einen Schritt vorwirts machen — oder wieder an seine urspriingli-
che Bindungsstelle anbinden. Wiedergabe aus Lit. [169].

Sequenz ldngs eines eindimensionalen Geriistes nutzt. Das
Laufersystem besteht aus einer doppelstrangigen DNA-Bahn
mit DNA-Ankern in regelméBigen Abstdnden, auf der eine
Léufersequenz mit sticky end — etwa ,, klebriges Ende* — unter
Einwirkung der Enzyme von einem zum néchsten Anker-
punkt vorwértsbewegt werden kann. Ein sehr &dhnliches
Konzept wurde spiter von Turberfield et al. demonstriert,[!”!
hier unter Verwendung einer DNA-Endonuklease, die nur
Einzelstrangbriiche erzeugt (,,nicking enzyme*; Abbil-
dung 17). Auch hier bewegt sich der Laufer auf einer dop-
pelstrdangigen DNA-Bahn, aus der in gleichmafBigen Abstédn-
den Ankersequenzen herausragen. Allerdings reprisentiert
in diesem Fall eine einzelstringige DNA den Léaufer, die an
einen der Anker hybridisieren kann, wodurch die Erken-
nungssequenz der Nuklease N.BbvC IB vervollstdndigt wird.
Wihrend eines Schrittzyklus erzeugt das Enzym einen ein-
zelstrangigen Spalt im Ankerstrang, an den der Laufer gerade
angebunden ist. Der abgetrennte Teil des Ankers dissoziiert
und hinterlédsst einen einzelstridngigen Fortsatz, an den der
benachbarte Ankerstrang anbinden kann. Der Lauferstrang
wird dann vom alten Ankerstrang verdrangt und durch eine
Kreuzungspunktwanderung zu einem neuen Angriffspunkt
fiir das Enzym gebracht, woraufthin der Zyklus erneut ablauft.
Kiirzlich haben Bath et al.l'” das Konzept des prozessiven
DNA-Liufers von Green et al.l' mit der Aktivitit der En-
donuklease N.BbvC IB kombiniert. Dadurch konnten sie
zeigen, dass sich ihr Konzept der koordinierten chemome-
chanischen Aktion (coordinated chemomechanical action)
auch auf die Nutzung anderer Energiequellen als Hybridi-
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Abbildung 17. DNA-Laufer auf Grundlage eines nicking enzyme.'”®

A) Der Liufer (Markierung *) ist anfinglich an den Ankerstrang n
(anchor strand) angebunden. Der Laufer-Anker-Duplex enthilt eine
Erkennungssequenz (grau) fiir ein Spaltenzym, das — wie in (B) ange-
deutet — den Ankerstrang entzweischneidet. B) Dies fiihrt zur Dissozia-
tion des oberen Ankerabschnitts. C) Der benachbarte Ankerstrang
(n+1) dringt in den Liufer-Anker-Duplex iiber eine Kreuzungspunkt-
wanderung ein, wodurch D) der Liuferstrang vollstindig auf die nichs-
te Bindungsstelle Gbertragen wird.

sierungsreaktionen, ndmlich in diesem Fall DNA- oder RNA-
Hydrolysereaktionen, verallgemeinern lésst.

Fin anderes Konzept fiir DNA-basierte molekulare Be-
wegung wurde von Sahu et al. entwickelt!'"® — hier wird die
hohe prozessive Polymerisations- und Strangverdringungs-
aktivitit der DNA-Polymerase des Phagen ¢29 genutzt. Das
System besteht aus zwei miteinander verbundenen Ringen:
einem zirkudren Radstrang (wheel strand), gewunden um
eine zirkulire DNA-Bahn. Um eine Bewegung des Rads
langs der Bahn zu erzeugen, muss ein DNA-Primer, der an
das Bahnmolekiil angebunden ist, durch Polymerisation von
der ¢29-DNA-Polymerase verldngert werden. Da diese Po-
lymerase eine starke Strangverdrdngungsaktivitdt aufweist,
kann sie das Rad aus seiner Bindungsstelle driicken und es so
langs der Bahn bewegen.

Wie in Abschnitt 2.3 bereits ausgefithrt wurde, lassen sich
bestimmte biochemische Reaktionen, wie das Aufbrechen
von Phosphodiesterbindungen oder eine Ligation, auch von
RNA- oder DNA-Molekiilen, so genannten (Desoxy-)Ribo-
zymen, katalysieren. Einige der enzymgetriebenen DNA-
Motorkonzepte, die soeben beschrieben wurden, lassen sich
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daher auch in Systemen, die vollstdndig aus Nukleinsiduren
bestehen, zur Anwendung bringen. So stellten Tian et al.'®"]
beispielsweise aus dem 10-23-DNAzym,!'®! das RNA spalten
kann, einen Laufer her, der sich auf einer doppelstringigen
Bahn mit einzelstréngigen FuBhalterungen entlang bewegen
kann, die ihrerseits aus einem DNA-RNA-Hybrid mit einer
einzelnen RNA-Base bestehen. Bei jedem Schritt bindet das
DNAzym an eine der FuBhalterungen und katalysiert deren
Spaltung an der Position der RNA-Base. Nach der Dissozia-
tion eines der Spaltprodukte der FuBhalterung wird das
DNAzym durch Kreuzungspunktwanderung zur néchsten
FuBhalterung weitergereicht. Dies entspricht im Grunde
genau dem Konzept des DNA-Liufers von Bath et al.,l"”® nur
wird hier das Spaltzenzym durch ein DNAzym ersetzt.

Ein dhnliches Konzept wurde unlidngst von Stojanovic und
Mitarbeitern zur Konstruktion ,,molekularer Spinnen* (mo-
lecular spiders) verwendet.®? In dieser Arbeit werden vier
mit Biotin modifizierte 10-23-DNAzyme an die vier Bin-
dungsstellen des Proteins Streptavidin angebunden, was
einen Protein-,, Korper® mit vier katalytischen ,,Beinen® er-
zeugt. Diese molekulare Anordnung kann dazu gebracht
werden, tiber einen ,,Substratrasen* zu laufen. Wegen der
Spaltung der Substrate kann der Laufer niemals in Regionen
zuriickkehren, die er zuvor schon besucht hat. Die Bewegung
erfolgt zwar im Prinzip diffusiv, lasst sich aber durch die
Vorgabe einer eindimensionalen Bahn von Substratmolekii-
len in eine Richtung zwingen. Dies wurde jiingst experimen-
tell anhand der Verwendung einer Origami-basierten Bahn
fiir die Spinnen gezeigt. Dies ist zugleich der erste autonome
molekulare Liufer, der eine Distanz von ca. 100 nm zuriick-
zulegen vermag.!®!

4.3. Polymerisationsmotoren

In biologischen Systemen werden Kréfte nicht nur von
molekularen Motoren erzeugt, die eine Gehbewegung voll-
fithren, sondern auch durch andere Prozesse, etwa der Poly-
merisation von steifen molekularen Filamenten. Die Zell-
wanderung auf Oberfldchen wird von Zyklen der Extension
und Kontraktion angetrieben, die als Folge einer kontinuier-
lichen internen Reorganisation des Zytoskeletts auftreten.!"s!
Das Wachstum von Filopodien, Lamellipodien oder Mikro-
villi beispielsweise wird durch Aktinpolymerisation verur-
sacht. Auch die Bewegung bestimmter pathogener Bakterien,
wie Listeria Monocytogenes oder Rickettsia Rickettsii, wird
durch die Polymerisation von Aktin angetrieben. Diese
Bakterien nutzen das aktinbasierte Motilitdtssystem ihrer
Wirtszellen, indem von einer Region ihrer Oberfldche aus
Aktinfilamente polymerisieren, wodurch sie sich mit einer
beachtlichen Geschwindigkeit von 10 pmmin~' durch das
Zytosol bewegen konnen. Die sich bewegenden Bakterien
hinterlassen einen Schwanz von Aktinfilamenten, der auch
als ,,Aktinkomet“ (actin comet) bezeichnet wird.['#+1%

Inspiriert von diesen biologischen Beispielen gab es be-
reits Ansdtze, DNA-Polymerisationsreaktionen als Antrieb
fiir eine molekulare Bewegung zu verwenden. In Lit. [186]
demonstrierten Venkataraman etal. einen kiinstlichen
,DNA-Kometen“, der die zuvor von Dirks und Pierce vor-
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gestellte Hybridisierungskettenreaktion (hybridization chain
reaction, HCR) nutzt."”) HCR basiert auf der Katalyse der
Hybridisierung zwischen zwei unterschiedlichen Typen von
Haarnadelstrukturen durch einen Auslosestrang (initiator
strand). Dem Konzept der Hybridisierungskatalyse &hnlich,
das in Abbildung 2 erldutert wird, 6ffnet der Auslosestrang
eine der Haarnadelstrukturen und ermoglicht dieser, mit
einer Haarnadel des zweiten Typs zu reagieren. Dies legt eine
zweite katalytische Region frei, mit deren Hilfe dann eine
weitere Haarnadel des ersten Typs geoffnet wird. Das Er-
gebnis ist eine Kettenreaktion, bei der komplementire
Haarnadeln in Form eines langen Filaments miteinander hy-
bridisieren. Mit fluoreszenzmarkierten DNA-Stréngen
konnten die Autoren demonstrieren, dass das Polymer zwi-
schen zwei anfinglich benachbarten Strangen im Filament
wichst, wobei diese im Zuge des Polymerisationsfortschritts
rdaumlich getrennt werden. In Analogie zum bakteriellen
Kometensystem initiierten die Autoren den Wachstumspro-
zess an der Kante einer DNA-Origamistruktur, was zu langen
filamentosen Strukturen fiihrte, die an einen ,,DNA-Ko6rper*
angebunden waren. Dies konnte durch rasterkraftmikrosko-
pische Aufnahmen sichtbar gemacht werden.

