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Einzelmolekilanalyse

I n den letzten beiden Jahrzehnten wurden verschiedene Methoden
entwickelt, die den Nachweis und die Manipulation einzelner Mole-
kiile ermaoglichen. Ein grundlegendes Verstindnis biochemischer Re-
aktionen wurde mit solchen Methoden ebenso erreicht wie Biomole-
kiilfaltung und Wirkstoff-Screenings. Einzelmolekiilanalysen wurden
auch in der DNA-Nanotechnologie angewendet. Bis vor Kurzem
konnten mit den verbreitetsten Verfahren Strukturen von 10 bis 20 nm
erhalten werden, was allerdings fiir viele Anwendungen nicht aus-
reicht. Die aktuelle Entwicklung eines ,,geriistgebundenen DNA-Ori-
gami*“ ermoglicht die Konstruktion grofierer definierter Anordnungen.
Einer der Hauptvorteile des Origami-Verfahrens ist die prizise Um-
setzbarkeit der gewiinschten Strukturen: Jeder Basenstapel kann als
Anheftungspunkt verschiedener Arten von Nanoobjekten wirken.
Daher ist die Methode geeignet, um verschiedene Funktionalititen
prizise zu positionieren und viele chemische und biochemische Pro-
zesse auf Einzelmolekiilebene zu untersuchen. Hier fassen wir die
neuesten Erkenntnisse bei der Einzelmolekiilanalyse mit DNA-Ori-
gami zusammen und diskutieren die kiinftigen Aufgaben fiir die
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1. Einleitung

Viele chemische und biologische Prozesse sind zu kom-
plex, um sie mit konventionellen Techniken, mit denen viele
Molekiile eines Typs oder verschiedener Typen zur selben
Zeit untersucht werden, zu analysieren und zu verstehen. In
einem solchen Ensembleansatz (Bustamante bezeichnete ihn
als ,,in multiplo*)!! summieren sich die Eigenschaftsinde-
rungen aller an der Umsetzung beteiligten Molekiile zu einem
messbaren Signal. Solche Methoden werden zwar allgemein
eingesetzt, haben aber enorme Nachteile und sind in vielen
Fillen iiberhaupt nicht in der Lage, die Einzelmolekiileigen-
schaften (,,in singulo®) eines Systems wiederzugeben. Auf
molekularer Ebene laufen die meisten Prozesse isoliert und
zufallsgetrieben ab, sodass die als summarisches Signal be-
stimmten Eigenschaften nicht unbedingt genau die Eigen-
schaften der Finzelmolekiile repriasentieren. Grundsétzlich
laufen alle biochemischen Reaktionen als Reaktionen ein-
zelner Enzyme, Nucleinsduren (DNA oder RNA) und/oder
Proteine ab. Daher lassen sich nur mit der Einzelmolekiil-
analyse alle chemischen und biochemischen Reaktionen
verstehen.

Die ersten In-singulo-Untersuchungen wurden vor etwa
zwanzig Jahren durchgefiihrt.” Seitdem haben Anwendun-
gen dieser Verfahren auf eine immer groBere Zahl von Pro-
blemen geradezu explosionsartig zugenommen. Bei der In-
singulo-Analyse wird nicht nur die Mittelung iiber eine grof3e
Zahl von Molekiilen vermieden, sondern es ist auch moglich,
die Trajektorien der einzelnen Molekiile in Echtzeit zu ver-
folgen, wihrend sie ihre Reaktionen durchlaufen. Die Ex-
perimente lieferten Informationen iiber kinetische Vorgin-
gel! und waren erfolgreich bei Anwendungen wie Genex-
pressions-Profilierung,”) Nachweis von Einzelnucleotid-Po-
lymorphismen (SNP),P! Strukturvorhersage von biologischen
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Makromolekiilen,’® Wirkstoff-Screening”! usw. Die meisten
dieser Untersuchungen wurden mit piko- bis nanomolaren
Fluorophorkonzentrationen durchgefiihrt, um so die indivi-
duellen Molekiile in Losung voneinander zu isolieren. Viele
Enzyme arbeiten allerdings bei viel hoheren Ligandenkon-
zentrationen, und ihre Michaelis-Konstanten liegen oft im
mikro- bis millimolaren Bereich."! Spéter wurden Methoden
fir die Einzelmolekiilanalyse bei hoher Fluorophorkonzen-
tration und fiir die Anwendung dieser Analyse auf Enzym-
untersuchungen entwickelt.”

Schnelle Fortschritte in der Nanobiotechnologie und bei
der Konstruktion von Lab-on-a-Chip-Systemen fiir kosten-
giinstige analytische Hochdurchsatz-Verfahren fiir die Bio-
chemie verliefen parallel zur Entwicklung von analytischen
Einzelmolekiiltechniken. Auf dem Feld der DNA-Nano-

[*] Dr. A. Rajendran, Prof. Dr. H. Sugiyama
Department of Chemistry, Graduate School of Science,
Kyoto University
Sakyo-ku, Kyoto 606-8502 (Japan)
Fax: (+81) 75-753-3670
E-Mail: hs@kuchem kyoto-u.ac.jp
Homepage: http://kuchem.kyoto-u.ac.jp/chembio
Dr. A. Rajendran, Dr. M. Endo, Prof. Dr. H. Sugiyama
CREST, Japan Science and Technology Corporation (JST)
Sanbancho, Chiyoda-ku, Tokyo 102-0075 (Japan)
Dr. M. Endo, Prof. Dr. H. Sugiyama
Institute for Integrated Cell-Material Sciences (iCeMS),
Kyoto University
Yoshida-ushinomiyacho, Sakyo-ku, Kyoto 606-8501 (Japan)
E-Mail: endo@kuchem.kyoto-u.ac.jp

SWILEY i

ONLINE LIBRARY

Chemie

899



Angewandte

900

Aufsiitze

technologie wurde die Pionierarbeit von Seeman geleistet,
der die theoretische Grundlage fiir den Einsatz von DNA als
nanoskaligem Baumaterial legte.'"”’ Danach wurde DNA zu
zunehmend komplexeren Formen und Gittern verarbeitet.
In-singulo-Techniken fanden seit ihrer Einfiihrung vor allem
in der strukturellen DNA-Nanotechnologie gro3e Beachtung.
Die DNA-Motive, die hier konstruiert wurden, lagen in
einem GroBenbereich von 10 bis 20 nm, was fiir viele prak-
tische Zwecke nicht ausreicht;™!! allerdings standen zur
Konstruktion ausgedehnterer Komplexe mit definierter
GroBe nur wenige Strategien zur Verfiigung. Dariiber hinaus
muss das System fiir spezifische enzymatische Reaktionen
innerhalb einer etwas grofSeren Nanoumgebung fixiert
werden, damit die ausgewéhlte Reaktion in singulo verfolgt
werden kann.'"” Beispielsweise kriimmt das DNA methylie-
rende Enzym EcoRI-Methyltransferase (M.EcoRI) die
DNA-Doppelhelix wihrend der Reaktion um 55-59°.1% Da-
durch lduft die Enzymreaktion an dem DNA-Strang ab, der
wihrend der Reaktion leichter gekriimmt werden kann,
wihrend ein Strang, der vollig starr ist, durch das Enzym
weniger (oder gar nicht) modifiziert wird. Um eine solche
Reaktion mithilfe der Nanotechnologie in Echtzeit beob-
achten zu konnen, sollte die relevante Sequenz iiber ein
DNA-Motiv fixiert werden und dabei einen gewissen Bewe-
gungsspielraum behalten (sodass der Strang wihrend der
Reaktion gekriimmt werden kann). Gleichzeitig sollte ein
Kontrollstrang mit nahezu identischer Sequenz mit einer ge-
wissen Spannung (die keine Kriimmung zulésst) fixiert
werden. Eine solche Anordnung kann fiir die selektive Me-
thylierung von DNA-Strangen verwendet werden. Entspre-
chend ist die definierte Anordnung von Molekiilen auf einer
Gertiststruktur auf einer groBeren Fliche mit definierten
Abstanden dazwischen (wie ein molekulares Lochraster) ein
zentraler Gegenstand der strukturellen DNA-Nanotechno-
logie.

