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Die Einfithrung der DNA-Origami-Technik hat den Entwurf und die
Herstellung von nanoskaligen DNA-Objekten stark vereinfacht. Die
Selbstorganisation eines DNA-Origamis ist ein Prozess, durch den ein
langes, zirkulires DNA-Einzelstrangmolekiil (hiufig aus dem Phagen
M13mpl8) unter Verwendung einer Vielzahl von kurzen Helfer-
strdngen in praktisch jede gewiinschte Form gefaltet werden kann.
Dieser Ansatz ermdoglicht die problemlose Herstellung von Objekten
mit einer adressierbaren Oberfliche von der Grofie einiger tausend
Quadratnanometer. Dies entspricht einer ,, Pixel“-Auflosung von etwa
6 nm. Gleichzeitig ist der Herstellungsprozess schnell, stellt keine ho-
hen Anforderungen an die experimentellen Bedingungen und fiihrt zu
einer hohen Ausbeute der gewiinschten Struktur. Diese Eigenschaften
machen die DNA-Origami-Technik in der strukturellen DNA-Nano-
technologie zur Methode der Wahl, wenn zwei- und dreidimensionale
DNA-Objekte hergestellt werden sollen. In diesem Kurzaufsatz wer-
den die jiingsten Fortschritte bei der Entwicklung von DNA-Origami-
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strukturen aufgebaut werden. Sie hat
allerdings einige Nachteile. So ist es fiir
die Bildung von groBeren Strukturen
notwendig, dass die beteiligten Oligo-
nucleotide und/oder Kacheln gereinigt

Strukturen zusammengefasst, die zahlreiche interessante Anwen-

dungsmoglichkeiten eroffnen.

1. Einleitung

Die 1982 von Seeman veroffentlichte revolutionire Idee,
DNA als Konstruktionsmaterial fiir die Selbstorganisation
von geometrisch definierten Objekten mit nanoskaligen Ei-
genschaften einzusetzen,!! begriindete ein neues For-
schungsgebiet, das heute unter dem Namen ,strukturelle
DNA-Nanotechnologie“ bekannt ist.”! Basierend auf der
hohen Spezifitdt der Watson-Crick-Basenpaarung werden ri-
gide verzweigte DNA-Motive erzeugt, die durch Hybridisie-
rung komplementérer Bereiche vorhersagbare Uberstruktu-
ren bilden, die héufig auch als DNA-Kacheln bezeichnet
werden (Abbildung 1a). Diese DNA-Kacheln kénnen mit-
hilfe tiberhingender Einzelstringe (sticky ends) weiter zu
diskreten endlichen Objekten oder zu unendlichen periodi-
schen Gittern angeordnet werden.”®! Mit dieser Mehr-
strangmethode konnte eine Vielzahl komplexer DNA-Uber-
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und im exakt stochiometrischen Ver-
hiltnis eingesetzt werden, was den
Herstellungsprozess aufwéndig und
fehleranfillig macht. AuB3erdem ist die
Komplexitit der so erhiltlichen
Strukturen auf einfache geometrische Formen und die Wie-
derholung von grundlegenden Bausteinen beschrinkt.

Ein auBlergewohnlicher Durchbruch bei der Konstruktion
von nanometergrofen DNA-Objekten gelang 2006 mit der
Einfiilhrung der geriistbasierten DNA-Origami-Methode
durch Rothemund® (fiir einen Ubersichtsartikel zu diesem
Thema siehe Lit. [7]). Ahnlich der japanischen Kunst des
Papierfaltens wird bei der DNA-Origami-Technik ein langer
einzelstrangiger DNA-Geriiststrang (scaffold strand) mithilfe
hunderter kurzer Oligonucleotide, die als Faltungsstringe
(staple strands) bezeichnet werden, in die gewiinschte Form
gefaltet (Abbildung 1b). Zwar waren die ersten Beispiele fiir
eine Geriiststrang-basierte Herangehensweise in der struk-
turellen DNA-Nanotechnologie bereits von Yan et al.®! und
Shih et al.”! berichtet worden, jedoch hatte keiner dieser
beiden Artikel eine so beeindruckende Auswirkung wie die
Veroffentlichung von Rothemund.”! In dessen Arbeit wird
das 7.25 Kilobasen lange, zirkuldre M13mp18-Einzelstrang-
genom mithilfe von etwa 200 Faltungsstrdngen in eine An-
ordnung aus antiparallel verlaufenden Helices gefaltet, die
iiber periodische Kreuzungspunkte verbunden sind. Die Fal-
tung der DNA erfolgt dabei durch etwa zweistiindiges lang-
sames Abkiihlen des Gertiststranges in Gegenwart eines iib-
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Abbildung 1. Die beiden grundsitzlichen Herangehensweisen fir die
Herstellung von DNA-Objekten. a) Bei der Mehrstrangmethode wer-
den Oligonucleotide so entworfen, dass sie definierte verzweigte DNA-
Motive (,Kacheln“) bilden. Eine hierarchische Selbstorganisation sol-
cher Motive in gréfere (endliche oder unendliche) Strukturen wird
durch Hybridisierung von Einzelstrangiiberhingen (sticky ends) er-
reicht. b) Bei der geriistbasierten DNA-Origami-Methode wird ein lan-
ger einzelstringiger Geriiststrang (scaffold strand) mithilfe hunderter
kurzer Faltungsstringe (staple strands) in eine gewiinschte Form mit
definierter Grofe gefaltet. Diese geriistbasierte Selbstorganisation ver-
lguft hoch effizient. Wiedergabe aus Lit. [61] mit Genehmigung.