5. Schaltbare Materialien und Hybridkomponenten

Als mogliche Anwendung fiir DNA-Nanomaschinen
wurde in den vergangenen Jahren eine Reihe von schaltbaren
und adressierbaren molekularen Strukturen vorgeschlagen.
Dies bezieht Strukturen, die ihre Geometrie oder mechani-
schen Eigenschaften veréndern, ebenso mit ein wie Bauteile,
die Nano-Objekte einfangen und wieder freisetzen konnen.
In vielen Fillen wurden DNA-Hybride — d.h. DNA-Protein-
Konjugate oder verzweigte Strukturen, die organische
Linker-Molekiile einbinden — verwendet. Im Unterschied zu
anderen Strategien zur Konstruktion schaltbarer Materialien
ist der Hauptvorteil des Einsatzes von DNA als Effektor-
molekiil klarerweise deren Sequenzspezifitit, die es ermog-
licht, den molekularen Schaltvorgang prézise zu adressieren.

5.1. Gele und molekulare Netzwerke

Im Zusammenhang mit dem Transport von Wirkstoffen
und Systemen fiir deren kontrollierte Freisetzung besteht
betrachtliches Interesse an der Entwicklung von schaltbaren
Mikrogelsystemen, die pharmazeutisch wirksame Verbin-
dungen aufnehmen und diese als Reaktion auf einen Stimulus
wieder gezielt freisetzen konnen.'™ Eine weitere mogliche
Anwendung von schaltbaren Gelen ist ihre Verwendung als
kiinstliche Muskeln, da sie pulsierendes mechanisches Ver-
halten aufweisen konnen, wenn man sie periodisch verin-
derlichen Stimuli aussetzt. Yurke und Mitarbeiter entwi-
ckelten ein schaltbares DNA-Gelsystem, das durch die Ko-
polymerisation von Acrylamid mit DNA-Stréngen realisiert
wurde, die mit reaktiven Gruppen (Acryditen) modifiziert
waren.'™ Das Gel lieB sich aus dem fliissigen Zustand durch
die Vernetzung der DNA-Acrylamidstrédnge iiber komple-
mentdre DNA-Verbindungsstringe (DNA  crosslinker
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strands) in den festen Zustand iiberfithren. Die mechanischen
Eigenschaften des Gels konnten durch die Menge an Ver-
kniipfungsstréangen eingestellt werden; genauso aber lief3 sich
das Gel auch durch einen Ablosestrang in den fliissigen Zu-
stand zuriickschalten. Spéter konnte gezeigt werden, dass sich
dieses System dazu verwenden lésst, Nanopartikel in Form
fluoreszierender kolloidaler Quantenpunkte in einem DNA-
Polyacrylamidgel einzufangen und durch die Zugabe eines
geeigneten Effektorstrangs wieder freizusetzen (Abbil-
dung 18).1°0

t=5min t=10min t=20min =60 min t=120 mi

Abbildung 18. Oben: DNA lisst sich als adressierbares Molekiil zur
Vernetzung in Polymerhydrogelen verwenden. Unter Verwendung von
Hybridisierung und Strangverdriangung durch Kreuzungspunktwande-
rung lasst sich der Gelierungsprozess sequenzspezifisch und reversi-
bel gestalten."”” Auf diese Weise konnten fluoreszierende Nanopartikel
reversibel eingefangen und wieder freigesetzt werden. Unten: Aufnah-
me der Fluoreszenz diffundierender Nanopartikel (kymographische
Darstellung) wihrend verschiedener Stadien des Gelierungsprozesses.

Eine Variante des DNA-vernetzten Hydrogels von Yurke
et al. wurde spiter von Mi und Mitarbeitern realisiert,'!) die
einen Vernetzungsstrang mit der Thrombinaptamersequenz
verwendeten. Auf diese Weise ldsst sich das Gel mit Throm-
bin beladen. Prinzipiell sollte es auch moglich sein, diesen
Ansatz umzukehren, sodass die Auflosung des aptamerver-
netzten Hydrogels von der Gegenwart des Aptamerliganden
abhingig sein sollte. Dies konnte man dazu nutzen, Wirk-
stofftrdger auf ein chemisches Signal hin aus dem Gel frei-
zusetzen.

Es gibt auch mehrere Beispiele schaltbarer supramole-
kularer Netzwerke, die ausschlieBlich aus DNA bestehen. So
erzeugten etwa Luo und Mitarbeiter®® dichte Hydrogele aus
verzweigten DNA-Strukturen mit einer Reihe verschiedener
Verzweigungstopologien. Diese Gele lassen sich mit Insulin
beschicken, das mit dem Abbau der DNA iiber einen gewis-
sen Zeitraum hinweg freigesetzt wird. Von Lubrich und
Mitarbeitern wurde ein schaltbares DNA-Polymer vorge-
stellt,'”? bei dem das DNA-Pinzettensystem unter Verwen-
dung der Rolling-Circle-Amplifikation  polymerisiert
wurde.! Dies resultiert in einer kontrahierbaren Nanostruk-
tur, die sich analog zu den Monomerpinzetten zusammen-
ziehen und strecken kann. Die entsprechende Lingenénde-
rung konnte mit einem Rasterkraftmikroskop abgebildet
werden.

Einige Jahre zuvor hatten Yan und Mitarbeiter bereits ein
schaltbares DNA-Gitter vorgestellt, das sich durch die
Zugabe oder das Entfernen entsprechender Streckstringe
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(stretching strands) zwischen zwei verschiedenen Gitterab-
stinden schalten lisst."! Das Gitter besteht aus vernetzten
Viererkreuzungen, die iiber teilweise selbstkomplementére
DNA-Sequenzen verbunden sind, die ihrerseits eine Haar-
nadelschleife ausstiilpen konnen. Ein zum Stamm der Haar-
nadelschleife komplementidrer DNA-Strang kann mit der
Haarnadel hybridisieren und dadurch das Gitter um die
Liange zweier Doppelhelixwindungen strecken. Unter Ver-
wendung des Konzepts der Kreuzungspunktwanderung lasst
sich der Prozess umkehren und das Gitter damit wieder ver-
engen. Als fortgeschritteneres Beispiel eines schaltbaren
DNA-Gitters konnte man auch die Anordnung beweglicher
,Roboterarme* von Seeman und Ding betrachten, die bereits
zuvor angesprochen wurde.!'>]

5.2. Schaltbare Behidilter

Auch im Bereich des kontrollierten Wirkstoff-Transports
sind Anwendungen mit schaltbaren DNA-Bauteilen denkbar,
die eine Kavitdt aufweisen, in der sich Proteine oder andere
nanoskalige Objekte verkapseln lassen. In den vergangenen
Jahren ist eine Reihe von dreidimensionalen DNA-Objekten
verwirklicht worden,'*! unter ihnen Polyeder, die auf dem
Zusammenfiigen einiger weniger Stringe beruhen,!¥>!%!
ebenso wie dreidimensionale Origamistrukturen, die aus
ganzen Helixbiindeln zusammengesetzt sind.!'’*! Dariiber
hinaus wurde eine Vielzahl von Strukturen realisiert, deren
Topologie durch organische Linker-Molekiile gesteuert
wurde.?"!

Turberfield und Mitarbeiter demonstrierten, dass sich
Proteine (konkret Cytochrom c) in DNA-Tetraeder einlagern
lassen.”! AuBerdem zeigten sie, dass sich die Seitenflichen
des Tetraeders durch die Verdnderung der Kantenlédngen
variieren lassen.'* Dies wird mit dem Schaltprinzip fiir die
GroBenanpassung von Gitterabstinden von Yan etal. er-
reicht, von dem bereits die Rede war.'” Mit derselben
Strategie konnten Aldaye und Sleiman die Ausdehnung von
DNA-Behiltern dndern, deren Kanten iiber organische Mo-
lekiile verbunden waren.”*

Finem anderen Ansatz folgend konstruierten Gothelf
et al. mit der Origamitechnik eine molekulare Schachtel.'*®!
Diese wurde so konstruiert, dass sich eine Seite — der Deckel —
mit DNA-, Schliisseln® 6ffnen lie. Zu diesem Zweck wurde
der Deckel mit einer Seite der Schachtel iiber ein Gelenk und
mit der ihr gegeniiberliegenden tiber Linker-Molekiile ver-
bunden. Diese — und damit auch die Schachtel — konnten von
den DNA-Schliisseln mithilfe der Kreuzungspunktwande-
rung geoffnet werden (Abbildung 19). Bislang gab es noch
keine Demonstration der Kombination einer solchen Um-
hiillung mit einer programmierten Freisetzung durch DNA-
basierte Behiltnisse. Dies bleibt ein Ziel fiir zukiinftige Ex-
perimente.