2006 entwickelte Rothemund™ eine vielseitige und ein-
fache Methode der Selbstorganisation, genannt ,,scaffolded
DNA origami“ (,,geriistgebundenes DNA-Origami*), fiir die
Herstellung definierter groBerer zweidimensionaler Anord-
nungen fast beliebiger Form mit einem Durchmesser von ca.
100 nm. Mit dieser Technik hybridisiert man ein einzelstrén-
giges Virengenom (M13mp18), das als Geriist fungiert, mit
Hunderten vorgeformter kurzer Oligomere (,,Stapel®) iiber
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Paarung zwischen komplementédren Basen, sodass zwischen
benachbarten Helices viele verzweigte Kontaktstellen ent-
stehen (Abbildung 1). Eine Eintopf-Synthese im nanomola-
ren MaBstab liefert >10" Origami-Kacheln in fast 100%

95-20 °C
T (<2h)

Annealing

Abbildung 1. Herstellung einer Smiley-formigen Origami-Struktur und
ihr AFM-Bild. Die grauen und farbigen Bénder im linken Gefifs symbo-
lisieren die M13mp18-Stringe und die gestapelten Stringe.

Ausbeute. Dieses Verfahren wurde fiir die Herstellung ver-
schiedener zwei-""! und dreidimensionaler Anordnungen'®!
eingesetzt, aullerdem fiir die Erzeugung nanoskaliger Muster
aus Proteinen,!'”’ Nanopartikeln™® und anderen funktionellen
Elementen!" in genau definierter Weise. Die Strukturen
konnen auch als Matrizen fiir das Wachstum von Nanodrih-
ten fungieren, die Bestimmung der Proteinstruktur unter-
stiitzen und neue Plattformen fiir genomische Anwendungen
zuginglich machen.”” Obwohl die Origami-Methode in der
DNA-Nanotechnologie eingesetzt wurde, wurde die In-sin-
gulo-Analyse zuerst mit einem RNA-Hybridisierungstest
durchgefiihrt®! (wenn wir die Herstellung von Nanomustern
von funktionellen Molekiilen’) unberiicksichtigt lassen).
Danach wurde die Methode fiir unterschiedliche Einzelmo-
lekiilanalysen von chemischen,® photochemischen™! und
biochemischen Reaktionen®! bis hin zur Bestimmung pho-
tophysikalischer Eigenschaften,” der Erkennung von
SNPs! und Konformationséinderungen der DNA angewen-
det.’) Diese Arten der Analyse wiren mit kurzen DNA-
Motiven nicht moglich gewesen.
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Die Einzelmolekiilverfahren konnen grob in zwei Kate-
gorien eingeteilt werden: 1) fluoreszenzgestiitzte Bildgebung
und Spektroskopie und 2) kraftbasierte Techniken. Von den
kraftbasierten Techniken ist es hauptsdchlich die Raster-
kraftmikroskopie (atomic force microscopy, AFM), die fiir
die In-singulo-Analysen in der Nanotechnologie Anwendung
findet; sie kann aber bei allen Origami-Untersuchungen ge-
nutzt werden. Wenige Veroffentlichungen befassen sich mit
fluoreszenzbasierten Techniken fiir diesen Zweck.”®! In
diesem Aufsatz konzentrieren wir uns auf die Einzelmole-
kiilanalyse mit DNA-Origami als eine Methode, mit der —
zusammen mit den verfiigbaren unimolekularen Techniken —
einzelne Molekiile isoliert und analysiert werden konnen.

2. Markierungsfreie biomolekulare Erkennung auf
Einzelmolekiilebene

Eine der wichtigsten Eigenheiten von DNA-Origami ist,
dass jede Position auf der zweidimensionalen Oberfldche
unterschiedliche Sequenzinformationen enthilt. Damit kann
eine Sequenz, die eine Funktionalitit trigt, tiberall gezielt auf
der zweidimensionalen Struktur positioniert werden. So 14sst
sich z.B. eine nanopartikelkonjugierte Sequenz an eine
komplementire Stelle des M13-Gertistes hybridisieren und
damit an der Oberfliche des Origami anbringen. Auflerdem
kann die Aufwolbung eines DNA-Einzelstranges einer spe-
zifischen Sequenz auf dem Origami angebracht werden, die
als Rezeptor fiir die komplementdre DNA- oder RNA-Se-
quenz fungiert. Im Prinzip kann jede Funktionalitdt mit DNA
konjugiert und auf der Oberfliche des Origami positioniert
werden, wo sie als Sonde fiir eine molekulare Erkennung
dient. Auf diese Weise werden mit der Origami-Technik
einzelne Molekiile isoliert, die anschlieBend mit einer In-
singulo-Technik untersucht werden kénnen. Um die Sonden
senkrecht auf der Ebene auszurichten, sollten sie acht Ba-
senpaare von einem Kreuzungspunkt entfernt sein. Dies de-
finiert eine rdumliche Auflosung von etwa 6 nm zwischen
zwei Sonden und macht beliebige zwei- oder mehrteilige
Systeme, die isoliert und mit einem bestimmten Abstand
zwischen den Komponenten platziert werden konnen, geeig-
net fiir die Analyse aller entfernungsabhingigen Eigen-
schaften. Auflerdem werden hundert Billionen Sondenka-
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cheln in einem Schritt und innerhalb einer Stunde hergestellt,
wodurch das Verfahren fiir die praktische Anwendung ge-
eignet ist.

2.1. RNA-Hybridisierungstests

Die Untersuchung von Ke et al. aus dem Jahr 20082 kann
als erste Einzelmolekiiluntersuchung von Biomolekiilen an-
gesehen werden, auch wenn bereits zuvor einzelne Molekiile
oder Partikel auf einer Origami-Nanostruktur positioniert
und nachfolgend mit Rasterkraftmikroskopie charakterisiert
worden waren. Die Autoren entwickelten einen markie-
rungsfreien RNA-Hybridisierungstest auf dem DNA-Origa-
mi, das ein molekulares Analogon der makroskopischen
DNA-Chips ist. Einzelstrangige, 20 Nucleotide lange DNA-
Segmente, die komplementédr zur Ziel-RNA sind und als
Sonden fungieren, wurden auf dem Origami immobilisiert
(Abbildung 2A). Die Erkennung/Hybridisierung fand am
Einzelmolekiil statt und wurde mit AFM sichtbar gemacht.
Nach der Hybridisierung der Zielsequenz mit einem Paar von
Sondenhiilften bildete das DNA-RNA-Hybrid eine V-formi-
ge Struktur (Abbildung 2B), die leicht als heller Fleck auf
dem AFM-Bild sichtbar gemacht werden kann.

Die Methode erfordert daher keine Markierung von Ziel-
und/oder Sondensequenzen, und die Erkennung auf Einzel-
molekiilebene kann einfach sichtbar gemacht werden. Der
Test wurde auf die gleichzeitige Erkennung mehrerer RNAs
ausgeweitet, die einer Region von drei Genen entsprechen,
namlich Rag-1, c-myc und f-Actin, die in der Maus-B-Zell-
vorléduferlinie exprimiert werden (Abbildung 2 C). Die Ori-
gami-Kacheln mit DNA-Sequenzen, die komplementir zu
den oben erwihnten, mit Strichcode-Haarnadelmarkierun-
gen indizierten RNA-Sequenzen sind, wurden gemischt; an-
schlieBend wurde die Bindung durchgefiihrt. Obwohl die
verschiedenen Sondenkacheln gemischt waren, kam es zu
einer spezifischen Bindung, wie anhand der Strichcode-Mar-
kierungen nachgewiesen wurde. Die Effizienz der Methode
fiir die Erkennung der Zielsequenzen wurde in Gegenwart
einer groBBen Menge zellulirer RNA bestétigt, mit der kei-
nerlei unspezifische Erkennung stattfand. Zwar kann dieser
Ansatz nicht mit vorhandenen Techniken wie Mikroarrays®”!
und der Polymerasekettenreaktion mit reverser Transkripta-
sel” konkurrieren, mit denen Tausende von Sequenzen
gleichzeitig analysiert werden konnen, allerdings 14sst sich mit
der hier vorgeschlagenen Methode auch sehr schwache
Genexpression nachweisen, moglicherweise bis hinab zur
Einzelzellebene. Dies wird durch den Befund gestiitzt, dass
die DNA-Origami-Strukturen ihre Gestalt behalten, in ihrer
Faltung gegen Nucleaseverdau resistent® und im Zelllysat
stabil sind.”? Die Strukturen kénnen deshalb auf Zellebene
eingesetzt werden, wenn der Nachweis von Genexpression
und Proteomanalyse in einzelnen Zellen verwirklicht werden
soll. Es sind allerdings weitere Fortschritte notwendig, um
dieses Ziel tatséchlich zu erreichen.
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Abbildung 2. Erkennung der Ziel-RNA durch Hybridisierung mit DNA-
Sondenstringen auf einer DNA-Origami-Struktur. A) Origami mit Son-
denstringen rechts (schwarz) und Index-Haarnadelschleifen in der
oberen linken Ecke (blau). Rote und griine Linien entsprechen dem
M13mp18-Geriist bzw. den Stapelstringen. B) Ein Paar benachbarter
Hilfsstrange ragt aus der Origami-Oberfliche heraus, wobei jede der
20 Nucleotide groflen Verlingerungen zu einer Hilfte der Ziel-RNA
komplementir ist. Diese Ausstiilpungen sind nicht im AFM-Bild sicht-
bar. Nach der Hybridisierung mit der Zielsequenz bildet sich jedoch
eine V-férmige Verzweigung, die im AFM-Bild leicht als heller Fleck
sichtbar ist. C) Topographische Darstellung der Strichcode-markierten
Kacheln und die zugehérigen AFM-Bilder ohne und mit Zielsequenzen.
Die spezifische Zielerkennung kann durch den entsprechenden Index
nachgewiesen werden.
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2.2. Entfernungsabhdéngige Aptamer-Protein-Bindung