licherweise 100-fachen Uberschusses der Faltungsstringe von
ca. 90°C auf Raumtemperatur. Dies fiihrt zur Bildung der
Zielstruktur in nahezu quantitativer Ausbeute. Die Origami-
Methode ist deutlich schneller als die Mehrstrangmethode,
bei der fiir die Anordnung von Oligonucleotiden zu periodi-
schen Gittern normalerweise bis zu 20 h benotigt werden. Die
hohe Leistungsfihigkeit der DNA-Origami-Technik beruht
hauptsédchlich auf dem entropischen Vorteil der Verwendung
eines einzelnen langen Geriiststranges fiir die Faltung."! Da
die Faltungsstrange vorzugsweise mit dem Gertiststrang hy-
bridisieren anstatt untereinander zu binden, ist ihr genaues
stochiometrisches Verhiltnis nicht mehr relevant. Dariiber
hinaus fordert die korrekte Hybridisierung mit dem Geriist-
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strang die nachfolgende korrekte Bindung weiterer Fal-
tungsstriange, indem mogliche falsch gebundene oder ver-
kiirzte Sequenzen einfach durch Strangaustausch verdrangt
werden. Somit lassen sich mit der Origami-Technik experi-
mentelle Fehler und die fiir die Synthese benoétigte Zeit stark
reduzieren, da nicht lidnger eine strenge Kontrolle iiber die
Stochiometrie und die Reinheit der Oligonucleotide not-
wendig ist. Die DNA-Origami-Technik hat sich wegen dieser
praktischen Vorteile sowie der Tatsache, dass sie auch den
nahezu uneingeschrankten Zugang zu komplexen Nanoob-
jekten mit vorherbestimmbarer Grofie und molekularer
Adressierbarkeit eroffnet, rasch zu einem bedeutenden In-
strument fiir die Herstellung DNA-basierter Nanoarchitek-
turen entwickelt.

2. Einlagige DNA-Origami-Strukturen

Rothemund beschrieb in seinem Originalbeitragl® die
Herstellung verschiedener planarer quasi-zweidimensionaler
Strukturen, die von einfachen rechteckigen Formen tiiber
komplexere Formen wie Sterne und Dreiecke bis zu nicht-
geometrischen Figuren wie einem ,,Smiley* reichten. Diese
Objekte wurden nach den folgenden allgemeingiiltigen Auf-
bauregeln entworfen: Jede Helix innerhalb der Struktur ist
mit ihren beiden benachbarten Helices iiber ein regelmifBiges
Muster aus Kreuzungspunkten verbunden, die in einem Ab-
stand von 1.5 Helixwindungen angeordnet sind, was bei einer
zum B-Typ gehorenden DNA etwa 16 Basenpaaren ent-
spricht (Abbildung 2). Diese Anordnung der Kreuzungs-
punkte erzeugt Verbindungen zwischen benachbarten Heli-
ces, die im 180°-Winkel zueinander stehen. Somit entsteht
eine einlagige Schicht von Helices, die eine planare Fliche
bilden.

Dasselbe Prinzip kann auch dafiir genutzt werden, drei-
dimensionale (3D-)Strukturen aufzubauen. Hierfiir wird ein
Origami aufgebaut, das aus mehreren zweidimensionalen
(2D-)Flichen besteht, deren Kanten unter einem spezifischen
Winkel iiber zusitzliche Kreuzungspunkte zwischen den an
den Grenzflachen aufeinandertreffenden Helices verbunden
werden. Dies erzeugt dreidimensionale Objekte mit einem
Hohlraum in der Mitte, wie oben und unten geoffnete Pris-
men mit drei, vier oder sechs Seitenflichen!"” oder geschlos-
sene Polyeder wie Tetraeder! oder Wiirfel.'>'¥! Beispiels-
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Abbildung 2. Prinzipen fiir die Entwicklung von zweidimensionalen DNA-Origami-Strukturen nach der Methode von Rothemund. a) Das DNA-
Geriist besteht aus antiparallelen DNA-Helices (schematisch als helle und dunkle Zylinder dargestellt), die iiber eine definierte Anordnung von
Kreuzungspunkten (blaue Symbole) miteinander verbunden sind. Diese Kreuzungspunkte haben jeweils einen Abstand von 16 Basenpaaren (bp)
zueinander, was 1.5 Helixwindungen entspricht und zu einer planaren Anordnung der Helices fiihrt. b) Mit der Hilfe von Computerprogrammen
werden die fiir die Faltung des Gerliststranges (langer roter Strang) in die gewiinschte Form notwendigen Faltungsstringe (kurze blaue und griine
Segmente) generiert. c) Die Bildung der Zielstruktur wird mit Rasterkraftmikroskopie nachgewiesen (Mafistabsbalken=100 nm). Der Einschub
zeigt eine einzelne rechteckige Origami-Struktur mit der erwarteten Grofe von 70x 96 nm?.

weise wurde ein DNA-Kasten mit einem beweglichen Deckel
entworfen (Abbildung3a). Der Deckel ist auf einer Seite
tiber flexible Scharniere am Kasten befestigt und kann auf der
gegeniiberliegenden Seite iiber ein Paar verldngerter Fal-
tungsstrange den Kasten verschlieen. Diese Faltungsstrénge
haben kurze einzelstriangige Uberhiinge (toeholds), die als
Ansatzpunkte fiir die Hybridisierung vollstindig komple-
mentérer ,,Schliissel“-Strange fungieren, sodass deren Zuga-
be den Deckel iiber eine Strangverdringung wieder 6ffnen
kann." Damit war dies das erste Beispiel einer Origami-
Struktur, deren Topologie durch einen externen Stimulus
verdndert werden kann.

Ein raffinierterer Weg zur Anderung der Topologie einer
DNA-Uberstruktur wurde kiirzlich von Yan und Mitarbeitern
aufgezeigt."¥ Diese nannten ihre Methode ,, DNA-Kirigami“,
in Anlehnung an die Variation der Origami-Technik, bei der
das gefaltete Papier geschnitten wird. In der Arbeit wurde ein
Mobius-Band aus DNA hergestellt, das als molekulares
Analogon zum Papiermodell durch Schneiden an verschie-
denen Positionen entlang des Streifens in unterschiedliche
Topologien iiberfiihrt werden kann. Das Mobius-Band be-
steht aus einer langen einzelnen Origami-Flache mit den
Abmessungen 25 x210 nm?, die einmal um 180° um ihre
zentrale Ache verdreht und nachfolgend an den schmalen
Seitenkanten zu einem geschlossenen Ring verbunden wurde.
Das Schneiden des Bandes wurde durch Einzelstrangver-
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driangung erreicht, bei der selektiv bestimmte Faltungsstrange
aus dem Origami entfernt wurden, sodass benachbarte he-
licale Domidnen getrennt wurden. Als Resultat wurde bei-
spielsweise eine Catenan-artige Topologie aus zwei mitein-
ander verketteten Ringen erhalten.