5.3. DNA-Protein-Chimdéiren

FEine interessante jiingere Entwicklung in der chemischen
Biologie ist die Synthese von DNA-Protein-Konjugaten, die
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Abbildung 19. Eine molekulare Schachtel, hergestellt mit der Technik
des DNA-Origami.'®® Der Deckel der Schachtel wird von zwei DNA-
Duplexen verschlossen. Auf Abruf ldsst sich die Schachtel durch

Strangverdriangung mit DNA-Schliisselstringen (key strands) wieder
5ffnen. Wiedergabe mit Genehmigung der Nature Publishing Group.

vielfaltige Anwendungsmoglichkeiten als schaltbare, adres-
sierbare Materialien und als biochemische Signalwandler
aufweisen.”®! Wir geben hier lediglich einige Beispiele: Choi
et al. demonstrierten, dass sich die Aktivitit eines allosteri-
schen Enzym-DNA-Konjugats durch die Induktion einer
mechanischen Spannung iiber eine DNA-Hybridisierungsre-
aktion verindern lisst.”™ Seitz und Mitarbeiter verwendeten
DNA-Peptid-Konjugate, wodurch sich die Konformation des
Peptids und damit dessen biologische Aktivitdt durch die
Bildung von DNA-Duplexen steuern lieBen.”™ Diese Stra-
tegie wurde unldngst dazu verwendet, die Aktivitit einer
Proteinkinase mit Peptidnukleinsdure-Hybriden zu steuern.
Zu diesem Zweck wurde ein Peptid mit einer hohen Bin-
dungsaffinitét fiir die aktive Doméne der Kinase in eine in-
aktive, schleifenartige Ausgangskonformation gezwungen, in
der das PNA-Konjugat an einen komplementdren DNA-
Strang hybridisiert war. Das Peptid lie3 sich nun mittels
Strangverdriangung durch ein RNA-Molekiil freisetzen, wo-
durch die Kinase aktiviert wurde.’® DNA-Konjugate mit
dem photoschaltbaren Fluoreszenzprotein Dronpa und
einem Fluorophor wurden fiir die Bildgebung in lebenden
Zellen verwendet, wobei die Fluoreszenz des DNA-Kon-
strukts aktiviert und mit einem optischen Lock-in-Verfahren
detektiert wurde.”™ DNA-Enzym-Konjugate wurden vor
Kurzem auch zum Aufbau kiinstlicher Multienzym-Komplexe
mit verbesserter katalytischer Effizienz herangezogen.”™

5.4. DNA-vermittelte Synthese

Eine faszinierende Idee ist die Kombination schaltbarer
mechanischer Bewegung auf Basis von DNA-Nanobauteilen
mit einer DNA-vermittelten Synthese — dies entspréche einer
molekularen Montagelinie oder einer kiinstlichen Transla-
tionsmaschinerie.”””) DNA-vermittelte Synthese beruht auf
der Idee, chemische Reaktanten entlang eines DNA-Geriistes
in einer durch die Sequenz der DNA programmierbaren Art
und Weise anzuordnen. Durch die grofle rdumliche Nihe
lassen sich die Reaktanten dann mit hoher Effizienz mitein-
ander zur Reaktion bringen. Eine groBle Zahl von Verbin-
dungen wurde so bereits synthetisiert; einen umfassenden
Uberblick gibt Lit. [210]. Mithilfe dieser Strategie lésst sich
im Prinzip ein DNA-Code in neuartige Verbindungen oder
Heteropolymere iibersetzen.**-2!!]
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Bislang wurde DNA-vermittelte Synthese mit dem na-
nomechanischen Schalten von DNA nur in wenigen Fillen
vereint. Chen und Mao demonstrierten, wie das mechanische
Schalten von DNA-Nanobauteilen zur Auswahl zwischen
zwei alternativen Reaktionen verwendet werden kann. In
diesem Falle wird ein DNA-Strang mit einer Carboxy-End-
gruppe nahe an einen von zwei DNA-Stringen mit einer
Aminogruppe gebracht. Die darauffolgende Bildung einer
Amidbindung fiihrt zu zwei unterschiedlichen Produkten.!'**!
Gu et al. zeigten, dass ein PX-JX,-Bauteil, das in eine DNA-
Origamistruktur eingebaut ist, zur Bildung unterschiedlicher
Muster auf dem Origamisubstrat in der Lage ist."*") Dieselbe
Gruppe konnte jiingst sogar demonstrieren, wie sich Nano-
partikel durch bewegliche molekulare ,,Assembler* in eine
programmierbare Anordnung bringen lassen.*?!

Auch wenn noch schwerwiegende praktische Probleme
bestehen, wie etwa der geringe Reaktionsdurchsatz und die
schwierige Skalierbarkeit der Reaktionen, wére eine pro-
grammierbare ,,molekulare Roboterstrafle“ sicherlich eine
herausragende wissenschaftliche und konzeptionelle Leis-
tung.

6. DNA-Computing und molekulare Programmie-
rung

6.1. DNA-Computing
6.1.1. Traditionelle Ansiitze

Zieht man die Kapazitit von DNA-Molekiilen als Infor-
mationsspeicher in Betracht, sind sie als Substrat fiir einen
molekularen Computer naheliegend. Tatsdchlich wurden
schon 1973 DNA-prozessierende Enzyme mit Turingmaschi-
nen, die mit einem DNA-Band arbeiten, verglichen.’**) Der
Computerwissenschaftler Leonard Adleman fiihrte 1994 vor,
dass ein Rechenproblem, das mit dem beriihmten ,,Hand-
lungsreisendenproblem* (traveling salesman problem) ver-
wandt ist, experimentell unter der Verwendung von DNA und
dem Methodenrepertoire der Molekularbiologie gelost
werden kann."”! Bei diesem Problem wird von einer gegebe-
nen Zahl von verschiedenen Reiserouten durch mehrere
Stadte diejenige gesucht, die genau einmal durch jede dieser
Stadte fiihrt. Da dieses Problem zur Klasse der beriithmten
»NP-vollstindigen Probleme* gehort — das sind, vereinfacht
gesprochen, Probleme, fiir die kein effizienter Rechenalgo-
rithmus bekannt ist —, ndhrten Adlemans Ergebnisse die
Hoffnung, dass sich diese schwierigen Rechenprobleme mit
DNA-basierten molekularen Computern losen lieBen. Die
grundsétzliche Idee hinter Adlemans Ansatz ist es, kombi-
natorisch alle DNA-Sequenzen zu erzeugen, die mogliche
Losungen zu einem Rechenproblem darstellen. Durch Ver-
fahren wie PCR und Gelelektrophorese lédsst sich dann die
richtige Antwort zu einem Problem einem Pool von L6-
sungskandidaten entnehmen. In der Folge wurde eine Viel-
zahl von #hnlichen Konzepten entwickelt, um andere Re-
chenprobleme zu 16sen, wie Erfiillbarkeitsprobleme (satisfi-
ability (SAT) problems),”* Spiel-*'>2'°l oder maximale Cli-
quenprobleme®” (maximal clique problems) oder logische
Resolutionsverfahren.”"® Bei Erfiillbarkeitsproblemen wird
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beispielsweise nach der Erfiillbarkeit von logischen Bedin-
gungen gesucht wie S=(x; ODER x, ODER x;) UND (x,
ODER x, ODER x,), wobei x; Boolesche Variablen darstel-
len. Beim so genannten 3-SAT-Problem enthilt jede der
Klauseln (die Ausdriicke in den Klammern) drei Variablen.
Wegen der groBen kombinatorischen Zahl von moglichen
Losungen sind diese Probleme sehr rechenaufwindig — und
an dieser Stelle werden die hochgradig parallelen, DNA-ba-
sierten Ansédtze interessant. Ein vielversprechendes Ergebnis
aus der jlingeren Zeit ist die DNA-basierte Losung eines 3-
SAT-Problems fiir 20 Variablen.”! Fiir viele elegante Ar-
beiten aus dem eher theoretischen Feld des DNA-Computing
sei der Leser auf die Tagungsberichte der jahrlichen Konfe-
renz zum DNA-Computing verwiesen.

6.1.2. Autonomes Rechnen

In den zuriickliegenden Jahren wurden viele Konzepte
vorgelegt, die deutlich von Adlemans urspriinglichem Algo-
rithmus abweichen. Beispielsweise wurden Restriktionsen-
donukleasen vom Typ II-S fiir die molekulare Realisierung
von endlichen Automaten oder die Entwicklung von
Sensoren und Signalverstirkungsmechanismen verwen-
det.? Auch wurden einfache Algorithmen zur molekularen
Selbstorganisation implementiert, um supramolekulare
Muster zu produzieren.[??>%%]

Stojanovic und Mitarbeiter haben diverse DNA-basierte
Logikgatter und Schaltkreise beschrieben, die die katalyti-
schen Eigenschaften von Desoxyribozymen nutzen.?!%?
Diese setzen sich aus DNA-Konstrukten zusammen, die
Desoxyribozyme enthalten, deren katalytisch aktive Konfor-
mation in Abwesenheit von bestimmten Eingangsmolekiilen
nicht eingenommen wird. Die Erkennung des Eingangsef-
fektors stellt die katalytische Aktivitdt des Desoxyribozyms
her, was zur Erzeugung eines Fluoreszenzausgangssignals
genutzt wird. Mit diesem Prinzip wurden unter anderem
NOT-, AND- und XOR-(Antivalenz)-Logikgatter verwirk-
licht. Einen &hnlichen Ansatz wihlten Penchovsky und
Breaker bei der Transformation eines allosterischen Ribo-
zyms in ein molekulares Logikgatter.”?!

FEine vielversprechende Anwendung solch autonomer
Logikgatter und Automaten liegt in der Entwicklung ,,intel-
ligenter” Biosensoren, die Hinweise aus ihrer Umgebung
wahrnehmen und deuten und daraufhin die Freisetzung eines
bestimmten molekularen Signals oder therapeutischen Mo-
lekiils auslosen konnen. Dieser Denkweise folgend demon-
strierten Stojanovic und Mitarbeiter die Kommunikation
zwischen an Kiigelchen immobilisierten Desoxyribozym-
Gattern (Abbildung 20 A)**! und dariiber hinaus kiirzlich
auch die Freisetzung von therapeutischen Peptiden als Ant-
wort auf einen oral verabreichbaren Wirkstoff.*")

6.2. Molekulare Programmierung

Zwar wurden experimentell bereits diverse molekulare
Logikgatter demonstriert, allerdings haben nur wenige Kon-
zepte das Potenzial zur Entwicklung komplexer Schaltsyste-

me. Zum Teil liegt dies an der mangelnden Kompatibilitdt von
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Abbildung 20. A) Chemische Kommunikation zwischen Donor- und
Akzeptorkugeln D, und A,.?% Ein Eingabemolekiil (input molecule) I,
aktiviert das Desoxyribozym E, durch das Anbinden an dessen obere
Bindungsregion. E, kann daraufhin das benachbarte Substratmolekiil
S, zerlegen. Dies setzt das fluoreszenzmarkierte Ausgabemolekiil
(output molecule) O, frei, das dann wegdiffundieren und an einen
komplementéren Strang an der Akzeptorkugel anbinden kann.