Der Vorteil der strukturellen Nanotechnologie besteht
darin, viele Molekiile anordnen und dabei zugleich die Ab-
stande zwischen ihnen kontrollieren zu kénnen. Dies macht
die Methode fiir entfernungsabhéngige In-singulo-Analysen,
z.B. fiir molekulare Erkennung, geeignet. Die Bedeutung der
Origami-Methode fiir die Einzelmolekiilanalyse wird am
besten an der markierungsfreien Untersuchung der entfer-
nungsabhingigen Aptamer-Protein-Bindung sichtbar.®! Wie
in Abbildung 3 A veranschaulicht, wurde eine DNA-Origami-
Kachel mit zwei verschiedenen proteinbindenden Aptameren
(kurzen Oligonucleotidsequenzen) versehen, deren Abstand
prézise eingestellt ist. Diese Aptamere binden an beinahe
entgegengesetzte Stellen des Gerinnungsproteins Thrombin,
einer Schliisselkomponente der Blutgerinnung. Die Grofie
des Proteins betrigt ca. 4 nm, und aus der Anderung der gel-
elektrophoretischen Beweglichkeit lie sich ableiten, dass es
die Aptamere 5.3 nm voneinander entfernt bindet. Bei gro-
Beren oder kleineren Abstinden konnte keine oder nur ge-
ringe Bindung beobachtet werden. Die Proteinerkennung auf
der Origami-Oberfldche wurde mit AFM charakterisiert. Wie
gewiinscht band das Protein an Heteroaptamere, die in einer
Entfernung von 5.8 nm voneinander immobilisiert waren,
wihrend keine Erkennung bei einer Entfernung von 20.7 nm

A) Index B) Index

e

L 20.7 nm
M 58 nm

Abbildung 3. DNA-Origami-Kachel mit Index-Haarnadelschleife in der
oberen linken Ecke und mit zwei Linien von Aptamer apt-| (griine
Punkte) und zwei Linien apt-1l (blaue Punkte). Der Positionseffekt
wurde mithilfe von zwei Schemata (A, B) untersucht, indem der Ab-
stand der benachbarten Linien von apt-l und apt-Il verindert wurde.
Auch die Proteinerkennung in beiden Fillen ist gezeigt. Die AFM-Bilder
zu (A) und (B) sind in (C) und (D) wiedergegeben. Jedes Bild ent-
spricht einer GréRe von 150x 150 nm?.
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beobachtet wurde (Abbildung3C). Die Moglichkeit von
Positionseffekten durch elektrostatische AbstoBung zwischen
Protein und DNA-Geriist wurde ausgeschlossen, wie man
Abbildung 3B,D entnehmen kann. Die Origami-Methode
bietet einen Vorteil gegeniiber Volumenansitzen, weil bei
diesen die Aptamere nicht in optimaler Entfernung fixiert
werden konnen. Das Verfahren kann auch auf eine Reihe von
bimolekularen Wechselwirkungen zwischen vielen Kompo-
nenten ausgedehnt werden, die dann auf Einzelmolekiilebene
sichtbar gemacht werden koénnen.

2.3 Nachweis von Einzelnucleotid-Polymorphismen (SNPs)

Eines der ersten Ziele bei der Gewinnung medizinischer
und biologischer Informationen aus dem menschlichen
Genom war die Untersuchung und Verwertung der Einzel-
basen-Austauschvorginge im DNA-Code.? Diese sind die
wichtigste Basis der phidnotypischen Individualitit und der
genetischen Variation. Diese Variationen konnen Anfillig-
keit fiir oder Schutz vor Krankheiten wie Krebs, Herzer-
krankungen oder Diabetes anzeigen. Auch wenn man viele
Moglichkeiten zum SNP-Nachweis kennt,*! so gibt es doch
keine einzelne akzeptierte Methode der Wahl.

Subramanian et al.?! versuchten zu zeigen, dass man mit
der DNA-Nanotechnologie SNPs insingulo nachweisen
kann. Die Methode kombinierte die AFM-Technik mit den
DNA-Origami-Geriisten, um ein visuelles Messsignal direkt
vom Zielnucleotid in der Sondensequenz zu erzeugen. Das
Origami war so entworfen, dass es eine graphische Repri-
sentation aller vier Buchstaben fiir die vier Nucleotide enthélt
(Abbildung 4 A); auBerdem verschwindet das Symbol des
Testnucleotids nach Zugabe der passenden Sondensequenz.
Der SNP-Nachweis beruht dabei auf einer kinetischen Me-
thode unter Verzweigungswanderung, die auch erfolgreich
bei einer In-multiplo-SNP-Analyse in Losung eingesetzt
wurde.’® Interessant an diesem System ist, dass es isotherm
arbeitet, sodass die Verzweigung letztlich in eine bestimmte
Richtung — von der urspriinglichen Ankniipfungsregion hin
zum entgegengesetzten Ende — wandert. Auflerdem ist ein
photolabiler Linker in das System eingebaut, der bei Be-
strahlung bricht. So wird die signalerzeugende Komponente
im Anschluss an die Organisation der DNA glatt an das
Origami gebunden, kann danach aber wieder durch den
Sondenstrang freigesetzt werden. Eine Computeranalyse
einer Serie von AFM-Bildern ergab ein Messsignal direkt
vom Nucleotid in der Sonde (Abbildung 4B). Das System
funktioniert auch mit Sondenpaaren, was einem heterozygot-
diploiden Genom entspricht. Der kinetische Prozess des
Strangaustauschs wird dabei durch die Immobilisierung des
Systems auf dem Origami-Gertist nicht gehemmt.

Auch die ganze Sequenz eines synthetischen Oligomers
anstelle eines einzelnen Nucleotids kann mit der Origami-
Methode erkannt werden.””! Die Erkennung einer einzelnen
DNA-Sequenz mit AFM wurde demonstriert. Dazu wurde
der Biotin-Streptavidin-Komplex als Kontrastverstiarker fiir
die Pixel verwendet. In diesem Fall wurde eine lineare an-
stelle einer V-formigen Sonde eingesetzt, wodurch der Posi-
tionseffekt deutlich verringert wurde. Auch wenn in allen
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B) Bild nach

Inkubation Differenzbild

Abbildung 4. A) DNA-Origami-Kachel fiir SNP-Nachweise. Schwarze,
hellblaue und dickere Linien entsprechen dem M13-Geriist, den gesta-
pelten Stringe bzw. den Strangen, die an der Darstellung der Buchsta-
ben beteiligt sind. B) Wirkungsweise des SNP-Nachweissystems. Das
vollstindige Bild zeigt eine AFM-Aufnahme des Origami vor der Inku-
bation mit dem Analyten. Die vier Bilder nach Inkubation sind der Mit-
telwert aus 25 getrennten AFM-Aufnahmen; die Identitit des entschei-
denden Nucleotids im zugegebenen Strang ist iiber dem Pfeil angege-
ben. Mafdstabsbalken 50 nm. Das Differenzbild zeigt die Identitat des
Nucleotids.

beschriebenen Fillen eine Serie von Sondensequenzen ver-
wendet wurde, reicht im Prinzip eine einzige Sondensequenz
fiir die molekulare In-singulo-Erkennung.

3. Konformationsanalyse

Die Methode kann auch auf die Konformationsanalyse
von Biomolekiilen tibertragen werden. Konformationsénde-
rungen in der DNA lebender Systeme sind eng mit der Re-
gulation biologischer Funktionen wie der Genexpression
verkniipft. Viele humane Sequenzen sind dazu in der Lage,
andere Konformationen als die B-Helix einzunehmen. Gene
mit solchen Sequenzen sind mit einem gesteigerten Risiko
genetischer Instabilitdt verbunden und so mit humanen Er-
krankungen assoziiert."*"!