In dieser Arbeit iiber DNA-Kirigami wurde erstmals de-
monstriert, dass eine gekriimmte DNA-Oberfldche aus einer
einlagigen Origami-Flache hergestellt werden kann. Erst
kiirzlich wurde ebenfalls von Yans Gruppe eine neue Stra-
tegie fiir die Bildung von DNA-Origami-Objekten mit kom-
plexen Kriimmungen beschrieben.'”) Diese Methode basiert
auf der Bildung von konzentrischen DNA-Helices, die um
ihre zentrale Achse gekriimmt sind und iiber ein Netzwerk
aus latitudinalen und longitudinalen Kreuzungspunkten mit-
einander verbunden sind. Wie in Abbildung 3b gezeigt, wer-
den hierdurch zwei- und dreidimensionale Strukturen aufge-
baut. Anders als bei der vorher beschriebenen Methode folgt
dieses Netzwerk aus Kreuzungspunkten nicht strikt der Regel
von 10.5 bp pro Drehung, sondern ermoglicht einen gewissen
Grad an Strukturflexibilitit (9-11 bp pro Drehung). Hier-
durch wird eine prézisere Anpassung der DNA-Kriimmung
ermoglicht, sodass auch komplexe Formen wie planare kon-
zentrische Ringe, Kugeln und Halbkugeln zugéinglich werden,
die mit der konventionellen Origami-Methode nicht erhélt-
lich waren. Durch gleichzeitige Variation der Kriimmung in-
nerhalb und auBerhalb einer Ebene konnten sogar kompli-
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Abbildung 3. Raster aus Kreuzungspunkten und daraus resultierende Gitter, die fiir die Konstruktion von 2D- und 3D-DNA-Origami-Strukturen
genutzt werden. Die DNA-Helices sind als Kreise dargestellt und werden entlang ihrer zentralen Helixachse betrachtet. Mit schwarzen Pfeilen
werden die interhelicalen Kreuzungspunkte zwischen einer Bezugshelix (dunkelgrauer Kreis) und ihren benachbarten Helices (hellgraue Kreise)
dargestellt. AufRer der Zahl an Basenpaaren zwischen zwei benachbarten Kreuzungspunkten entlang einer Helix ist auch die daraus resultierende
2D- oder 3D-Anordnung der Helices gezeigt. Einlagige (a,b) und mehrlagige (c—g) DNA-Origami-Strukturen kénnen durch eine entsprechende
Anordnung der Kreuzungspunkte aufgebaut werden, was die Herstellung einer grof3en Vielfalt an Formen (z.B. hohlen, ausgefiillten, verdrehten
und gekrimmten Objekten) erméglicht. Wiedergabe aus Lit. [6,12,15,16,19] mit Genehmigung.

ziertere Objekte wie ein Ellipsoid und eine ,,Nanoflasche®
hergestellt werden. Damit erweitert diese Designmethode das
Repertoire an zugénglichen Formen betréchtlich.

3. Mehrlagige DNA-Origami-Strukturen

Fine groe Einschrdnkung einlagiger DNA-Origami-
Strukturen ist ihre relativ geringe Bestdndigkeit gegen me-
chanische Belastung. Zur Losung dieses Problems wurden
rigidere 3D-DNA-Objekte entwickelt, bei denen die Struktur
entweder mit einer Vielzahl an Helices ausgefiillt wurde!"!
oder durch Druck- und Zugspannungen nach dem Tensegrity-
Prinzip (siehe unten) stabilisiert wurde.'” Mehrlagige DNA-
Origamis bestehen aus dicht gepackten, antiparallel verlau-
fenden Helices, die durch eine definierte dreidimensionale
Anordnung von Kreuzungspunkten miteinander verbunden
sind. Der Abstand von benachbarten Kreuzungspunkten zu-
einander entlang einer Helixachse bestimmt dabei, wie be-
nachbarte Helices untereinander verkniipft sind, und damit
auch die Geometrie eines Bausteins. Das erste Beispiel einer
mehrlagigen Origami-Struktur wurde von Shih und Mitar-
beitern veroffentlicht, die jede Helix mit drei benachbarten
Helices verkniipften, indem sie die Kreuzungspunkte entlang
einer Helixachse in einem Abstand von 7 bp zueinander an-
ordneten. Dies fiihrt zu einem Winkel von 120° zwischen drei
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benachbarten Kreuzungspunkten (Abbildung3c). Daher
sind die Helices bei Betrachtung eines Querschnitts durch die
resultierende Uberstruktur hexagonal angeordnet und erin-
nern an die Struktur von Bienenwaben. Die Allgemeingiil-
tigkeit dieser Strategie wurde durch die Bildung einer Reihe
von dreidimensionalen Formen demonstriert, die z.B. einem
Monolithen oder einer Vierkantmutter dhnelten. Die Auto-
ren konnten auch zeigen, dass Helixbiindel mit verschiedenen
Querschnittmustern entweder in einer Richtung zusammen-
gefithrt werden konnen, um Bahnbriicken-dhnliche Struktu-
ren zu generieren, oder sogar in verschiedene Richtungen
zeigen konnen, um ein gespaltenes oder ein gestapeltes Kreuz
zu kreieren.

Demselben Prinzip folgend wurden auch DNA-Objekte
aufgebaut, die statt eines hexagonalen einen rechteckigen
Querschnitt aufweisen. Dies erméglicht die Konstruktion von
flacheren Oberflidchen, kleineren Hohlrdumen und kompak-
teren Strukturen (Abbildung 3d).'® Eine weitere Anwen-
dung des generellen Prinzips zum Aufbau mehrlagiger Ori-
gami-Strukturen wurde von Dietz et al. demonstriert. Diese
konnten Strukturen entwickeln, deren Helixachsen iiberdreht
oder gebogen sind (Abbildung 3e,f,g).'") Wie bereits oben
beschrieben, betridgt bei einem reguldren mehrlagigen Ori-
gami der Abstand der Kreuzungspunkte entlang einer He-
lixachse sieben Basenpaare. Das Entfernen oder Hinzufiigen
eines Basenpaares in einem ausgewihlten Bereich der Heli-
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ces bewirkt dementsprechend entweder eine lokale Uber-
oder Unterdrehung der DNA-Helix. Dies ist in Abbil-
dung 3e,f verdeutlicht. Dariiber hinaus fiihrt das Hinzufiigen
eines Basenpaares auf der einen Seite und das Entfernen ei-
nes Basenpaares auf der entgegengesetzten Seite einer re-
guldren 7-bp-Anordnung zu einem gleichzeitigen Ausdehnen
und Zusammenziehen der entsprechenden Seiten, was eine
globale Kriimmung der Helices zur Folge hat. (Abbil-
dung 3g). Durch Variation der Zahl an zusitzlichen und
entfernten Basenpaaren kann die Kriimmung in einem Be-
reich von 0° bis 180° in 5°-Schritten genau eingestellt wer-
den.["