F = Fluorophor. B) Molekulare Logik mithilfe einer Hybridisierungskas-
kade. Das Ausgabemolekiil O, wird nur dann von seinem komplemen-
taren Gegenstrang verdrangt, wenn beide Eingabemolekiile I, und I,
anwesend sind.”?

Eingangs- und Ausgangssignalen (z. B. eine niedermolekulare
Verbindung als Eingangssignal, Fluoreszenz als Ausgangssi-
gnal), teilweise an fehlenden Verstirkungs- und Signalwie-
derherstellungsstufen, die fiir eine Signalverzweigung not-
wendig wiren.

Ein in Bezug auf molekulare Informationsverarbeitung
skalierbarer — d.h. einfach auf komplexere Probleme er-
weiterbarer — Ansatz wurde jiingst von Seelig et al. vorge-
stellt; die Grundlage bilden hier Strangverdrdngung durch
DNA-Kreuzungspunktwanderung (branch migration) und
die Inhibierung der DNA-Hybridisierung durch die Bildung
von Haarnadeln (siche Abschnitt 2.1).”*) So wurden DNA-
Logikgatter konstruiert, bei denen die Hybridisierung einer
DNA-Ausgabesequenz mit einem weiteren Strang (bei-
spielsweise einem nachgelagerten Gatter) durch Hybridisie-
rung mit einem Schutzstrang unterdriickt wird. DNA-Einga-
bestrdnge jedoch konnen die Schutzstringe durch Kreu-
zungspunktwanderung unter Freisetzung des Ausgabestrangs
verdriangen. Mit diesem Konzept wurden AND-, OR-, NOT-
und Schwellwertgatter ebenso wie ein Signalwiederherstel-
lungskreis konstruiert.””! Ein Beispiel fiir ein AND-Gatter ist
in Abbildung 20B zu sehen. Als Demonstration des Anwen-
dungspotenzials dieser Technik wurde die An- und Abwe-
senheit einer Reihe von microRNAs innerhalb einer kom-
plexen Mischung solcher Molekiile durch ein Netzwerk von
entsprechenden DNA-Gattern analysiert. Diverse andere
Hybridisierungskaskaden wurden wunldngst von Pierce
et al'1% ynd Winfree etal.?® vorgestellt; im Prinzip
konnen solche Hybridisierungsschaltkreise auch zur Emula-
tion beliebiger chemischer Reaktionen oder deren Kinetik
genutzt werden.”"
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Ein etwas anderer Ansatz im Hinblick auf molekulare
Programmierung wurde vor Kurzem von Kim etal. ver-
folgt,®! die eine Methode der Transkriptionsregulation
in vitro entwickelten, die ohne regulatorische Proteine aus-
kommt. Zu diesem Zweck wird einer der beiden Einzel-
stringe der Promotorregion in zwei Teile zerlegt. Entfernt
man den einen der beiden durch Kreuzungspunktwanderung,
hinterldsst man einen unvollstindigen (teilweise einzelstrin-
gigen) Promotor, der von der entsprechenden RNA-Poly-
merase nicht mehr erkannt wird. In diesem Zustand ist die
Transkription des Gens ausgeschaltet. Gibt man den fehlen-
den Teil wieder hinzu, wird das Gen aktiviert. Auf Grundlage
dieses einfachen Prinzips haben Kim et al. einen kiinstlichen
genregulatorischen Schaltkreis entwickelt, der auf der ge-
genseitigen negativen Riickkopplung zweier Gene beruht,
was zu einem bistabilen Verhalten des Systems fiihrt.

6.3. Computing in vivo

Die Zusammenfiihrung der unterschiedlichen For-
schungsrichtungen des DNA-Computing, der RNA-Biologie
und der Gentechnik wurde jiingst im Zusammenhang mit
mehreren Versuchen der Implementierung von DNA- oder
RNA-basierten Rechenmodulen invivo angestrebt.*” So
entwickelten Isaacs et al. kiinstliche regulatorische RNA-
Molekiile zur Steuerung der Genexpression in Bakterien, und
spater folgten Bayer und Smolke mit ligandkontrollierten
allosterischen Riboregulatoren zur Steuerung eukaryotischer
Genexpression.® Auf Grundlage dieser Prinzipien konnten
Win und Smolke die Funktion einer Reihe von Logikgattern
in Hefezellen demonstrieren (Abbildung 21B).[*4%1 7y
diesem Zweck implementierten sie einen allosterischen
Ribozymschalter in die untibersetzte 3'-Region eines Re-
portergens, das fiir ein fluoreszierendes Protein kodiert.
Konformationsénderungen, die durch das Anbinden einer
Kombination verschiedener Liganden an die entsprechenden
Konstrukte induziert werden, aktivieren oder desaktivieren
die RNA-spaltenden Ribozyme und schalten so die Synthese
des fluoreszierenden Reporters an bzw. aus. Rinaudo et al.
gelang unter Verwendung der RNAi-Maschinerie sogar eine
Implementierung logischer Funktionen in S&ugetierzellen
(Abbildung 21 A).”*! Ein interessantes Experiment wurde
unlédngst von Topp und Gallivan durchgefiihrt, die kiinstliche
RNA-Schalter in E. coli entwickelten, die die Synthese des
Che Z-Proteins steuern, das fiir die bakterielle Chemotaxis
unverzichtbar ist.”*”) Che Z wird hier nur produziert, wenn
Theophyllin an die Aptamerregion des RNA-Schalters an-
gebunden ist. Da Che Z ein Bakterium in seinen Bewe-
gungsmodus schaltet, wird so auf effektive Weise die che-
motaktische Maschinerie des Bakteriums auf die Verfolgung
eines neuen chemischen Stoffes reprogrammiert. Wegen ihrer
vergleichsweise einfachen und dariiber hinaus programmier-
baren Strukturen diirften RNA-Bauteile und Steuerschalt-
kreise als Komponenten kiinstlicher Zellen von betrichtli-
chem Interesse sein.?!

Wie angesprochen konnten DNA- oder RNA-basierte
Rechenbauteile auch zur Steuerung der DNA-Assemblierung
dienen"?* oder biosensorische Aufgaben erfiillen, bei
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Abbildung 21. Zwei Konzepte fiir logische Rechnungen in vivo, die auf
RNA-Interferenz der uniibersetzten 3'-Region (3'-UTR) von mRNA-Mo-
lekiilen beruhen. A) Beide Eingabemolekiile A und B verursachen eine
verstirkte Erzeugung kurzer RNA-Interferenzmolekiile siRNA-A und
siRNA-B. Diese siRNAs bewirken eine Spaltung der 3’-UTR einer
mRNA mithilfe der RNAi-Maschinerie, wodurch die Translation eines
Repressorproteins unterdriickt wird, das seinerseits die Produktion
eines fluoreszierenden Reporterproteins steuert. Insgesamt reprisen-
tiert dieses Schema eine logische ODER-Funktion (A oder B). Wieder-
gabe aus Lit. [236]. B) Die Spaltung einer mRNA fiir ein fluoreszieren-
des Reporterprotein (griin fluoreszierendes Protein, GFP) wird durch
zwei allosterische Ribozyme in der 3’-UTR erreicht. Die Schnittposition
ist durch einen Stern (*) gekennzeichnet. Die Ribozyme werden allo-
sterisch von zwei Aptamereinheiten gesteuert. Das Anbinden der
beiden molekularen Eingabesignale A und B inaktiviert die entspre-
chenden Ribozyme. GFP wird daher nur dann produziert, wenn beide
Molekiile (A UND B) vorhanden sind und die mRNA nicht gespalten
wird. Wiedergabe aus Lit. [235].

denen nicht lediglich eine binédre Information iiber das Vor-
handensein einer Molekiilspezies, sondern die Analyse einer
Mischung auf eine Vielzahl an moglichen Komponenten be-
notigt wird. Ein Uberblick iiber Anwendungen von Nukle-
insdurebauteilen in der Biologie folgt im néchsten Abschnitt.

7. Molekulare Bauteile aus Nukleinsduren in der
Biologie

Wegen der gro3en Bandbreite dieses Gebiets bemiiht sich
dieser Abschnitt vor allem um die Darstellung der Vielfalt
biologischer Anwendungsmoglichkeiten von Nukleinsdure-
bauteilen, mit besonderem Augenmerk auf den molekularen
Grundlagen der Funktion der entsprechenden Bauteile. Eine
erschopfendere Abhandlung der einzelnen Teilbereiche
erhilt der Leser, wenn er aktuelle, spezialisierte Ubersichts-
artikel heranzieht, die in den jeweiligen Unterabschnitten
angegeben werden.

7.1. Diagnostik und Sensorik

Nukleinsdurestrukturen finden als Sensoren in vitro und
in vivo fiir eine Reihe von biologisch relevanten Zielobjekten
wie Ionen, niedermolekularen Verbindungen, Proteinen und
auch anderen Nukleinsduresequenzen Verwendung. Die
molekulare Grundlage fiir die Erkennung von Zielmolekiilen
aus den unterschiedlichen Klassen unterscheidet sich leicht
und nutzt dabei jeweils einen bestimmten Aspekt der Nu-
kleinsduren in Bezug auf die molekulare Zielerkennung. Die
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unterschiedlichen Verfahren bei der molekularen Erkennung
durch DNA- oder RNA-Strukturen werden in dem exzel-
lenten Ubersichtsartikel von Liu et al. abgehandelt.’! Ver-
kiirzt gesagt besteht die Moglichkeit der molekularen De-
tektion durch Nukleinsdurestrukturen auf optischem (d.h.
turbidimetrischem, kolorimetrischem oder fluoreszentem),
elektrochemischem und akustischem Wege sowie mithilfe
von Quarzkristall-Mikrowaagen (QCMs), Oberflichenplas-
monen-Resonanz (SPR) oder Federbalken-basierten Me-
thoden.®”!