3.1. Humane Telomer-G-Quadruplexe

Unter den verschiedenen Konformationen der DNA ist
die G-Quadruplexstruktur von besonderem Interesse, weil sie
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oft in G-reichen repetitiven Sequenzen am Telomerende im
menschlichen Genom vorkommt.® Die G-Quadruplexele-
mente sind vielversprechende Zielstrukturen fiir die Krebs-
therapie, denn die Bildung solcher Strukturen hemmt die
Telomeraseaktivitit.“! Die Struktur humaner Telomer-G-
Quadruplexe wird intensiv beforscht,*!! ist aber noch immer
unklar.

Wir entwickelten eine neue Methode mit einem Origami-
Nanogeriist zur markierungsfreien direkten Beobachtung der
Bildung einzelner G-Quadruplexstrukturen unter Bedingun-
gen, die vorteilhaft fiir die Faltung zu einer vierstringigen
Struktur sind, und solchen, die ihr Aufbrechen begiinstigen.””!
Wie in Abbildung 5 A gezeigt, wurde eine DNA-Origami-
Geriiststruktur mit einer leeren rechteckigen Flache im In-
neren konstruiert, in der zwei Serien von Verbindungsstellen
fir die Hybridisierung mit interessierenden Duplex-DNAs
eingefithrt worden waren. Jede Duplex-DNA enthielt eine
einzelstrangige G-reiche Aufwolbung mit drei G-Strecken im
oberen und einer G-Strecke im unteren Strang. Ohne K*
bilden die G-Strecken keine Quadruplexstruktur, und die
Duplexstrange nehmen eine parallele Konformation ein. Die
Zugabe von K" zwingt die Aufwolbungen dazu, die (3 +1)-G-

G-Quadruplex-
struktur

parallele Konformation X-férmige Konformation

D)

Abbildung 5. A) DNA-Rahmen mit G-Stringen, die in Abwesenheit von
K* eine parallele, in Gegenwart von K" eine X-férmige Konformation
einnehmen. Die zugehdrigen AFM-Bilder sind unter (B) und (C) ge-
zeigt. D) Momentaufnahmen der Hochgeschwindigkeits-AFM der G-
Quadruplexbildung. Die Bilder sind 170x170 (B und C) und

160x 160 nm? (D) grof.
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Quadruplexstruktur zu bilden, was als X-Form der einge-
fithrten Strénge sichtbar gemacht werden kann. Wie erwartet
konnten wir auf Einzelmolekiilebene die Konformationsin-
derung der G-Strecken von der einzelstrangigen zur G-Qua-
druplexstruktur und zuriick verfolgen (Abbildung 5B,C). Der
Erfolg unserer Methode liegt nicht nur in der statischen Be-
obachtung der Verinderungen, sondern auch in der Mog-
lichkeit, die Bewegungsabldufe von Bildung und Bruch einer
einzelnen G-Quadruplexstruktur in Echtzeit wihrend der
Konformationsdnderungen zu verfolgen. Diese Art der
Analyse der Bildung einer (3 + 1)-G-Quadruplexstruktur in
Gegenwart von K* wird in Abbildung 5D veranschaulicht.
Die Strange sind zunéchst parallel angeordnet und lagern sich
nach einer gewissen Zeit in die X-Form um, ein deutlicher
Hinweis auf die Bildung einer vierstrangigen Struktur. Die
Sequenzabhingigkeit der X-Form wurde mit einer Reihe von
Sequenzen untersucht. Die Methode lésst sich auf verschie-
dene Konformationsianderungen von Nucleinsduren tibertra-
gen.

3.2. Die sekunddre DNA-Bindungsstelle in der humanen
Topoisomerase |

Die humane Topoisomerase I (hTopolIB) ist ein typisches
Beispiel fiir die nucleédre Form einer eukaryotischen Typ-1B-
Topoisomerase. Es handelt sich um ein Monomer von 91 kDa,
das den topologischen Zustand der DNA wihrend der Tran-
skription kontrolliert und verandert. Das Enzym katalysiert
den voriibergehenden Bruch und die Religation einzelstrian-
giger DNA, durch die die Stridnge aneinander vorbeigefiihrt
werden konnen und dabei die Topologie der DNA verédndern.
Man vermutet, dass hTopolB jeweils nur eine Stelle der
DNA-Helix zur selben Zeit bindet. Kiirzlich wurde jedoch die
Vermutung geéduBert, es gebe eine sekunddre DNA-Binde-
doméne im Enzym, die die parallele Wechselwirkung mit
zwei DNA-Stellen ermoglicht.[*?! Es gibt moglicherweise zwei
Typen sekundidrer Wechselwirkung zwischen hTopolB und
DNA: 1) gleichzeitige Bindung einer TopoIB an zwei DNA-
Helices (Wechselwirkungsmodus T;) und 2) Bindung zwi-
schen zwei Spaltungskomplexen von TopoIlB-DNA (Wech-
selwirkungsmodus T,). Der direkte Nachweis einer sekundi-
ren Bindungsstelle bei nucledren Topoisomerasen vom
Typ IB ist allerdings noch nie versucht worden.

Subramani et al.™® versuchten, die sekundiren DNA-
Bindestellen in der Topoisomerase I mit der DNA-Origami-
Methode aufzukldren. Die Strategie ist in Abbildung 6 A
dargestellt. Ein rechtwinkliges DNA-Origami mit einer
DNA-Vorwolbung als Andockstelle an einer ausgewéhlten
Position wurde hergestellt, indem einer der gestapelten
Strainge um 21 Nucleotide erweitert und anschlieBend an
dieser Stelle mit einer komplementiren Sequenz hybridisiert
wurde. Die oben beschriebenen sekundédren Wechselwirkun-
gen wurden untersucht, indem entweder der TopolB-DNA-
Komplex (T;-Modus) oder nacheinander TopolB und Spal-
tungskomplex (T,-Modus) zu dem Origami mit der Finger-
DNA zugegeben wurden, das auf einer Glimmeroberfliche
immobilisiert war. Der Bindevorgang wurde mit AFM ver-
folgt.
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Abbildung 6. A) Experimenteller Aufbau zur Untersuchung der Wech-
selwirkungen der Finger-DNA auf dem Origami mit dem hTopolB-
DNA-Spaltungskomplex (T,-Wechselwirkungsmodus, oben) und der
schrittweisen Wechselwirkung zwischen zwei Spaltungskomplexen (T,-
Wechselwirkungsmodus, unten). AFM-Bilder des DNA-Origami mit
Fanger-DNA (B), nach Inkubation mit dem Spaltungskomplex (C), in-
kubiert mit hTopolB (erster Schritt des T,-Modus, D) und nachfolgen-
der Zugabe des Spaltungskomplexes (zweiter Schritt des T,-Modus, E).

Wie man in Abbildung 6B sieht, ist die hervortretende
Fanger-DNA wegen der Flexibilitdt der Doppelstrang-DNA
im AFM-Bild nicht sichtbar. Dagegen wird nach Zugabe des
gereinigten Spaltungskomplexes ein heller Fleck auf dem
Origami an der Stelle sichtbar, an der sich die Fanger-DNA
befand (Abbildung 6 C, Pfeil). Dieser Fleck entsteht durch
die Wechselwirkung zwischen der Fanger-DNA und dem
Spaltungskomplex, was auf eine sekundédre T,-Wechselwir-
kung schlieBen lisst. Ahnlich entsteht bei Behandlung des
Origami mit TopoIB ein heller Fleck (Abbildung 6 D, Pfeil),
der auf eine Wechselwirkung zwischen Féinger-DNA und
TopoIB hinweist. Der Fleck wurde auf die nachfolgende
Zugabe des Spaltungskomplexes hin viel heller (Abbil-
dung 6 E, Pfeil), ein deutliches Indiz fiir einen T,-Wechsel-
wirkungsmodus. Die Befunde sprechen stark fiir das Vor-
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handensein einer sekundaren DNA-Bindestelle. Eine solche
Bindestelle verleiht dem Enzym moglicherweise das Poten-
zial, ein DNA-Crossover zu erkennen, das dadurch als topo-
logischer Sensor fungieren kann, um die Aktivitdt von hTo-
polB auf eine plektonemisch superspiralisierte DNA zu
lenken.