Ein anderer Ansatz, um mehr mechanische Stabilitéit bei
dreidimensionalen DNA-Objekten zu erreichen, basiert auf
dem Tensegrity-Konzept. ,, Tensegrity* ist ein Kunstwort aus
den Worten ,tension“ und ,,integrity*, das ausdriicken soll,
dass geometrische Integritdt durch Zugspannung erzeugt
wird. Das Tensegrity-Prinzip wird auch in der makroskopi-
schen Architektur angewendet, wenn geometrische Objekte
aus starren Stdben (Stiitzbalken) aufgebaut werden, die tiber
flexible Verbindungen (Spanndrihte) zusammengehalten
werden. Wihrend die Stiitzbalken nach auBen driicken, iiben
die Spanndréhte eine Zugspannung nach innen aus, sodass
das Gleichgewicht zwischen diesen beiden Kriften zu einer
stabilen und mechanisch rigiden Struktur fiihrt. Schon friiher
wurde dieses Prinzip dafiir genutzt, mechanisch starre DNA-
Nanobjekte zu konstruieren.®?!! Wie von Liedl et al. de-
monstriert wurde,!'”! konnen nach dem Tensegrity-Prinzip
dreidimensionale Prismen aufgebaut werden, die aus starren
Biindeln von drei bis sechs Helices bestehen und die Funktion
eines druckresistenten Stiitzbalkens ausiiben. Diese Helix-
biindel werden iiber einzelstringige (ss-)DNA-Segmente an
ihrer Position gehalten, die als entropische Zugdréihte wirken
(Abbildung 3¢, untere Bildreihe). Da die Krifte, die durch
solche Systeme generiert werden, prézise kontrollierbar sind,
schlagen die Autoren vor, dass dieses Konzept fiir die Her-
stellung von mechanisch reagierenden DNA-Nanostrukturen
einsetzbar sein sollte, die als Hilfsmittel zur Untersuchung
von biophysikalischen Prozessen auf molekularer Ebene
verwendet werden konnen.

Die oben beschriebenen Beispiele zeigen, dass die Aus-
weitung von Rothemunds Konzept auf die dritte Dimension
die Herstellung von hoch komplexen und faszinierenden
Nanoobjekten ermoglicht. Allerdings ist die 3D-Origami-
Technik bei weitem nicht so einfach und unkompliziert wie
das 2D-Origami. Insbesondere erfordert der Entwurf von 3D-
Objekten eine sorgfiltigere theoretische Optimierung.
Gliicklicherweise sind Computerprogramme fiir den Entwurf
von 2D-P4 und 3D-Origami-Strukturen®! entwickelt worden,
die fiir die Offentlichkeit frei zuginglich sind. Solche halb-
automatischen Hilfsmittel verringern nicht nur enorm die
erforderliche Zeit fiir die Entwicklung neuer Strukturen,
sondern dariiber hinaus auch drastisch die Wahrscheinlichkeit
von menschlichen Fehlern, die bei einem vollstindig manu-
ellen Entwurfsprozess auftreten konnen. Eine Weiterent-
wicklung der computergestiitzten Designprogramme ist je-
doch essenziell, wenn die Strukturen noch komplexer werden
sollen. Dariiber hinaus ist auch die experimentelle Synthese
von 3D-Origami-Strukturen anspruchsvoller als jene von 2D-
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Origami-Strukturen. So wird fiir den Aufbau von mehrlagigen
Objekten normalerweise deutlich mehr Zeit (bis zu einer
Woche) benotigt, und die Ausbeute der Zielstruktur ist ge-
ringer. Aus diesem Grund wurden bereits alternative, zumeist
empirisch ermittelte Aufbauvorschriften! und Reinigungs-
methoden®! entwickelt, die in einigen Fillen schon zu einer
Verbesserung der Anordnungseffizienz gefiihrt haben.

4. Funktionalisierung von DNA-Origami-Strukturen

Ungeachtet der groen Fortschritte beim Design und der
Synthese von DNA-Nanostrukturen wird tiber ihre prakti-
sche Anwendbarkeit noch debattiert. Ohne Zweifel ist die
DNA-Origami-Technik ein dulerst wertvolles Instrument fiir
die Organisation und Manipulation von Molekiilen im Na-
nometermafistab. Dennoch ist wegen der eingeschrénkten
chemischen, optischen oder elektronischen Funktionalitidt der
DNA zwingend eine Funktionalisierung von DNA-Struktu-
ren notwendig, um sinnvolle Anwendungen zu ermoglichen.
Daher wurden bereits einige Strategien zur chemischen Mo-
difizierung und Funktionalisierung von DNA-Nanostruktu-
ren entwickelt, um Anwendungen in unterschiedlichen Be-
reichen der Naturwissenschaften zu realisieren.

Das erste Beispiel fiir eine dekorierte Origami-Oberfla-
che wurde bereits von Rothemund selbst gezeigt. Es basiert
auf der Einfithrung von sperrigen DNA-Motiven in Form
hantelformiger Haarnadelschleifen, die an ausgewéhlten Po-
sitionen in bestimmten Faltungsstridngen positioniert wur-
den.”! Diese DNA-Motive konnen als topographische Mar-
kierungen genutzt werden, um die Symmetrie zu brechen und
damit charakteristische Bereiche von geometrischen Objek-
ten zu identifizieren, da sie auf dem flachen Origami mit dem
Rasterkraftmikroskop als helle Punkte detektierbar sind. So
wurden Origami-Strukturen, die mit hantelformigen DNA-
Motiven kodiert waren, als DNA-Nanochips verwendet, um
Einzelmolekiilreaktionen,® RNA-Sequenzen® und Ein-
zelnucleotidpolymorphismen (SNPs)®®! zu detektieren (siche
auch Abschnitt 5.1).