7.1.1. lonendetektion

Die bekanntesten Nukleinsduremotive, die als Sensoren
fir Metallionen fungieren konnen, sind DNAzyme und
RNAzyme. Diese nutzen in der Regel eine Fluoreszenz- oder
Farbénderung, die beobachtet wird, wenn das DNAzym/
RNAzym in Gegenwart der entsprechenden Metallionen
aktiviert und ein markiertes Substrat gespalten wird. Einige
Ausfithrungsvarianten aus der Literatur verwenden einen
DNA < zym/RNAzym-Substratkomplex, der mit einem
Fluorophor (Abbildung 22 A-C, orange) und einem Quen-
cher (schwarz) markiert ist, wobei im Komplex die Fluores-
zenz unterdriickt wird. Die Gegenwart eines bestimmten
Metallions (M"") fordert die Spaltung des DNAzym/
RNAzym-Substratkomplexes, was zur Dissoziation des kiir-
zeren Stiicks des gespaltenen Substrats fithrt. Dieses Stiick
tragt eine Markierung, daher ist nach der Dissoziation ein
Anstieg der Fluoreszenz zu beobachten (Abbildung 22 A).
Solche Sensoren funktionieren in Losung oder immobilisiert
auf einer Oberfliche. Die erstgenannten lassen sich zwar
nicht wiederverwenden, da sie beim Detektionsvorgang ir-
reversibel veridndert werden, sind aber trotzdem durchaus
vorteilhaft, da die Detektion primér tiber die Kinetik erfolgt;
daher sind sie hochgradig selektiv und auflerdem recht ef-
fektiv, sogar bei Auftreten einer (moderaten) Hintergrund-
fluoreszenz. Im Allgemeinen konnen oberflichenimmobili-
sierte Sensoren Nachweisgrenzen von 0.1-1 nMm erreichen,
was eine Grofienordnung unterhalb derjenigen l6sungsba-
sierter Sensoren liegt. Typische Metallionen, die sich mit
DNAzymen nachweisen lassen, sind Cu*t Ppp>* [l
Zn2+[242] und UO22+.[243J

7.1.2. Sensoren fiir niedermolekulare Verbindungen

Die entsprechende Anderung der Fluoreszenz oder an-
derer Eigenschaften markierter Aptamere beim Kontakt mit
niedermolekularen Verbindungen zeigt, dass sich Aptamere
als exzellente Sensoren fiir ihre kleinen Zielmolekiile nutzen
lassen. Hierzu gibt es einige Ubersichtsartikel aus jiingster
Zeit 72281 Aptamere lassen sich als einzelne Module auf-
fassen. Da auf der Basis von Nukleinsdurestrukturen einzelne
Module einfach miteinander kombiniert werden konnen, ldsst
sich eine Vielzahl funktionell unterschiedlicher Nanoschalter
erzeugen.

Zum Beispiel konnen zwei einzelne Aptamermodule zu
einem allosterischen Aptamer verkniipft werden, sodass die
Bindungsfihigkeit des einen Moduls davon beeinflusst wird,
ob das andere gerade in seiner bindenden Konformation
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Abbildung 22. A) Ein Nukleinsiure-Enzym — ein RNA- oder DNAzym —
katalysiert unter Bindung eines Metallions (M"") die Spaltung an einer
spezifischen Position (in Rot dargestellt), was zur Aufhebung des fluo-
reszenzunterdriickten Zustands der intakten Anordnung fiihrt. B) Ein
allosterisches Aptamer-basiertes Bauteil, das ein Aptamermodul fiir
Malachitgriin (MG; griin) tiber ein Kommunikationsmodul (rot) mit
einem weiteren Aptamermodul verbindet, das seinerseits eine weitere
niedermolekulare Verbindung (A) binden kann, wie rechts dargestellt.
C) Aptazyme wandeln auf dhnliche Weise die Erkennung einer nieder-
molekularen Verbindung in ein Spaltereignis um, was sich durch die
Kopplung von Aptamer- und DNAzym oder RNAzym-Modulen anhand
der Fluoreszenz auslesen ldsst. D) Ein Aptazymbauteil, das virale RNA
amplifiziert. Die virale RNA erscheint in Griin, das Ribozym mit der
Ligaseaktivitat ist in Schwarz dargestellt, das RNA-Substrat fiir die Li-
gation in Rot.”*!l E) Aptamere bieten durch die Kopplung eines Prote-
innachweises an eine DNA-Vervielfiltigung tiber PCR eine insgesamt
herabgesetzte Nachweisgrenze. PDGF-BB (blau und gold) erkennt ein
Aptamer (schwarz) mit Fortsitzen (rot und blau), die tber einen Splint
(schwarz) ligiert werden (schwarz), wobei ligierte Termini durch PCR
nachgewiesen werden. Wiedergabe aus Lit. [245] mit Genehmigung der
Nature Publishing Group.

vorliegt. Zur Illustration (Abbildung 22B) sei hier auf Sto-
janovic und Kolpashchikov verwiesen, die die drastische
Fluoreszenzverstarkung von Malachitgriin (MG) infolge der
Anbindung an das entsprechende RNA-Aptamer genutzt
haben, um eine Reihe anderer bioaktiver niedermolekularer
Verbindungen, wie Adenosin-5'-triphosphat (ATP), Flavin-
mononukleotid (FMN) und Theophyllin, nachzuweisen.”*”
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Das MG-RNA-Aptamer wurde iiber ein Verbindungsmodul
mit einem ATP-Aptamer kombiniert, sodass in Abwesenheit
von ATP die MG-Aptamerdoméne unstrukturiert und damit
unfihig zur effizienten Bindung von MG vorlag (Abbil-
dung 22B). In Gegenwart von ATP jedoch fiihrte die Struk-
turbildung des ATP-Aptamermoduls gleichzeitig auch zur
Strukturierung der MG-Aptamerdomine, die nun MG
binden konnte, was sich in einer drastischen MG-Fluores-
zenzverstdrkung ausdriickte. Willner et al. zeigten anhand
vieler Beispiele, dass die Kombination verschiedener DNA-
basierter funktionaler Module zu sensorischen Kaskaden und
damit zu einer wesentlich hoheren Empfindlichkeit als der-
jenigen von einfachen Sensoren fithren kann.*!

Kombiniert man ein DNAzym/RNAzym so mit einem
Aptamermodul fiir eine niedermolekulare Verbindung, dass
erst deren Anbinden eine Strukturbildung des DNAzym/
RNAzym-Moduls und damit seine katalytische Aktivierung
bewirkt, bezeichnet man dieses allosterische Aptamer als
Aptazym (Abbildung 22 C).?*! Die Effizienz der Erkennung
niedermolekularer Verbindungen durch Aptamere kann so
mit der einfachen Detektierbarkeit verbunden werden, die
mit der DNAzym/RNAzym-Aktivitit und einer entspre-
chenden Strangspaltung einhergeht, und auf diese Weise zur
Realisierung Aptazym-basierter Sensoren dienen. Ausgehend
vom Hammerhead-Ribozym und einem Aptamer fiir eine
niedermolekulare Verbindung (sowie einem optimierten
Kommunikationsmodul zwischen beiden) entwickelten
Breaker und andere eine Reihe von Aptazymsensoren unter
anderem fiir cyclisches Adenosin- (cAMP) und cyclisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) sowie Doxycyclin.”**% So
fiihrt die Kombination von oder Kommunikation zwischen
bestimmten strukturellen Modulen zu einer funktionalen
Vielfalt bei molekularen Nukleinsdurebauteilen. Diese Ei-
genschaften lieBen sich auch fiir die Schaffung von Sensoren
nutzen, die mit einem Satz von biologisch relevanten Mole-
kiilen logische Operationen ausfiithren (siche Abschnitt 6)
und dabei als molekulare Diagnoseelemente fungieren
konnten.

7.1.3. Proteine und Peptide

Wegen ihrer herausragenden Eigenschaften (Ab-
schnitt 2.3) werden vermehrt Aptamere anstelle von Anti-
korpern in biologischen Testverfahren eingesetzt.?**2! Dies
schliet entsprechende Alternativen zum enzymgekoppelten
Immunadsorptionstest (enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA), Proteinaufreinigungsverfahren, Western Blot-
ting,”? Durchflusszytometrie,””! Bildgebung in vivo®*>>
und Mikroarrays mit ein.”**! Aptamer-funktionalisierte sta-
tiondre Phasen zur chromatographischen Aufreinigung bio-
aktiver niedermolekularer Verbindungen und Proteine
wurden bereits ausfithrlich beschrieben. Die erste De-
monstration eines Reporter-vermittelten Aptamertests (re-
porter linked aptamer assay, RLAA) diente der Detektion
des vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) in
Serum, die iiber ein VEGF-Aptamer mit Fluoreszenzmar-
kierung vermittelt wurde; die Empfindlichkeit ist mit der von
ELISA-Standardmethoden vergleichbar.*®! Auch wenn dies
nicht die einzigartigen Eigenschaften von Aptameren aus-
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schopft, unterstreicht es doch die hohe Effizienz des Apta-
merkonzepts im Vergleich zu der traditioneller Antikorper.
In Verdringungstests (displacement assays) konnten Apta-
mere gegeniiber Antikorpern beziiglich der Quantifizierbar-
keit bereits punkten: Zum Beispiel hat TBA eine geringere
Affinitdt zu markiertem Thrombin als zu Thrombin in seiner
nativen Form. Die Zugabe von nativem Thrombin entlédsst
daher markiertes Thrombin in Losung, das zuvor mit TBA
komplexiert auf einer Oberfliache angebunden war. Das auf
der Oberfliche verbliebene markierte Thrombin kann ein-
fach quantifiziert werden.*