4. Chemische Reaktionen

Biomolekiile wie Nucleinsduren und Proteine sind relativ
grof3 und konnen daher leicht mit AFM sichtbar gemacht
werden. Demgegeniiber sind Komponenten von chemischen
Reaktionen zu klein fiir einen solchen Nachweis. Dessen
ungeachtet wurde eine iiberzeugende Demonstration der
Vorteile von Origami fiir eine Einzelmolekiilanalyse chemi-
scher Reaktionen vor Kurzem von Voigt et al.’? vorgelegt.
Die Autoren nutzten Origami-Strukturen als adressierbare
Unterlage, um Spaltung und Bildung einzelner chemischer
Bindungen auszuldsen und sichtbar zu machen.

4.1. Bindungsspaltungen

Rechtwinklige Origami mit biotinylierten Stapelstrangen
an zwolf Positionen wurden hergestellt, um darauf Bin-
dungsspaltungen zu untersuchen. Bei Zugabe von Streptavi-
din bilden sich starke Komplexe mit Biotin, die als Messsignal
fir die chemische Reaktion wirkten. Drei Linker-Typen
wurden in diese biotinylierten, gestapelten Stringe einge-
baut: nichtspaltbare Linker (Typ A, als Kontrolle), Linker mit
einer Disulfideinheit (Typ B, konnen durch eine Reduktion
gespalten werden) und Linker mit einer elektronenreichen
1,2-Bis(alkylthio)ethyleneinheit (Typ C, koénnen durch Sin-
gulettsauerstoff gespalten werden). Eine effiziente Spaltung
der Linker B und C gelang mit 1,4-Dithiothreitol bzw. mit
Singulettsauerstoff, der mit dem Photosensibilisator Eosin
gebildet wurde (Abbildung 7 A). Diese Reaktionen wurden
mit AFM auf Einzelmolekiilebene verfolgt, indem das se-
lektive Verschwinden von Streptavidin von der Oberfldache
des Origami registriert wurde.

4.2. Bindungskniipfung

Die In-singulo-Erkennung einer Bindungskniipfung ist
eine noch schwierigere Aufgabe, weil die Position des An-
heftungspunktes oft bis zum Ablaufen der Reaktion unbe-
kannt bleibt. Die DNA-Origami-Methode bietet allerdings
eine geeignete Plattform zur Losung dieses Problems, denn
die genaue Position der reagierenden funktionellen Gruppe
kann auf der Origami-Matrize vorbestimmt werden. Eine der
reagierenden Gruppen kann auf der Oberfldche des Origami
positioniert werden, und die eintretende Gruppe kann mit
Biotin markiert werden. Der Einbau der funktionellen
Gruppe oder die Bildung der chemischen Bindung kann
durch Zugabe von Streptavidin sichtbar gemacht werden. Die
Reaktionen von drei funktionellen Gruppen (Dreifachbin-
dungen sowie Amino- und Azidogruppen) wurden unter-
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Abbildung 7. Chemische Einzelmolekiilreaktionen auf der Origami-Oberfliche: A) Demonstration der In-singulo-Analyse der Spaltung chemischer
Bindungen. Die selektive Bindungsspaltung wurde durch AFM nachgewiesen, nachdem die hellen Flecke, die durch den Streptavidin-Biotin-Kom-
plex verursacht wurden, selektiv verschwunden waren. AP =Alkenphosphoramidit, DMTr=4,4-Dimethoxytrityl, DTT = 1,4-Dithiothreitol. B) In-sin-
gulo-Analyse der Kniipfung einer chemischen Bindung. Eintretende Gruppen wurden an Biotin gekuppelt, und die Bindungskniipfung wurde mit
AFM-Bildgebung nach Zugabe von Streptavidin sichtbar gemacht. Al=Alkin, Az=Azid, Es = N-Hydroxysuccinimid-aktivierter Ester, THTA =Tris(1-
[3-hydroxypropylitriazolyl-4-methyl)amin.
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sucht. Diese Gruppen werden gewohnlich fiir Biokonjuga-
tionen eingesetzt. Ein Alkin kann mit einem Azid in einer
Huisgen-Meldal-Sharpless-Azid-Alkin-Klickreaktion®*! zu
einem Triazol reagieren und umgekehrt. Ein Amin kann mit
einem N-Hydroxysuccinimid-aktivierten Ester zu einem
Amid reagieren. Diese Reaktionen laufen nacheinander auf
der immobilisierten Origami-Plattform mit hoher Chemose-
lektivitdt ab (Abbildung 7B). Damit wurde eine hochselek-
tive Art von ,,chemischer Einzelmolekiilsynthese* eingefiihrt.
Auflerdem konnte man mit dieser Methode eine Reihe che-
mischer Reaktionen und Prozesse untersuchen.

4.3. Photochemische Reaktionen

Die photochemische Reaktion, also die Bindungsspaltung
durch Singulettsauerstoff, hergestellt durch Photosensibili-
sierung, wurde im vorherigen Abschnitt beschrieben. In
diesem Fall wurde der Singulettsauerstoff in der Vorratslo-
sung gebildet und zur Bindungsspaltung auf der Oberfldche
des Origami genutzt. Die Produktion von Singulettsauerstoff
auf der Einzelmolekiilebene und sein Verhalten auf der
Origami-Matrize sind sehr interessant. Eine solche Art von
Untersuchung wurde jiingst veroffentlicht.” Ein einzelner
Indium-Pyropheophorbid-Singulett-Photosensibilisator (IPS)
wurde mit einem Stapelstrang in der Mitte der Origami-
Kachel konjugiert. Um das Verhalten des Singulettsauerstoffs
zu verfolgen, wurden biotinylierte Oligonucleotide, die einen
durch Singulettsauerstoff spaltbaren Linker enthielten, an
beiden Seiten des Stranges mit dem Photosensibilisator an-
gebracht (Abbildung 8 A). AuBerdem wurde ein biotinylier-
ter Kontrollstrang in einer Ecke angekniipft. Ahnlich wie
beim vorherigen Beispiel wurde auch hier ein Biotin-Strep-
tavidin-Komplex als Messsignal fiir die Reaktion registriert.
Die Produktion des Singulettsauerstoffs durch einen einzel-
nen Photosensibilisator und seine Diffusion auf der Ober-
fliche des Origami wurden mit AFM verfolgt (Abbil-
dung 8 B).

4.4. Azid-Alkin-Klickreaktion an modifizierten Dendrimeren

Zusitzlich zu den oben erwédhnten Reaktionen wurde eine
durch eine DNA-Matrize gesteuerte kovalente Kupplung von
alkin- und azidmodifizierten Dendrimeren auf einem DNA-
Origami demonstriert.*! Polyamidoamin-Bernsteinséure-
amid-Dendrimere der vierten Generation (G4-COOH),
deren Oberfldchen mit Aziden oder Alkinen funktionalisiert
und mit einem spezifischen DNA-Strang konjugiert waren,
wurden fiir eine Azid-Alkin-Klickreaktion eingesetzt. Die
Dendrimere hatten 64 Carboxygruppen an der Oberfldache
und einen Durchmesser von etwa 5 nm. Zunéchst wurden die
64 Carboxygruppen modifiziert, wobei entweder nur Azide
(G4-Azid) oder nur Alkine (G4-Alkin) gebildet wurden. Die
1:1-DNA-Dendrimerkonjugate wurden hergestellt, indem
eines von zwei unterschiedlichen, 20 Nucleotide langen, ein-
zelstrangigen DNA-Fragmenten tiber eine Klickreaktion mit
einer der 64 Oberflidchengruppen verkniipft wurde. Die rest-
lichen 63 Oberflachengruppen auf diesen Konjugaten stan-
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Abbildung 8. A) Molekulares System; a) Origami wihrend der Bestrah-
lung, b) Singulettsauerstoffreaktion am Nachbarstrang und c) Origami
nach Bestrahlung und der Zugabe von Streptavidin. B) AFM-Aufnah-
men des Systems; a) Origami-Strukturen vor der Bestrahlung, b) ver-
gréRertes Bild ohne Bestrahlung, c) nach Bestrahlung und d) nach Be-
strahlung mit von aulen zugegebenem IPS.