Die chemische Modifizierung von Faltungsstringen mit
Biotinmolekiilen ermoglicht die Bindung von Streptavidin
(STV) an ausgewihlten Positionen der Origami-Struktur. Die
so markierten Positionen lassen sich leicht mit Rasterkraft-
mikroskopie (AFM) sichtbar machen. Diese Methode wurde
verwendet, um die Organisation von Proteinen auf Origami-
Geriisten (Abbildung 4a)®= zu demonstrieren oder um
Einzelmolekiilreaktionen an definierten biotinylierten Posi-
tionen auf einem Origami zu visualisieren (siche Ab-
schnitt 5.1 und Abbildung 5).”! Kiirzlich wurde das tetrava-
lente STV fiir die Konjugation von biotinylierten Origami-
Strukturen mit biotinylierten Kohlenstoffnanordhren einge-
setzt.’”l Komiyamas Gruppe hat mit Hise-Peptiden derivati-
sierte Faltungsstrdnge dazu verwendet, um enzymmodifi-
zierte DNA-Origami-Strukturen iiber die Affinitit der His,-
Gruppen zu chelatisierten Cobaltionen zu reinigen.*)

Unsere Gruppe hat vor Kurzem eine allgemeine Methode
fur die ortsspezifische und kovalente Modifizierung von
DNA-Origami-Strukturen mit mehreren verschieden Protei-
nen entwickelt. Hierzu wurden Kupplungssysteme genutzt,
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Abbildung 4. Reprisentative Beispiele fiir die Funktionalisierung von DNA-Origami-Strukturen. a) Die Markierung von ausgewihlten Faltungs-
stringen mit Biotingruppen erméglicht die ortsspezifische Bindung von Streptavidin an definierten Positionen eines Origami-Geriistes, was mit
AFM visualisiert werden kann. b) Modifizierung einer Origami-Struktur mit chemischen Gruppen, die eine Bindung von Proteinen orthogonal zum
Biotin/Streptavidin-Modellsystem erméglicht. Benzylguanin (BG) und Chlorhexan (CH) fungieren dabei als Opferliganden fiir die ortspezifische
Kupplung von Fusionsproteinen, die entsprechend eine Snap- oder Halo-Proteinmarkierung enthalten. Die erfolgreiche orthogonale Modifizierung
der DNA-Struktur wurde durch eine schrittweise Zugabe von drei unterschiedlichen Proteinen und eine anschlieRende AFM-Charakterisierung der
Zielstrukturen (I-IV in b) nachgewiesen. mKate =rot fluoreszierendes monomeres Katushka-Protein, CCP = Cytochrom-C-Peroxidase, mSTV =mo-
novalentes Streptavidin. Sowohl fiir planare (c) als auch fiir dreidimensionale Origami-Strukturen (d) wurde die Hybridisierung von mit DNA
konjugierten Nanopartikeln an komplementire Sequenzen, die aus der Origami-Fliche herausragen, realisiert. Wiedergabe aus Lit. [31,34,35,38]

mit Genehmigung.

die orthogonal zum Biotin-STV-System sind (Abbil-
dung 4b).5¥ So wurden niedermolekulare Benzylguanin- und
Chlorhexanfunktionen in das DNA-Origami eingebunden,
die als Opferliganden fiir die ortsspezifische Kupplung von
Fusionsproteinen fungieren, die entweder das selbstmarkie-
rende  Protein  O6-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase
(hAGT), oft auch als ,,Snap-tag“ bezeichnet, oder die Ha-
logenalkan-Dehalogenase, auch bekannt als ,,HaloTag", ent-
hielten. Diese Methode erméglicht die effiziente Dekoration
von DNA-Uberstrukturen mit komplexen Mustern beliebiger
Proteine und verleiht damit Kontrolle iiber die Zugénglich-
keit und Reaktivitét spezieller Proteinanordnungen, die auf
einem Origami-Geriist prasentiert werden.

Die mit Abstand am héufigsten genutzte Methode fiir die
Modifizierung von DNA-Origami basiert auf der Hybridi-
sierung von DNA-konjugierten Komponenten mit terminal
verldngerten Faltungsstrangen, die aus der Origami-Ebene
herausragen. Diese Methode wurde vor allem angewendet,
um Origami-Strukturen mit Nanopartikeln unterschiedlicher
GroBe zu modifizieren. Beispielsweise wurden dreieckige
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Origami-Strukturen dazu genutzt, um Gold-? oder Silber-
Nanopartikel®*"! auf einer Kante zu Ketten zu organisieren
(Abbildung 4c). Hierfiir wurden die Nanopartikel mit thio-
lierter ssDNA funktionalisiert, die mit komplementéren Se-
quenzen hybridisieren kann, die auf der Origami-Oberfldche
prasentiert wurden. Indem verschiedene Féngeroligonucleo-
tide verwendet wurden, konnten bis zu sechs verschiedene
Gold-Nanopartikel (AuNPs) selektiv an die Origami-Struk-
tur gebunden werden (Abbildung 4c).” Ein #hnlicher An-
satz wurde genutzt, um unterschiedlich groe AuNPs in
Origami-Kéfigen mit einem inneren Hohlraum von bis zu
10nm zu verkapseln (Abbildung4d).’® In dieser Arbeit
wurden zudem bis zu drei zusétzliche Partikel an ausge-
wihlten Positionen an der AufBlenseite des Kaifigs selektiv
gebunden. Dieses Beispiel zeigt deutlich, dass das Origami-
System vollstdndig raumlich adressierbar ist. In einem ande-
ren Beispiel konnte durch eine terminale Verldngerung der
Fanger-Faltungsstrdnge mit einem passenden einzelstrangi-
gen Uberhang (toehold) ein Einzelstrangaustausch initiiert
werden. Hierdurch war es moglich, Proteine selektiv an die
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DNA-Uberstrukturen zu binden und von dort wieder zu
entfernen.

Die Hybridisierungs-basierte Modifizierungsmethode ist
damit recht breit anwendbar, erfordert allerdings normaler-
weise zusitzliche Temperierungszyklen bei erhohten Tem-
peraturen, um die vollstdndige Hybridisierung und das Bin-
den der ssDNA-konjugierten Komponenten an die komple-
mentédren Strdnge des Origami sicherzustellen. Diese Tem-
perierungszyklen schrinken jedoch die Anwendbarkeit der
Methode deutlich ein, wenn thermisch labile Molekiile, wie
denaturierungsempfindliche Proteine, auf einem Origami-
Geriist immobilisiert werden sollen.