Einer der groBiten Vorziige des Nukleinsduregrundgertiis-
tes ist die Moglichkeit, jedes detektierte Signal mit PCR
amplifizieren zu konnen. Dies ist bei einem proteinbasierten
Detektionsverfahren mit Antikorpern so nicht moglich.
Wegweisend war in dieser Hinsicht die Detektion des
Wachstumsfaktors PDGF-BB (platelet-derived growth
factor), der urspriinglich als Homodimer in einer Konzen-
tration von zeptomolarer GroBenordnung (107*'m) vorlag,
durch DNA-Aptamere mit Uberhiingen (Abbildung 22 E).*!
Wann immer Paare von Aptameren an PDGF-BB binden,
werden dadurch die freien Enden der Uberhénge hinreichend
weit angendhert, sodass sie durch Zugabe einer Sequenz, die
eine Ligation ermoglicht, ringformig gemacht werden
konnen. Das Produkt der Ligation ist einer Detektion durch
Real-Time-PCR (RT-PCR; auch: quantitative PCR, qPCR)
zuganglich, wogegen die Aptamere ohne entsprechende Re-
aktion zu keinem Signal fithrten. Mit dieser Methode wurde
auch humanes a-Thrombin nachgewiesen; dies geschah unter
Verwendung von Aptamerpaaren, die auf zwei bestimmte
Bindungsstellen des Thrombins ausgerichtet sind.**! Mithilfe
von Kapillarelektrophorese konnte unlédngst ein Aptamer-
Protein-Komplex von einem ungebundenen Aptamer ge-
trennt werden; der Komplex wurde abgesondert und die
Menge des gebundenen Aptamers mit PCR bestimmt. Damit
konnten weniger als 200 Molekiile der reversen Transkriptase
von HIV-1 nachgewiesen werden.”*"

Da sich Aptamere mit Fluoreszenzmarkierungen verse-
hen lassen, ohne dass dies ihre Erkennungseigenschaften
malgeblich beeinflusst, konnen Membranprotein-Aptamere
mit einem derartigen ,,Etikett“ verwendet werden, um in-
nerhalb einer Zellpopulation solche Zellen zu erkennen, die
ein bestimmtes Membranprotein exprimieren.”!! Zur Ver-
anschaulichung sei die Arbeit von Tan und Mitarbeitern an-
gefiihrt, die FRET-Nanopartikel (FRET-NPs) zur Etikettie-
rung von DNA-Aptameren heranzogen — jedes mit einer
spezifischen Fluoreszenzsignatur, je nach Wellenldnge der
Fluoreszenzanregung. Aptamere fiir Membranproteine, wie
das sgc8-Aptamer (spezifisch fir CEM-Zellen), das TDOS5-
Aptamer (spezifisch fiir Ramos-Zellen) und das T1-Aptamer
(spezifisch fiir Toledo-Zellen) wurden jeweils mit einem ge-
gebenen FRET-NP etikettiert. Mit einem speziellen Durch-
flusszytometrieverfahren, der fluoreszenzaktivierten Zellsor-
tierung (fluorescence-activated cell sorting, FACS), konnte
jeder Zelltypus identifiziert und aus einer Mischlosung aus-
sortiert werden.”® Aptamere fiir mesenchymale Stammzel-
len (MSCs) lieBen sich unter Etikettierung mit magnetischen
Nanopartikeln zur Markierung und Anreicherung von MSCs
aus einer Mischpopulation nutzen.”® Bemerkenswert ist,
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dass bei einigen Aptameren, die gegen ganze Zellen selektiert
wurden, auch das cognate Zielprotein identifiziert wurde,
etwa beim Pigpen-Protein in endothelialen Glioblastomen
von Ratten.”™ Oft stellen sich die als solche identifizierten
Marker als biologisch funktional heraus; z.B. ist Pigpen mit
der Angiogenese verkniipft.?**!

Konzepte der DNA-Nanotechnologie lassen sich auch zur
Entwicklung von Sensoren verwenden, die nicht nur Aussa-
gen iliber die An- oder Abwesenheit von Zielmolekiilen er-
moglichen, sondern iiber die sich auch sonst schwer zugidng-
liche physikochemische Groen bestimmen lassen. So haben
Seeman und Mitarbeiter DNA-Nanomaschinen entwickelt,
die die Bestimmung von Bindungskriften und -energien
DNA-bindender Proteine, wie des Integrations-Host-Faktors
(THF) oder des MutS, ermoglichen.™ %! Hier verursacht die
Biegung und Verdrillung einer supramolekularen DNA-
Struktur das Aufreien eines Abschnitts von dsDNA und
wirkt so als Kraftsensor.

7.1.4. DNA- und RNA-Sequenzen

Das robuste Antwortverhalten der Molecular Beacons
(MBs), ihre Generalisierbarkeit hin zur Detektion beliebiger
Sequenzen und ihre Anpassungsfihigkeit an nahezu jeden
gewiinschten Fluorophor préadestinieren diese einfachen
Bauteile fiir eine Vielzahl von biologischen In-vitro-Testver-
fahren, die vor Kurzem detailliert besprochen worden sind.[®
An dieser Stelle diskutieren wir kurz zwei wichtige Beispiele:
Die am weitesten verbreiteten molekularbiologischen Test-
verfahren zur Erkennung spezifischer DNA-Sequenzen sind
die Real-Time-PCR und die Detektion von Einzelnukleotid-
Polymorphismen (single nucleotide polymorphisms, SNPs).
Mit dem zeitlichen Fortschreiten der PCR wird eine spezifi-
sche DNA-Sequenz vervielfiltigt. Der Fortschritt der PCR
wird dabei durch die Detektion der gegebenen, vervielfil-
tigten DNA-Sequenz durch MBs in Echtzeit dokumentiert.
Die Verwendung verschiedener MBs mit jeweils unter-
schiedlichen Fluorophoren ermdoglicht die Erkennung unter-
schiedlicher DNA-Sequenzen und ist damit duf3erst hilfreich
fiir eine multiple Detektion in einer einzigen Reaktion.*]
Anhand der thermodynamischen Eigenschaften von Duple-
xen detektierter Sequenzen ist es moglich, korrekte DNA-
Sequenzen von solchen mit einzelnen Fehlpaarungen zu un-
terscheiden. Einzelne Fehlpaarungen in wichtigen biologi-
schen DNA-Sequenzen - die bereits erwdhnten SNPs —
werden in der biomedizinischen Forschung, der Diagnostik
und zur Kennzeichnung von Krankheitsbildern als moleku-
lare genetische Marker eingesetzt. MBs, die fiir eine gegebene
DNA-Sequenz spezifisch sind, konnen so gestaltet werden,
dass sich die Stabilitdt von Duplexen aus diesen MBs dras-
tisch reduziert, wenn die gegebene DNA einen SNP enthilt;
dieser ldsst sich daher rasch und mit groBer Empfindlichkeit
detektieren.”®! Ein interessanter Ansatz stammt hierbei von
Kolpashchikov, der die Bildung einer DNA-Holliday-Kreu-
zung mit der Detektion durch MBs kombinierte. Die Kreu-
zung besteht dabei aus dem Analyt, zwei Teststrangen und
einem MB-Strang. Diese Struktur wird von den gegebenen
Sequenzen in kooperativer Weise wechselseitig stabilisiert,
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was zu einer hochgradig verstdrkten Selektivitét dieses ,,bi-
niaren DNA-Tests* fiihrt.**!

AuBler durch die bereits beschriebene Ansteuerung durch
niedermolekulare Verbindungen lassen sich allosterische
Aptamere oder die Aktivitdt von Aptazymen auch durch das
Anbinden verwandter DNA- oder RNA-Sequenzen steuern.
Solche RNA- oder DNA-Sequenzen fungieren als Effekto-
ren, deren Anbindung an das DNA- oder RNA-Gertist die
Maskierung eines funktionalen Moduls entfernt — beispiels-
weise eines DNAzyms/RNAzyms, das sich eigentlich im
Geriist verbirgt.?™ Durch die Kombination des Konzepts des
bindren DNA-Tests nach Kolpashchikov mit DNAzymen
gelang es Mokany et al., modulare MNAzyme zu entwickeln,
bei denen das aktive Ribozym durch einen Analyten und
einen doppelt markierten Substratstrang kooperativ stabili-
siert wird.?""!

In einem weiteren eleganten Beispiel wurde ein Apta-
zymbauteil zur Detektion einer viralen RNA in attomolarer
Konzentration verwendet.?*! Polisky, Seiwert et al. verwen-
deten ein Ribozym mit RNA-Ligase-Aktivitit, das nach der
Bindung mit einer speziellen Region der viralen RNA dazu
fahig wird, ein Substrat, das seinerseits aus zwei RNA-
Striangen besteht, zu ligieren (Abbildung 22D). Ohne den
viralen Strang ist das Ribozym nicht zur Ligation des bimo-
lekularen RNA-Substrats fahig. Nach der Erkennung der vi-
ralen RNA-Region wird die Ligase-Aktivitidt des Ribozyms
eingeschaltet, und das Substrat wird mit einer dreimilliard-
enfach erhohten Geschwindigkeit ligiert, was dieses System
duBerst detektionsempfindlich macht.