den als Azid- oder Alkingruppen fiir weitere Kupplungen auf
dem DNA-Origami zur Verfiigung. DNA-G4-Konjugate mit
Biotingruppen auf der G4-Oberflache wurden fiir die Mes-
sung mit AFM synthetisiert. Dazu wurde ein rechtwinkliges
Origami hergestellt, das aus 10 gestapelten Striangen mit zwei
unterschiedlichen, 20 Nucleotide langen, einzelstringigen
DNA-Uberhéingen bestand, die rund um das Zentrum des
Origami ein ringférmiges Muster bildeten. Die Uberhinge
hybridisierten wechselweise mit den beiden Arten von DNA-
G4-Konjugaten (Abbildung 9 A). Ein AFM-Bild dieser Ori-
gami-Struktur zeigt deutlich den Ring in der Mitte (Abbil-
dung 9B, links). Die anschlieBende Bindung von Streptavidin
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Abbildung 9. Hybridisierung von biotinmarkierten DNA-G4-Konjugaten
auf einer DNA-Origami-Matrize und Bindung von Streptavidin. A) Die
Designstrategie. B) AFM-Aufnahme des Origami mit biotinmodifizier-
ten Dendrimeren vor (links) und nach Bindung von Streptavidin
(rechts).

an den Dendrimerring auf dem immobilisierten Origami
wurde mit AFM abgebildet (Abbildung 9B, rechts), wobei
gleichzeitig eine starke Hohenzunahme (ca. 4 nm) registriert
wurde — ein iiberzeugendes Indiz fiir die Gegenwart von
Dendrimeren auf der Oberfldche des Origami. Auch die ko-
valente Kupplung der alternierenden Azid- und Alkin-G4-
Dendrimere mit der Oberfliche des Origami {iiber die
Klickreaktion wurde versucht, und ein ungefidhrer Hinweis
auf die Kupplung wurde durch Gelelektrophorese erhalten.

5. Enzymreaktionen

Enzyme binden zuerst an eine unspezifische Stelle der
DNA, diffundieren anschlieBend auf der Suche nach spezifi-
schen Sequenzen am Strang entlang und reagieren schliefSlich
oder modifizieren die entsprechenden Stellen.'*”! Eine direkte
Beobachtung dieser dynamischen Prozesse der Wechselwir-
kung von Enzymen mit der DNA konnte eines der wichtigs-
ten Ziele der Untersuchung des mechanischen Verhaltens
von Enzymen wéhrend der Reaktion sein. Fiir den Fortgang
von Enzymreaktionen sind oft Strukturdnderungen wie die
Biegung doppelstriangiger DNA notwendig. Fiir eine selekti-
ve Enzymreaktion an einer bestimmten Sequenz muss man
die Kriimmung des DNA-Stranges steuern. Mit der DNA-
Origami-Methode stellten wir ein vielseitiges Gertist her, das
doppelstrangige DNAs, wie in Abbildung 10A gezeigt,
strukturell kontrollieren kann.'? Ein gespannter 64mer-
Strang und ein entspannter 74 mer-Strang wurden direkt in
den Saum des M13-Geriists an den Stellen eingebaut, die mit
I/IT und III/IV bezeichnet sind. Die Aktivitdt des M.EcoRI
modifizierenden Enzyms wurde untersucht. In Gegenwart
von S-Adenosyl-L-methionin (SAM) fiihrt dieses Enzym eine
Methylgruppe an der N6-Position des zweiten Adeninrestes
der Sequenz GGAATC ein. Im Verlauf der DNA-Methylie-
rung biegt M.EcoRI die Doppelhelix um 55-59° und dreht
dabei den zweiten Adeninrest aus der Helix heraus."”! Der
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Abbildung 10. A) Origami-Geriist und Einbau zweier verschiedener
strukturell kontrollierter DNA-Strange. AFM-Aufnahmen des Origami-
Geriists mit zwei Duplexstrukturen (B), einem einzelnen M.EcoRI, das
an die 64 mer- (C) und 74 mer-Stringe (D) bindet und des Reaktions-
produktes der anschlieRenden Enzymbehandlung (E). Das Restrikti-
onsenzym spaltet selektiv den 64 mer-Strang. Die Abbildungen sind
225x225 (B-D) und 250x250 nm? (E) groR.

T4mer-Duplex

Tamer

entspannte Strang wird widhrend der Bindung des Enzyms
gekriimmt und stellt sich als besseres Substrat fiir die En-
zymreaktion dar. Im Unterschied dazu wird der gespannte
Strang weniger durch das Enzym veridndert, denn er kriimmt
sich nicht so leicht wihrend der Wechselwirkung mit dem
Enzym. AuBlerdem kann der entspannte Strang nach der
Methylierung nicht durch das Restriktionsenzym (R.EcoRI)
gespalten werden, wahrend der nichtmethylierte, gespannte
Strang verdaut werden kann. Unsere AFM-Analyse mit
hoher Abtastgeschwindigkeit, die nach aufeinanderfolgenden
enzymatischen Behandlungen durchgefiihrt wurde, ergab,
dass der 74mer-Strang, anders als der 64 mer-DNA-Strang,
nicht effektiv gespalten wurde. Offenbar wird durch die
Strukturkontrolle das Substrat fiir die Methylierung definiert
(Abbildung 10B-E). Eine Beobachtung der Enzymbindung
an die aufgenommenen DNA-Stringe in Echtzeit gelang
ebenfalls.

Weiterhin wurde die Reaktivitdt der Basen ausschnei-
denden Reparaturenzyme 8-Oxoguanin-Glycosylase
(hOGG1) und T4-Pyrimidindimer-Glycosylase (PDG) mit
einer dhnlichen Strategie fiir die Strukturkontrolle unter-
sucht.?! Wir untersuchten fiir beide Reaktionen auch die
Zwischenstufen, die durch Reduktion mit NaBH, eine ko-
valente Bindung mit dem Enzym eingehen. Diese markie-
rungsfreie In-singulo-Analyse der enzymatischen Reaktionen
und ihrer Zwischenstufen kann Einblicke in die biologischen
Reaktionen geben, die auf Einzelmolekiilebene in der Zelle
ablaufen.

6. Einzelmolekiil-Fluoreszenzuntersuchungen

Die Moglichkeit, Ereignisse in singulo mit DNA-Origami
zu untersuchen, reicht iiber chemische und biochemische
Reaktionen hinaus. In allen bisher diskutierten Fillen war das
Moment der Materie (des Molekiils) mit bildgebenden Ver-
fahren auf Einzelmolekiilebene verfolgt worden. Im Falle der
Bildung oder des Bruchs einer chemischen Bindung ging die

Angew. Chem. 2012, 124, 898 - 915



Einzelmolekilanalyse

Bindung bzw. Ablosung beispielsweise mit der Verdrangung
des Streptavidin-Biotin-Komplexes einher. Dies gilt sogar fiir
die molekulare Erkennung, die durch Bewegung und An-
heftung eines Nucleinsdurestrangs oder eines Proteins abge-
bildet wurde. Physikalische oder photophysikalische Phéno-
mene gehen jedoch nicht mit einer solchen Bewegung von
Materie oder einem Molekiil einher. So wird bei einem
Energieiibertragungsprozess eben Energie vom Donor auf
den Akzeptor iibertragen und nicht ein Molekiil. Solche
physikalischen Prozesse in singulo zu verfolgen, ist ein sehr
schwieriger, aber auch hoch interessanter Teil der For-
schungsarbeiten an DNA-Origami.

6.1. Kontrollierte Energieiibertragungswege

In einer aktuellen Untersuchung gelang Stein et al.” die
Kombination einer Reihe von Energieiibertragungsschritten
in einer drahtdhnlichen photonischen Struktur mit einer
Energietibertragungskaskade. Fluorophore, die einen Verlauf
tiber alternative Energieiibertragungswege in Abhéngigkeit
von einem zusitzlichen Ubertragungsfarbstoff (,,jumper
dye“) ermdglichen, wurden auf einer Origami-Oberfliche
angeordnet  (Abbildung 11A). Ein  Eingabefarbstoff
(ATTO488), zwei Ausgabefarbstoffe (der rote Fluorophor
ATTOG647N und der IR-Fluorophor Alexa 750) und zwei
Ubertragungsfarbstoffe (ATTO565) wurden iiber drei Heli-
ces verteilt, um Fluorophorwechselwirkungen durch die
DNA hindurch zu minimieren. Die Ubertragungsfarbstoffe
wurden zwischen dem Eingabefluorophor und den Ausgabe-
fluorophoren angeordnet. Der Einzelmolekiil-Vierfarb-
FRET (FRET =resonanter Fluoreszenzenergietransfer) mit
wechselnder Laseranregung wurde in dieser Untersuchung
angewendet, weil er geeigneter schien als die kraftbasierten
Methoden. Wie beabsichtigt wurden die Energieiibertra-
gungswege vom blauen zum roten oder vom blauen zum IR-
Farbstoff auf Einzelmolekiilebene durch die Ubertragungs-
farbstoffe kontrolliert, welche die Energie des angeregten
Zustandes vom Eingangsfarbstoff auf einen der beiden Aus-
gabefarbstoffe weiterleiteten (Abbildung 11B). Diese Be-
funde lassen darauf schlieBen, dass das DNA-Origami als
Schalttafel fiir photonische Bauelemente unterhalb der Beu-
gungsgrenze bis hinunter zur Molekiilgrof3e dienen konnte.