5. Anwendungen von DNA-Origami-Strukturen

Die DNA-Origami-Technik ist sehr vielversprechend fiir
verschiedene Wissenschaftsbereiche, da eine DNA-Origami-
Struktur als eine ,,molekulare Stecktafel mit mehr als
200 Pixeln betrachtet werden kann, die einzeln mit einer
Prézision von wenigen Nanometern adressierbar sind. Dass
dieser Aspekt effiziente Anwendungen im Bereich von Ein-
zelmolekiilstudien oder fiir die Konstruktion von neuen Ma-
terialien ermdoglicht, soll in diesem Abschnitt anhand einiger
repréasentativer Beispiele verdeutlicht werden.

Kontrollprobe Rag-1 C-mye fi-Actin
ohne
Zielmolekil
mit
Zialmolekul
h.ln J
Cc

o Gdmer-Duplex
Selbstorganisation Ao

64mer-Doppelstrang A/ aomeesey T4mer-Duplex

74mer-Doppelstrang "V RGRRIMREWR

DNA-Spaltung 8
_—

B. Sacca und C. M. Niemeyer

5.1. Einzelmolekiilstudien

Eine der ersten Anwendungen von DNA-Origami-
Strukturen wurde von Ke et al.””! beschrieben, die eine
rechteckige Origami-Struktur fiir die Einzelmolekiildetekti-
on von Hybridisierungsereignissen nutzten (Abbildung 5a).
Hierfiir wurden Faltungsstriange an definierten Positionen mit
einzelstringigen Sequenzen verldngert, die komplementér zu
spezifischen RNA-Zielsequenzen waren. Nach der Bindung
der RNA in homogener Losung wurden die Origami-Nano-
chips auf einer Glimmeroberfliche gebunden und die Hy-
bridisierungsereignisse mit AFM detektiert. In einer anderen
Arbeit nutzte dieselbe Gruppe ein DNA-Origami, um die
Auswirkung von verschiedenen Abstinden zwischen zwei
Liganden auf die multivalente Bindung eines Zielproteins zu
untersuchen.® Hierzu wurden zwei Thrombinaptamere in
unterschiedlichen Abstdnden in ein DNA-Origami eingefiigt,
und die Bindung von Thrombin wurde mit Gelelektrophorese
und AFM untersucht. Mit diesem System konnte die Be-
deutung von divalenten Bindungen fiir die Bildung von sta-
bilen Thrombin-Origami-Konjugaten eindeutig belegt wer-
den. Voigt etal.”! haben DNA-Origami-Strukturen dazu
genutzt, orthogonale chemische Reaktion durch Einzel-
molekiildetektion zu demonstrieren. Hierzu wurden defi-
nierte Faltungsstriange einer DNA-Origami-Struktur che-

DTT

| 200nm |
Biotin-Origami
B Biotin-5-5-Origami
. Biotin-S-CH=CH-S-COrigami

Abbildung 5. Reprisentative Anwendungsméglichkeiten von DNA-Origami-Strukturen. a) Ein DNA-Origami-Chip wurde fiir die markierungsfreie
Detektion von RNA-Proben genutzt. Anhand eines Strichcodes kann identifiziert werden, ob der Origami-Chip auf der rechten Seitenkante Sonden
fiir C-myc, Rag-1, f-Actin oder eine Kontrollprobe enthilt. Jede Sonde zeigt eine spezifische Bindung in Gegenwart von RNA-Proben. b) Einzelmo-
lekiilreaktionen kénnen auf DNA-Origami-Oberflichen durchgefiihrt und visualisiert werden. Biotinmolekiile sind iiber orthogonale Linker an das
Origami gebunden (durch gelbe, rote und griine Symbole dargestellt). Die selektive chemische Spaltung dieser Linker wurde durch die Bindung
von Streptavidin und anschliefende AFM-Messungen nachgewiesen. DTT = Dithiotreithol. c) Rahmenartige Origami-Strukturen wurden genutzt,
um den Effekt der Spannung eines DNA-Stranges auf DNA prozessierende Enzyme zu untersuchen. Die Daten zeigen, dass der entspannte, 74 bp
lange Doppelstrang ein besseres Substrat fiir die DNA prozessierenden Enzyme ist. d) Zwei verschiedene Typen von Kohlenstoffnanoréhren
(durch blaue und rote Balken dargestellt) wurden auf den entgegengesetzten Seiten einer DNA-Origami-Struktur angeordnet, und der Kreuzungs-
punkt dieser Rohren wurde mit Mikroelektroden elektrisch charakterisiert. Wiedergabe aus Lit. [26,27,41,50] mit Genehmigung.
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misch mit Biotingruppen modifiziert, die gezielt spaltbare
Linker wie Disulfide oder elektronenreiche 1,2-Bis(alkyl-
thioethen)-Gruppen enthielten. Die orthogonale Spaltung
der verschiedenen Bindungen wurde iiber die anschlieende
Bindung von STV und nachfolgende AFM-Messung detek-
tiert (Abbildung 5b). Auch die orthogonale Kupplung von
Biotingruppen an das Origami-Geriist durch Kupfer(I)-ka-
talysierte Azid-Alkin-Cycloaddition oder Aktivester-Ami-
dierung konnte mit diesem Aufbau detektiert werden.