7.2. Biologische Bildgebungsverfahren

DNA- und RNA-Strukturen haben als Reporter fiir che-
mische GroBen intrazelluldr und in vivo Einzug gehalten. Wie
bereits in Abschnitt 3.2 erwidhnt, sind i-Motiv- und G-Qua-
druplex-Bauteile robuste Sensoren fiir den pH-Wert wie auch
fiir Metallionen — und zwar sowohl frei in Losung als auch in
immobilisierter Form. Ein wesentlicher Machbarkeitsnach-
weis fiir intrazelluldre Sensoren auf Grundlage von DNA sind
i-Motiv-basierte molekulare Strukturen, die den pH-Wert im
Endosom lebender Zellen bestimmen konnen. Krishnan et al.
hefteten ein i-Motiv-Bauteil iiber eine Biotin-Streptavidin-
Wechselwirkung an das Protein Transferrin.'?!! Dieser ter-
nire Komplex wurde von lebenden Zellen mithilfe des
Transferrinrezeptors effizient in das Endosom aufgenommen.
Dabher ist ein solches i-Motiv-Bauteil nur in solchen Endo-
somen anzutreffen, die den Transferrinrezeptor enthalten.
Wihrend der Reifung der Endosomen war es méglich, durch
FRET zwischen Fluoreszenzmarkern, die an ein i-Motiv-
Bauteil geheftet waren, die pH-Anderungen in Echtzeit zu
verfolgen. Die Zeitauflosung dieser pH-Karten jedoch ist
eher niedrig, und man muss beachten, ob das Anbringen
groffer Komplexe aus Streptavidin und DNA an ein be-
stimmtes Protein nicht die dem Protein inhédrenten Trans-
porteigenschaften veridndert.

Nukleinsdure-Strukturen wurden auch dazu verwendet,
RNA-Molekiile in lebenden Systemen zu detektieren und
abzubilden. Mit Molecular Beacons lédsst sich mRNA durch
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die Hybridisierung mit dem Zielobjekt in Echtzeit direkt
sichtbar machen — so geschehen in lebenden Zellen®" und in
Oozyten von Drosophila-Embryos.”? In einem anderen
Beispiel wurde gereifte microRNA iiber die lacZ-mRNAP?!
oder Luziferase-mRNA nachgewiesen,”™ indem ein von
microRNA ansprechbares Element in die 3'-UTR der mRNA
eingebaut wurde. Daher zeigte Gewebe, in dem die micro-
RNA nicht vorhanden war, wegen der effizienten Translation
der mRNA eine B-Galactosidase(p-Gal)- oder Luziferase-
Aktivitdt, wihrend in solchem Gewebe, in dem die micro-
RNA vorlag, 3-Gal nicht nachzuweisen war. Diese Methode
wird inzwischen weithin zur Expressionsdetektion von
microRNA eingesetzt.

Nukleinsduregeriiste wurden auch zur Bildgebung in vivo
verwendet.””! Zu diesem Zweck wurden Aptamere mit
Bildgebungsmarkern wie Fluorophoren,?®! Quantenpunk-
ten®” oder magnetischen Nanopartikeln®”® chemisch funk-
tionalisiert. Ein elementares Beispiel hierfiir ist die Arbeit
von Smith und Mitarbeitern, die ein Elastase-Aptamer nutz-
ten, das an die Oberfldche aktivierter Neutrophile anbindet:
Hiermit konnte gezeigt werden, dass mit dem *™Tc-funktio-
nalisierten Aptamer im Gammastrahlendetektor Entziin-
dungen bei Ratten abgebildet werden kénnen.” Das Ap-
tamer zeigte eine bessere Leistung als der Antikorper IgG,
der klinisch zur Sichtbarmachung von Entziindungen einge-
setzt wird. Die erhohte Effizienz hingt mit dem schnelleren
Abtransport des Aptamers aus dem Blut wegen seines nied-
rigeren Molekulargewichts zusammen.

7.3. Nukleinsdurebauteile fiir zielgerichteten Wirkstoff-Transport
und therapeutische Anwendungen

Aufler in der Biosensorik und in biologischen Bildge-
bungsverfahren wurden Nukleinsdurestrukturen bereits fiir
eine Vielzahl von molekularen Werkzeugen mit grolem Po-
tenzial fiir Anwendungen in vivo verwendet.”””! So wurde mit
DNA cine Vielfalt an Polyedern!®!720.280 erzengt, und
Turberfield et al. demonstrierten, dass sich kleine Proteine
kovalent im hohlen Innern eines DNA-Tetraeders positio-
nieren lassen (siche Abschnitt 5.2).?"! Krishnan und Mitar-
beiter haben auflerdem gezeigt, dass DNA-Polyeder ver-
wendet werden konnen, um freie Goldnanopartikel aus
Losung mit hoher Effizienz einzukapseln.”®!! Insgesamt lisst
dies darauf schlieSen, dass sich DNA-Polyeder als Kapseln
fiir bioaktive Molekiile nutzen lassen, die groBer als die Po-
rengrofle des Polyeders sind. DNA-Polyeder konnen als
leckfreie Liposomanaloga fungieren und nebenbei eine
schiitzende und programmierbare Hiille fiir eine biologisch
abbaubare molekulare Fracht darstellen. In letzter Zeit
deutet sich an, dass Nanorohrenstrukturen in manchen An-
wendungen fiir den Wirkstoff-Transport besser geeignet sein
konnten.™ Yan et al. gelang es, DNA-Nanorchren mit her-
ausragender Genauigkeit zu dimensionieren und zu funktio-
nalisieren.”®! Tatsichlich wurden Folsdure-modifizierte
DNA-Nanorohren erfolgreich in Zellen eingebracht.?!

Ebenso wie funktionalisierte Liposomen zur gewebespe-
zifischen Freisetzung von Wirkstoffen Verwendung finden,”*!
lassen sich auch molekulare Nukleinsduremotive als Naviga-
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tionsmodule fiir eine gewebespezifische Abgabe einer mole-
kularen Ladung invivo einsetzen. Zellen, die zu unter-
schiedlichen Gewebetypen gehoren, exprimieren unter-
schiedliche Zelloberflichenrezeptoren.”® Eine gewebespe-
zifische Freisetzung wird gewohnlich iiber die Verwendung
von Antikorpern erreicht, die wichtige Zelloberflichen-Re-
zeptoren einer bestimmten Gewebeart erkennen und sich
daher in der Umgebung des Zielgewebes anreichern.?”
Antikorper fiir Schliisselrezeptoren werden in vielen solcher
Anwendungen nach und nach durch Aptameranaloga ersetzt.
Die Anpassungsfihigkeit von Nukleinsdurestrukturen be-
ziiglich einer chemischen Funktionalisierung hat es ermog-
licht, dass sich so eine Vielzahl von molekularen ,,Ladegii-
tern“ fiir einen effektiven Transport in vivo kovalent anbin-
den lieB. Beispielsweise handelt es sich bei PSMA (prosta-
taspezifisches Membran-Antigen) um ein Protein, dass in
vielen Krebszellen tiberexprimiert wird. Dieses Protein pen-
delt kontinuierlich zwischen der Plasmamembran und dem
Inneren der Zelle und kann daher Molekiile aus dem extra-
zelluldren Medium in das Innere der Zelle schleusen. Dem-
gemil konnten PSMA-Aptamere iiber kovalente Modifizie-
rung ihr Ladegut, wie siRNAs,”*! niedermolekulare Verbin-
dungen (z.B. Doxorubicin),?! Toxine®” und wirkstoffbela-
dene Nanopartikel,”'! einschleusen. IThre Fihigkeit, sich
spezifisch an verschiedene Gewebetypen anzulagern, vereint
mit ihrer chemischen Funktionalisierbarkeit, erhoht das Po-
tenzial von Aptameren fiir siRNA-Therapien verschiedener
Krankheiten, des Weiteren fiir die photodynamische
Therapie,?”! Bor-Neutroneneinfangtherapie (boron neutron-
capture therapy)®* oder eine Enzymersatztherapie™ durch
die Anreicherung des relevanten molekularen Agenten an
den Zielpunkten.

Aptamere, die gegen Wirkstoffziele wie Koagulations-
und Wachstumsfaktoren, Hormone, Entziindungsmarker,
neuropathologische Ziele, mit Infektionskrankheiten assozi-
ierte Proteine (infectious disease associated proteins) und
sogar ganze Organismen entwickelt wurden, haben grof3es
therapeutisches Potenzial gezeigt. Fiir eine eingehende
Ubersicht iiber die Entwicklung solcher Aptamere sei auf die
Artikel von Nimjee et al. sowie Thiel und Giangrande ver-
wiesen.”?% Hier beschreiben wir die allgemeinen moleku-
laren Prinzipien, nach denen diese Aptamer-basierten
Werkzeuge in vivo funktionieren. Ein Weg ist die Funkti-
onsinhibierung des molekularen Ziels durch das Aptamer,
d.h., das Aptamer wirkt in diesem Fall als Rezeptorantago-
nist (Abbildung 23 A). Die Unterdriickung der GefaBneubil-
dung beispielsweise ist eine Schliisselstrategie gegen Krebs; in
diesem Zusammenhang ist das Aptamer Pegaptanib erwih-
nenswert, das an die Heparin-bindende Doméne von VEGF-
165 bindet, sie damit blockiert und so eine Vaskularisation
verhindert.””! Auf #hnliche Weise wirkt eine Klasse von
Oligonukleotiden, die G-Quadruplexe bilden (Antisoma), als
Aptamere, die Nukleolin binden und inhibieren, was zu An-
tiproliferationseffekten fiihrt.”® Da Nukleolin jedoch viele
verschiedene zelluldre Funktionen hat, konnte eine Wirkung
von Antisoma auf eine spezifische Funktion von Nukleolin
nicht genau zugeordnet werden. Aptamere konnen auch als
Koder fungieren, indem sie einem molekularen Wirkstoffziel
eine konkurrierende Bindungsgruppe anbieten (Abbil-
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Abbildung 23. A) Aptamere als Rezeptorantagonisten: Das Anbinden des Aptamers
(griin) verhindert die Anbindung des natiirlichen Rezeptorliganden (rot). B) Aptamere
als Kéder: Durch die Imitation des natiirlichen Zielobjekts wird eine zelluldre Antwort
unterdriickt. C) Ein Aptamer stimuliert entweder den OX40- oder den 4-1BB-Rezeptor.
Die Kombination beider Module in einem einzigen Aptamergeriist leistet eine Kostimula-
tion.F’1 D) Aptamere als Schalter in vivo: Das REG-1-Aptamer (schwarz) inhibiert den
Gerinnungsfaktor 1Xa. Das Einbringen eines Gegenmittelstrangs (antidote strand; rot)

hebt die Inhibierung auf.?% 3%

dung 23B). Die Wirkung verschiedener RNA- oder DNA-
bindender Proteine, die Wirkstoffziele darstellen, kann ge-
hemmt werden, indem man ihre Anbindung an die zugeho-
rigen natiirlich vorkommenden DNA/RNA-Sequenzen da-
durch verhindert, dass man Aptamere zur Verfiigung stellt,
die eben diese DNA/RNA-Sequenzen enthalten. So konnte
HIV durch die Adressierung von HIV-TAR™ und tatP"
oder durch die Imitation des Rev-responsiven Elements un-
terdriickt werden.’®l Auf #hnliche Weise konnten Aptamere
mit konkurrierenden Sequenzen fiir Transkriptionsfaktoren
wie die aus der E2F-Familie®” oder NFKBP”! die Aktivitit
der entsprechenden Transkriptionsfaktoren wirksam blo-
ckieren, was Behandlungen von Ekzemen und Dermatitis
ermoglichen konnte.