6.2. Ein nanoskopisches Lineal fiir die In-singulo-Bildgebung

Moderne Entwicklungen der Fernfeld-Fluoreszenzmi-
kroskopie unterhalb der Beugungsgrenze haben zur Her-
stellung von Strukturen mit Abmessungen unter 200 nm ge-
fiihrt, die einer optischen Analyse zuginglich sind.*¥ Um den
Abstand zwischen den Fluoreszenzfarbstoffen exakt messen
zu konnen, muss die optische Auflosung dieser superauflo-
senden mikroskopischen Techniken geeicht werden. Inho-
mogene, filamentdse Strukturen wie Actinfilamente oder
Mikrotubuli und kurze DNA-Duplex-Molekiile werden oft
verwendet, um die optische Auflésung zu demonstrieren,
haben aber Nachteile wegen ihrer nicht zu vernachléssigen-
den Flexibilitit.*! Dies macht einen definierten Standard
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A)

B)

Abbildung 11. A) Anordnung von Fluorophoren auf einem DNA-Origa-
mi. B) Auf FRET bezogene Verhiltnisse von Blau zu Rot, E*, und von
Blau zu IR, E*y, fiir die vier verschiedenen Origami-Proben. Die
blauen, griinen und roten Kreise stellen Eingabe-, Ubertragungs-
(jumper) bzw. Ausgabefluorophor dar. Weifle Kreise deuten auf das
Fehlen des Ubertragungsfluorophors hin.

erforderlich, der einfach und in festgelegter Orientierung auf
der Oberfldche immobilisiert werden kann.

Das DNA-Origami bietet eine Nanostruktur mit den Ei-
genschaften préziser Positionierbarkeit, definierter Grofle
und einfacher Immobilisierung und kann in Einzelmolekiil-
analysen verwendet werden. Die genannten Eigenschaften
machen aus den Origami-Strukturen ein nanoskopisches
Lineal zur Kalibrierung superauflosender Techniken, wie
kiirzlich gezeigt wurde.”! Mit verschiedenen superauflosen-
den Methoden wie der hochauflésenden Einzelmolekiilbild-
gebung mit Photobleichung (SHRImP), der Mikroskopie mit
direkter stochastischer optischer Rekonstruktion (dSTORM)
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oder der Blink-Mikroskopie wurde gezeigt, dass fluores-
zenzmarkierte gestapelte Striange, die an spezifische Positio-
nen eines rechtwinkligen Origami gebunden sind, einen de-
finierten Abstand haben. Cy5 oder ATTO655 wurden als
Fluorophore an den farbstoffmodifizierten gestapelten
Strangen am 5’-Ende fixiert. In Abbildung 12 A erkennt man
diese farbstoffmodifizierten Stridnge in der linken unteren
und rechten oberen Ende der Origami-Struktur mit einem
Abstand von 89.5 nm zueinander platziert. Die immobili-
sierten Proben wurden mit Totalreflexions(TIRF)-Mikro-
skopie (TIRF =total internal reflection fluorescence) abge-
bildet. Die Emissionsmuster der beiden Fluorophore iiber-

A) C)

tis —p dinm —p

Abbildung 12. A) Origami-Kachel mit zwei fluoreszenzmarkierten ge-
stapelten Stringen (F im schwarzen Kreis). B) TIRF-Aufnahme von Ori-
gami-Kacheln, die beide je zwei ATTO655-markierte gestapelte Stringe
enthalten. C) Superaufgeléste Aufnahme der gleichen Stelle mit Blink-
Mikroskopie. D) Links: Intensitit gegen Zeit; rechts: statistische Ver-
teilung des gemessenen Abstandes. Mafstabsbalken 500 nm.

lappten in dem beugungsbegrenzten
Bild, wie mit TIRF-Mikroskopie nach-
gepriift wurde (Abbildung 12B). Mit

M. Endo, H. Sugiyama, und A. Rajendran

6.3. Kinetik von Bindungs- und Ablésungsereignissen

Hochgeschwindigkeits-AFM ist ein bildgebendes Ver-
fahren, das 15 Bilder pro Sekunde aufnehmen kann. Es sind
allerdings bessere Verfahren notwendig, um im Subsekun-
denbereich dynamische Prozesse zu verfolgen und Kinetiken
zu bestimmen. Zu diesem Zweck wurde mit Fluoreszenzmi-
kroskopie der dynamische Prozess der DNA-Bindung und
—Dissoziation und seine Kinetik in singulo untersucht.”**! Als
einfacher Aufbau fiir eine kinetische Analyse wurden eine
lange, rechtwinklige, zweidimensionale Origami-Struktur mit
einem griinen Farbstoff (ATTO532) in einer Ecke eingebaut
und ein Strang zum Andocken in der Mitte positioniert
(Abbildung 13 A). Die Zugabe eines mit rotem Farbstoff
(ATTOG655) markierten bildgebenden Strangs fiihrte zur
Bildung einer Duplexstruktur mit dem komplementédren
Andockstrang (Abbildung 13B). Die Bildung der Duplex-
struktur wurde verfolgt und die Kinetik der Bindungs- und
Ablosungsereignisse bestimmt (Abbildung 13 C). Die Asso-
ziationsgeschwindigkeit, die von der Konzentration des bild-
gebenden Strangs, nicht aber von der Duplexlénge abhéngt,
wurde zu 2.3x10°M~'s™" (bei 600 mm NaCl) bestimmt, was
vergleichbar mit den Befunden der Volumenmessung ist. Im
Unterschied dazu war die Dissoziationsgeschwindigkeit un-
abhéngig von der Konzentration, aber stark abhéngig von der
Léange der Duplexstruktur, die zwischen bildgebendem und
Andockstrang gebildet worden war. Die Dissoziationsge-
schwindigkeit wurde mit 1.6 und 0.2 s™' fiir neun bzw. zehn
Basenpaare abgeschitzt. Die Untersuchung verdeutlicht, dass
zusédtzlich zur statischen Analyse auch dynamische Prozesse
im Subsekundenbereich in Echtzeit auf dem DNA-Origami
untersucht werden konnen und dass die Ergebnisse mit den
Ensemblemessungen vergleichbar sind.

der superauflosenden Blink-Mikrosko-
pie war die Identifizierung der Positio-
nen der einzelnen Fluorophore den-
noch mdoglich (Abbildung 12C), und
der gemessene Abstand zwischen den
Farbstoffen war in guter Ubereinstim-
mung mit der urspriinglichen Positio-
nierung auf dem DNA-Origami (Ab-

bildung 12D). Dieses nanoskopische
Origami-Lineal wurde auch fiir die

Einzelmolekiildarstellung und die Ka-
librierung anderer superauflosender
bildgebender Techniken wie SHRImP
und dSTORM verwendet.

Neben dem zweidimensionalen

Origami-Lineal wurde fiir die Einzel- gt P | PMWWW
t

(Bindung

molekiil-FRET-Spektroskopieanalyse |
auch ein starres, dreidimensionales
DNA-Origami-Lineal verwendet.™

-

Abbildung 13. A) Aufbau einer Origami-Kachel mit einer griinen Farbstoffmarkierung in einer
Ecke und einem Einzelstrang zum Andocken in der Mitte. B) Bindung eines mit rotem Farbstoff

modifizierten, bildgebenden Strangs an den Andockstrang. C) Auftragung der Fluoreszenzintensi-
tit gegen die Zeit zur Verfolgung der Bindungs- und Ablsungsvorginge.
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7. Ladungstransporter und DNA-Roboter

Die Entwicklung funktioneller molekularer Systeme wire
unvollstindig ohne die Erzeugung einer vollstdndig kontrol-
lierbaren Bewegung eines molekularen Transportersys-
tems.®! Ein typisches Transportersystem auf der Origami-
Oberfliche besteht aus einer Schiene, einem Motor und
Treibstoff, alles hergestellt aus DNA oder einer Kombination
aus Biomakromolekiilen. Zusitzlich zu diesen Bestandteilen
kann man auch ein Kontrollsystem in Form vorprogram-
mierter Maschinen fiir den Transport der Fracht einbauen.
Die Geschwindigkeit des Transporters ldsst sich feinjustieren,
indem man die Abstinde zwischen benachbarten Schienen
einstellt; alternativ kann man den Transport durch die
Zugabe von Strangen, die zu den Schienen komplementéar
sind, auch vollig stilllegen. Wie bei einem Automobil kann
man den Transporter so auslegen, dass er eine Abfolge von
Aktionen autonom ausfiihrt, wie Starten, Vorwirtsbewegen,
Wenden und Anhalten; diese Aktionen konnen durch externe
Stimuli, Hemmstoffe oder vorfunktionalisierte Bauelemente
kontrolliert werden. Die DNA-Schienen auf dem Origami
legen die Bewegungsrichtung des Transporters fest. Alle Po-
sitionsdnderungen konnen mithilfe der Bindung an einem
Haltepunkt und der Wanderung einer Verzweigungsstelle
durchgefithrt werden. Die thermodynamische Stabilisie-
rungsenergie wirkt als Energiequelle fiir die mechanische
Bewegung der DNA-Maschinen.