Vor Kurzem wurde eine Reihe interessanter Anwendun-
gen von DNA-Origami-Strukturen von Sugiyama et al. pu-
bliziert. Diese nutzten eine rahmenartige 2D-Origami-
Struktur, um die Auswirkungen mechanischer Spannung ei-
ner DNA-Doppelhelix auf die Bindung und die Aktivitéit von
DNA modifizierenden Enzymen zu untersuchen. Die Auto-
ren konnten zeigen, dass die enzymatische Modifizierung des
DNA-Zielstranges durch Verdanderung des Kriimmungsgra-
des der DNA gefordert oder unterdriickt werden kann.
Hierzu wurden zwei unterschiedlich lange doppelstriangige
(ds-)DNA-Fragmente aus entweder 64 oder 74 Basenpaaren
in eine 40 x40 nm* groBe Kavitit in der Mitte einer recht-
eckigen Origami-Fliche eingespannt (Abbildung 5c). Das-
selbe DNA-Geriist wurde auch als Substrat fiir die Bindung
von EcoRI-Methyltransferase an die dsDNA verwendet."”
Hierzu wurden Hochgeschwindigkeits-AFM-Messungen
durchgefiihrt. In einer zweiten Studie™® wurde das Origami-
System genutzt, um die Aktivitdt von zwei DNA-Reparatur-
enzymen zu analysieren, die Basen aus der Doppelhelix
ausschneiden konnen. Beide Studien fiihrten zur Beobach-
tung, dass der entspannte, 75 bp lange Doppelstrang den
DNA prozessierenden Enzymen mehr Raum bietet, um an
die Zielsequenz zu binden und sie zu kriimmen. Dagegen ist
die gespannte, 64 bp lange Helix ein schlechteres Substrat fiir
die Kriimmung, obwohl die Enzyme auch an diese Helix
binden konnen; die eingeschrinkte Verformbarkeit fiihrt zu
einer weniger effizienten enzymatischen Transformation.
Diese Beispiele machen deutlich, wie die definierten rdaum-
lichen Koordinaten eines DNA-Origami-Geriistes in Kom-
bination mit einer zeitaufgelosten Analytik wie der Hochge-
schwindigkeits-AFM genutzt werden konnen, um funda-
mentale Prozesse wie DNA-Bindung und -Modifizierung auf
Einzelmolekiilebene zu untersuchen.

Weitere Anwendungsbeispiele folgen einem generellen
Konzept: DNA-Origami-Strukturen werden als ,,molekulare
Stecktafeln“ genutzt, um frei wéhlbare Zielobjekte mit einer
Prazision im Nanometerbereich anzuordnen. Die Interaktion
und/oder die Umwandlung der organisierten Objekte wie
Nucleinsduren, Proteine, Nanopartikel oder niedermoleku-
lare Komponenten werden idealerweise mit Einzelmolekiil-
techniken analysiert. In einigen Féllen wurden jedoch auch
gemittelte Ensemblemessungen verwendet. Beispiele umfas-
sen die Verwendung von DNA-Origami-Geriisten fiir die
Strukturbestimmung von Membranproteinen mit NMR-
Spektroskopie!?! oder als starre nanoskalige Lineale fiir die
superauflosende optische Mikroskopie*! und Einzelmolekiil-
FRET-Spektroskopie  (FRET = Forster-Resonanz-Energie-
transfer).**] Weitere bemerkenswerte Beispiele wurden
publiziert, in denen molekulare Maschinen, die auch als
DNA-Liufer bezeichnet werden, auf DNA-Origami-Ober-
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flachen installiert und so eingestellt wurden, dass sie in vor-
herbestimmten Richtungen wandern und Arbeiten verrichten
konnen. Diese Aktionen wurden durch Endpunktbestim-
mungen mit AFM nachgewiesen.[*¢47]

5.2. Hybridmaterialien

DNA-Origami wurde nicht nur als Gertist fiir die Orga-
nisation von Proteinen oder anderen organischen Molekiilen,
sondern auch fiir die Synthese!*! und die Anordnung von
metallischen Partikeln™ und anderen anorganischen Mate-
rialien®™ verwendet. Solche Hybridmaterialien werden be-
notigt, um die abstandsabhingigen Effekte der Plasmonen-
kupplung von metallischen Nanopartikeln zu studieren, was
fiir mogliche Anwendungen im Bereich der Sensorik oder fiir
optische Bauteile von Interesse ist.

Origami-basierte Hybridmaterialen mit moglichem Nut-
zen in der Nanoelektronik wurden kiirzlich beschrieben.
Hierbei wurden zwei unterschiedliche Typen von einwandi-
gen Kohlenstoffnanoréhren (SWCNTs) auf den beiden Seiten
eines quasi-zweidimensionalen rechteckigen Origami-Ge-
riistes angeordnet. Die SWCNTs wurden durch Hybridisie-
rung mit am Origami gebundenen Féngerstrangen tiberkreuzt
angeordnet (Abbildung 5d). Das resultierende Nanokon-
strukt zeigte Feldeffekttransistor-artige elektronische Eigen-
schaften.” Andere Beispiele umfassen den Gebrauch von
Biotin-STV-Konjugaten fiir die Selbstorganisation von
SWCNTSs an einem DNA-Origami-Geriist®? und die Metal-
lisierung von verzweigten DNA-Origamis fiir die Herstellung
nanoskaliger Leitungsbahnen.’!! Da die Immobilisierung und
Organisation von vielen einzelnen Origami-Strukturen auf
einer mikrostrukturierten Oberfldche bereits gezeigt werden
konnte, besteht der nichste logische Schritt darin, die Top-
down-Mikrostrukturierung mit der Bottom-up-Origami-Mo-
difizierung fiir die Herstellung groBflachiger Anordnungen
von nanoskaligen Hybridobjekten zu kombinieren.!

6. Zusammenfassung und Ausblick

Seit Rothemunds Veroffentlichung 2006 haben ver-
schiedene Forschungsgruppen die DNA-Origami-Technik
aufgegriffen, und es sind bereits mehr als 100 wissenschaftli-
che Publikationen veroffentlicht worden. Diese Methode hat
sofort einen groBen Einfluss gehabt, allerdings sind noch
immer technische Verbesserungen notwendig. Eine der
grofiten Aufgaben ist dabei die Entwicklung von alternativen
und moglichst orthogonalen Konjugationsstrategien, die eine
effektive Bindung von empfindlichen Molekiilen unter mil-
den Bedingungen ermdoglichen. Bis jetzt werden hauptséch-
lich Methoden genutzt, die auf der Hybridisierung von ver-
langerten Faltungsstrangen mit DNA-markierten Molekiilen
beruhen. Hierzu sind jedoch erhohte Temperaturen und eine
prézise Kontrolle des Selbstorganisationsvorgangs erforder-
lich. Die jeweilige Vorgehensweise muss durch systematisches
Ausprobieren ermittelt werden und ist deshalb in der Regel
nicht als generelle Methode fiir die Modifizierung von DNA-
Origami mit Proteinen geeignet. Selbstverstdndlich sollten
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alternative Methoden fiir die Funktionalisierung von Origa-
mi-Strukturen hohe Ausbeuten der gewiinschten Zielstruk-
turen liefern. Zudem sind eine Mafstabsvergrolerung der
DNA-Origami-Synthese und deren Modifizierung mit Nicht-
Nucleinsdure-Komponenten hochst wiinschenswert, um En-
semblemessungen zu ermdglichen, wenn keine geeigneten
Einzelmolekiiltechniken zur Verfiigung stehen. Des Weiteren
miissen geeignete Reinigungsprozeduren entwickelt werden,
damit Origami-Geriiste effizient als molekulare Stecktafeln
genutzt werden konnen.