Ein wichtiger Aspekt des Nukleinsduregrundgeriistes ist
seine Modularitit, und so ist dieses biomolekulare Geriist
dazu pridestiniert, aus verschiedenen, beliebig kombinier-
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baren Modulen molekulare Werkzeuge zu ge-
nerieren, die eine entsprechend vergrof3erte
funktionale Diversitdt und verbesserte Effizi-
enz aufweisen. Wir haben bereits beschrieben,
wie die Erzeugung funktionaler Diversitét
durch Kombination von Modulen zur Klasse
der Aptazyme fiihrt (sieche Abschnitt 7.1). Der
Fall einer erhohten funktionalen Effizienz sei
anhand der Kombination mehrerer Aptamer-
module illustriert (Abbildung 23 C): Durch die
Kombination von Aptameren fiir bestimmte
Motive, die Teil desselben molekularen Ziels
sind, lassen sich bivalente Aptamere erzeugen,
die eine hohere Affinitdt zum Zielobjekt als
die einzelnen Aptamererkennungsmodule
aufweisen.’™ Eine solche bivalente Strategie
kann iiber eine InhibierungP®*l oder Akti-
vierung des Zielobjekts funktionieren. Dies ist
schon illustriert im Falle der Aktivierung einer
Antitumor-Immunantwort, bei der Aptamer-
module fiir unterschiedliche Ziele zur Kosti-
mulation von T-Zellen-Rezeptoren kombiniert
worden sind. Hier konnte ein bivalentes Ap-
tamer fiir 4-1BB- oder OX40-Rezeptoren eine
sehr viel effizientere Immunantwort als jeweils
nur eines der beiden Aptamere fiir sich her-
vorrufen (Abbildung 23 C).F"!

Aptamerbauteile konnen auch als Schalter
in vivo fungieren. In einem Beispiel werden
die kurzen Halbwertszeiten von Aptameren
genutzt. Bei Prozeduren wie kardiologisch-
vaskuldren Operationen werden Antikoagu-
latoren verwendet. Unter solchen Bedingun-
gen konnen Aptamere wihrend einer ein-
stellbaren Zeitspanne fiir eine gerinnungs-
hemmende Wirkung sorgen, nach deren
Ablauf sie effizient abgebaut werden. Bei-
spielsweise wird das RNA-Aptamer REG1
(RB006) verwendet, um den Koagulations-
faktor IXa zu erkennen und die Gerinnung zu
verhindern (Abbildung 23 D). Die Inhibierung
des Faktors IXa kann, wann immer es ge-
wiinscht wird, durch die Zugabe eines RNA-Gegenmittel-
stranges RB007 aufgehoben werden, der mit RB006 hybri-
disiert und die Bindung zwischen RB006 und dem Koagula-
tionsfaktor IXa aufhebt.?0>3%]

Angesichts des Potenzials von Aptamermodulen fiir den
zielgerichteten Wirkstoff-Transport und fiir die Therapeutik
konnten sich durch die Kombination dieser Strukturmotive
mit DNA-Architekturen, dem DNA-Computing und DNA-
Aktuatoren multifunktionale und ,,intelligente” molekulare
Maschinen fiir die Wirkstoff-Freisetzung oder auch thera-
peutische Eingriffe verwirklichen lassen.

8. Zusammenfassung und Ausblick

In den zuriickliegenden Jahren haben sich DNA und RNA
als herausragende Molekiile fiir den Entwurf und die expe-
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rimentelle Ausfiihrung von kiinstlichen molekularen Ma-
schinen erwiesen. Die vorhersagbare, sequenzabhingige
Strukturgebung dieser Molekiile ermoglicht die program-
mierbare Anordnung von supramolekularen Strukturen, die
zwischen einer Reihe von bestimmten Zustinden oder Kon-
formationen hin- und hergeschaltet werden kann. Einer der
elementaren Vorziige von Nukleinsduren als molekulares
Gertist ist ihre Modularitdt und dabei insbesondere ihre Fé-
higkeit, multiple funktionale Einheiten in einer einzigen
Struktur zu verkniipfen, um damit multifunktionale Werk-
zeuge zu generieren. Die biochemischen und chemischen
Techniken, die fiir die Anfertigung solcher Bauteile in einer
akzeptablen Menge notwendig sind, sind bereits vorhanden
und werden kontinuierlich verbessert.

In der Grundlagenforschung werden solche DNA- oder
RNA-Schalter momentan verwendet, um physikalische As-
pekte von molekularen Maschinen in einem nichtbiologi-
schen Zusammenhang zu untersuchen. Theoretische Kon-
zepte, wie etwa Brownsche Laufer und molekulare Compu-
ter, werden mithilfe von DNA-Molekiilen direkt implemen-
tiert. Ein interessanter Aspekt dieses Ansatzes ist die Mog-
lichkeit eines direkten Riickschlusses vom Experiment auf die
Theorie. Viele Aspekte von DNA-Bauteilen wie ihre me-
chanische Stabilitdt oder ihre Reaktionskinetik sind einfach
einstellbar.

Auf der anderen Seite sind Wissenschaftler aber auch
dabei, echte Anwendungen fiir Bauteile aus Nukleinsduren
zu suchen. Vielversprechende Beispiele lassen sich unter
schaltbaren Materialien, molekularen Behiltern und der
DNA-vermittelten Synthese finden. Es gibt eine Fiille von
Anwendungen von Nukleinsdurebauteilen in der Biologie.
Nukleinsduren konnen fiir die Konstruktion von Biosensoren,
molekularen Computern und diagnostischen Hilfsmitteln
eingesetzt werden, die sogar unter In-vivo-Bedingungen
funktionstiichtig sind.

Molekulare Schalter aus Nukleinsduren werden daher
wahrscheinlich einen weitreichenden Einfluss auf so unter-
schiedliche Bereiche wie die Materialwissenschaften, die
Physik biomolekularer Strukturen und Funktionen oder in
biologischen Systemen haben; die Natur nutzt ldngst schon
die Formbarkeit von DNA- und RNA-Strukturen, um als
Antwort auf spezifische molekulare Ausloser spezifische
Ausgabesignale zu erzeugen. Zelluldre Funktionen sind das
Ergebnis von vielfdltigen Berechnungen auf der Basis von
Nukleinsdurestrukturen, die letztlich die Genexpression
kontrollieren. Daher sind Nukleinsduren sicherlich auch dazu
in der Lage, sehr viel komplexere Rechenaufgaben und
Stellbewegungen in vitro durchzufiihren. Eine der Befiirch-
tungen ist hier, dass sich die Geschwindigkeit der Kon-
formationsinderungen von Nukleinsduren als geschwindig-
keitsbestimmend erweisen konnte. Daher besteht auch ein
Bedarf an Schaltern, die noch schneller werden und neue
Strukturiibergéinge aufweisen, die auf der Zeitskala von
Millisekunden oder darunter stattfinden. %153

Zukiinftig wird die Konstruktion von deutlich komple-
xeren Architekturen den Schliissel dafiir liefern, die mecha-
nischen und strukturellen Einschriankungen von DNA oder
RNA beziiglich ihrer Eigenschaften als nanoskalige Kon-
struktionsmaterialien besser zu verstehen. Diese Einschrin-
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kungen werden letztlich auch den moglichen Grad an Kom-
plexitidt bestimmen, den man mit molekularen Schaltern aus
Nukleinsduren erreichen kann.

Fiir einige Anwendungen sind Nukleinsduren bereits jetzt
die idealen Molekiile, beispielsweise, wenn molekulare Bau-
teile mit genetischen Prozessen verkniipft werden sollen oder
wenn einfache und robuste Biosensoren benétigt werden. Bei
anderen Anwendungen mogen sich andere Substrate, wie
Peptide oder synthetische organische Molekiile, als geeigne-
ter erweisen, auch wenn sie zum jetzigen Zeitpunkt nicht
hinreichend steuerbar scheinen. In diesen Féllen sind mole-
kulare Maschinen und Werkzeuge aus Nukleinsduren aber
eine bereits jetzt verfiigbare Alternative zur Erforschung der
allgemeinen Prinzipien, die der molekularen Selbstorganisa-
tion und molekularen Maschinen zugrunde liegen.

EC.S. dankt der DFG fiir die Unterstiitzung durch den Ex-
zellenzcluster der ,, Nanosystems Initiative Munich®. Y.K. be-
dankt sich fiir die Auszeichnung als , Innovative Young Bio-
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Nanoscience* fiir die Bereitstellung von Geldmitteln.
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