Weitere Perspektiven ergeben sich aus der Moglichkeit,
Origami-Strukturen zu entwerfen, deren Abmessungen nicht
durch die Grof3e des iiblicherweise genutzten M13mp18-Ge-
riiststranges beschriankt sind. Zu diesem Zweck wurde von
Pound et al. eine Polymerasekettenreaktions-basierte Me-
thode entwickelt, die den Aufbau von DNA-Origamis mit frei
wihlbaren GroBen ermoglicht.?* Diese Methode ist im
Prinzip fiir die Herstellung langer DNA-Stridnge einsetzbar,
wurde jedoch bisher jedoch nur fiir 3-5 kbp lange Segmente
des M13mp18-Genoms demonstriert. Alternative Gertist-
strange zu M13mp18 wurden auch von Shih und Mitarbeitern
hergestellt,’” indem genetisch manipulierte M13-Phagen
eingesetzt wurden. Hierdurch konnten Gerdiiststringe mit
verschiedenen Langen im Bereich von 7.3 bis 8.6 kb erhalten
werden. Shihs Gruppe zeigte zudem, dass sogar die beiden
komplementiren Strénge einer doppelstrangigen DNA mit-
hilfe von zwei Helferstrangmischungen und einer Kombina-
tion aus chemisch und thermisch induzierter Selbstorganisa-
tion parallel zu zwei unterschiedlichen Origami-Strukturen
gefaltet werden konnen.” Solche Methoden ermdglichen
bereits die Verwendung einer breiten Auswahl an DNA-
Quellen, es werden aber dennoch auch alternative Methoden
benotigt, um DNA-Uberstrukturen mit deutlich gréBeren
Abmessungen aufbauen zu konnen. So wiirde die Herstellung
langerer ssDNA-Geriiststrdnge die Anordnung von gréferen
und komplexeren Formen ermoglichen, wobei jedoch als
Konsequenz aus der Verliangerung des Geriiststranges auch
die Komplexitidt des Sequenzdesigns erhoht wiirde.

Ein alternativer und anscheinend praktikabler Ansatz fiir
die Herstellung von grofleren Origami-Konstrukten beruht
auf der hierarchischen Selbstorganisation von Origami-
Strukturen. Hierzu wurden verbriickende Stringe (bridging
staples) entworfen, die einzelne Origamis tiber ihre Seiten-
kanten verbinden, sodass sich symmetrische Objekte mit
endlicher GroBe!® oder polymerartige Uberstrukturen!™! bil-
den. Allerdings sind fiir diese Strategie eine Reinigung der
Intermediate und eine semiempirische Optimierung der
Temperaturbedingungen notwendig. Dariiber hinaus wird die
Zielstruktur nur in geringer Ausbeute erhalten. Alternativ
wurden einzelne DNA-Origami-Kacheln auch iiber die As-
soziation von FEinzelstrangiiberhdngen verkniipft, um Mi-
krometer-grole zweidimensionale Anordnungen zu erhal-
ten.” Yans Gruppe hat kiirzlich so genannte ,,Superoriga-
mi“-Strukturen entwickelt, die aus einer festgelegten Zahl an
Acht-Helix-BiindeIn®” oder Origami-Strukturen™! als Bau-
steinen hergestellt wurden. Diese Bausteine wurden iiber ei-
nen vororganisierten Geriiststrang, der die Funktion eines
Rahmens hat, miteinander assoziiert. Ein anderer Ansatz, die
so genannte ,Puzzel-Strategie“ (jigsaw puzzle strategy),
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wurde von Sugiyama und Mitarbeitern entwickelt. Sie basiert
auf der Assoziation von DNA-Origami-Strukturen zu gro-
Beren Uberstrukturen aufgrund einer Formkomplementaritt
sowie der Hybridisierung ausgewihlter Einzelstrangiiber-
hinge.®” Werden die beschriebenen Methoden mit den An-
sitzen zur Immobilisierung an Oberflichen®*>¥ kombiniert,
konnte dies helfen, die Liicke zwischen der molekularen
Bottom-up-Nanotechnologie sowie der Top-down-Mikro-
und Top-down-Nanostrukturierung zu schlieen. Hierdurch
konnte die DNA-Origami-Technik langfristig sogar als
Technologie fiir die industrielle Produktion von Funktions-
materialien und Bauteilen einsetzbar sein.

Die weitere Erforschung und Anwendung der DNA-
Origami-Technik werden die Zusammenarbeit von Wissen-
schaftlern aus verschiedenen Forschungsgebieten erfordern.
Jetzt schon kann restimiert werden, dass dies eine duflerst
robuste und effiziente Methode ist, um DNA-Objekte mit
einer grofen Vielfalt an Formen und Groflen herzustellen.
Die molekulare Adressierbarkeit dieser Objekte mit einer
Prézision von wenigen Nanometern ist einzigartig fiir poly-
mere Materialien. Auch die Tatsache, dass DNA-basierte
supramolekulare Architekturen prinzipiell durch Methoden
der Selbstreplikation vervielfiltigt werden konnen, ™! eroff-
net weitere Perspektiven. Zukiinftige Anwendungsmoglich-
keiten solcher supramolekularen Strukturen und Funktions-
einheiten scheinen derzeit nur durch unsere Vorstellungskraft
begrenzt zu sein.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem
Bundesministerium fiir Bildung und Forschung, der Alexander
von Humboldt-Stiftung, der Europdischen Union und der
Max-Planck-Gesellschaft fiir die finanzielle Unterstiitzung
unserer Arbeiten. Dieser Aufsatz wurde iibersetzt von Rebecca
Meyer, TU Dortmund.
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