Gu et al.”? stellten einen molekularen Transporter mit
drei Hénden und vier Fii3en her, die alle aus einzelstrangigen
DNA-Segmenten bestehen (Abbildung 14A). Die Hénde
wergreifen” und tragen die Nanopartikel-Ladungen, die fiir
die Aufnahme geeignet positioniert sind. Die Fiile binden an
die Einzelstrdange der Origami-Oberfliche und ermdoglichen
eine schrittweise Bewegung. Zusétzlich zu den einzelstrangi-
gen Schienen trdgt das Origami drei molekulare Bauele-
mente, die je zwei Zustinde einnehmen koénnen (,,PX-JX,-
Strukturen“). Diese Strukturen konnen zwei benachbarte
Enden der DNA-Duplexstruktur um 180° entweder in den
PX- (paranemisches Crossover) oder den JX,-Zustand (sein
Topoisomer) drehen.” Sie wirken als Kontrollelemente, die
zunichst die Frachtpartikel festhalten und anschlieBend ent-
scheiden, ob die Fracht auf den DNA-Laufer iibertragen wird
oder nicht. Die Bewegungen aller Elemente und des DNA-
Léufers werden ausschlieflich durch spezifische DNA-
Stringe kontrolliert. Die Kontrollelemente, die verschieden
groBe Goldnanopartikel tragen, konnen diese durch eine
Rotationsbewegung auf den Laufer tibertragen, wenn er sich
in der Nihe befindet. Der Léaufer bewegt sich in eine Rich-
tung entlang der Schiene und nimmt mit einer Ausbeute von
43% drei verschiedene Frachten auf, die an drei unter-
schiedlichen Positionen gebunden sind (Abbildung 14B).
Durch Verédnderungen an den molekularen Schaltelementen
kann man wahlweise acht Endprodukte erhalten.

In einer zeitgleich durchgefiihrten Untersuchung de-
monstrierten Lund et al.*¥ die Bewegung molekularer Ro-
boter, die iiber eine vorgegebene Oberflaichenform gefiihrt
werden. Der Roboter (,,Spinne“) enthilt ein Streptavidin-
molekiil als inneren Korper, einen Fingerstrang und drei
katalytische Beine (Abbildung 14 C). Diese Beine wurden
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vom 8-17-DNA-Enzym abgeleitet, das RNA-Basen hydroly-
siert. Einzelstrangige DNA/RNA-Chimdren wurden als
Schienen in das DNA-Origami eingebaut. Diese Schienen
wurden mit einer Reihenfolge von Punkten (a-e) so codiert,
dass die Spinne auf einer abd-Landschaft bei a startet und
iiber b zu d als Endpunkt gelangt. Die Punkte ¢ und i ent-
sprechen der Kontrollstelle bzw. dem topographischen Ima-
ging-Marker. Die gestapelten Stridnge an den verschiedenen
Positionen der Schiene waren so modifiziert, dass sie Start,
Vorwirtsbewegung, Wenden und Anhalten ermoglichten.
Die DNA-Spinne wurde an der Startposition iiber einen
Fiangerstrang eingefiihrt und nachfolgend mit einem spezifi-
schen DNA-Strang freigesetzt. Die Spinne wanderte entlang
der vorgegebenen Schiene, indem sie mit den enzymatisch
aktiven Beinen die chimdren DNA/RNA-Stringe spaltete.
Wenn die Spinne den Endpunkt erreichte, wurde ihre Be-
wegung durch den nichtspaltbaren DNA-Strang gestoppt. Die
Bewegung der Spinne vom Start iiber einen Wendepunkt zum
Endpunkt wurde in AFM-Bildern festgehalten (Abbil-
dung 14D) und eindeutig in Echtzeit mit superauflosender
TIRF-Mikroskopie analysiert. Die Spinne bewegte sich auf
dem DNA-Origami mit einer Geschwindigkeit von schét-
zungsweise 3 nmmin .

Wir entwickelten einen DNA-Transporter, der sich ent-
lang einer vorgezeichneten Schiene auf einem DNA-Origami
bewegen kann, und beobachteten eine vielstufige Bewegung
auf dem Motorstrang.”” Eine Schiene aus 15 identischen
Statoren (einzelstrdngigen DNAs), flankiert von speziellen
Start- und Stoppstatoren, wurde auf einem rechtwinkligen
Origami angebracht (Abbildung 14E). Die Statoren waren
die 22 Nucleotide langen Sequenzen, die an die 5-Enden der
ausgewihlten gestapelten Strdnge angehédngt waren. Der
Motor war eine einzelstringige DNA, die komplementér zum
Stator war. Wenn der Motorstrang mit dem spezifischen
Stator am Startpunkt hybridisierte, entfernte die Hydrolyse
der Motor/Stator-Duplexstruktur durch das Nt.BbvCI-Re-
striktionsenzym die kurze einzelstringige DNA vom Stator.
Der Motorstrang band an den néchsten Stator durch Wan-
derung der Verzweigung und bewegte sich vorwirts. Der
Vorgang wiederholte sich, bis der Motorstrang den Endpunkt
erreicht hatte. Der Motorstrang wurde als einzelner Punkt auf
der Motor/Stator-Duplexstruktur sichtbar gemacht. Die Po-
sition des Motorstranges vor Zugabe des Enzyms und nach
ein, zwei und drei Stunden Inkubation wurde mit AFM be-
stimmt (Abbildung 14F). Die direkte Beobachtung der
schrittweisen Bewegung des Motorstrangs war durch Hoch-
geschwindigkeits-AFM-Bildgebung ebenfalls moglich. Der
Fleck bewegte sich an der Motorschiene entlang, wie durch
AFM-Bilder, die alle fiinf Sekunden aufgenommen wurden,
sichtbar gemacht wurde, und die Schrittweite der Motor-
strangbewegung entsprach der Entfernung zwischen be-
nachbarten Statoren. Dies bestitigt, dass die Bewegung auf
der Schiene in Einzelschritten abliuft.

Ein Vergleich mit proteinbasierten Liufern® ergab, dass
die oben beschriebenen Transporter nicht so schnell oder
effizient waren. Als Kandidaten fiir molekulare Transporter
oder Roboter bieten diese Systeme jedoch Programmierbar-
keit und Richtungsspezifitdt und sind in hohem MaB kon-
trollierbar.
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Abbildung 14. A) Stabdarstellung (links) und Strangstruktur (rechts) des Laufers mit den drei Handen (H1-H3) und vier FiiRen (F1-F4). B) Die molekulare
Anordnung und das Funktionsschema (links) sowie die zugehérigen AFM-Aufnahmen (rechts). Das Origami (gelber Bereich), drei Bauelemente mit zwei
Zustinden (blau, purpur und griin; EIN: PX; AUS oder keine Ladungsiibergabe: |X,) und der Liufer (dreieckige Struktur) sind die Grundelemente des
Systems. Die Fracht ist als griinbraune Punkte angedeutet und besteht aus einem 5-nm-Goldnanopartikel (C1), einem gekuppelten Paar aus 5-nm-Partikeln
(C2) und einem 10-nm-Partikel (C3). C) Die Spinne besteht aus einem Streptavidinkern, einer einzelstringigen 20 mer-DNA (griin), die die Spinne am Start
positioniert, und drei Desoxyribozymbeinen. D) Bewegung der Spinne entlang der Schiene und zugehérige AFM-Aufnahmen der Spinne am Start, unterwegs
und an den Haltepunkten. Mafstabsbalken 20 nm. E) Aufbau der Origami-Kachel mit den einzelstringigen Statoren entlang der Schiene (griin) und zwei
Reihen von Haarnadelschleifen als Markierungen (blau) auf der gegeniiberliegenden Oberfliche. F) Spuren mit siebzehn Statoren; der Motor wird bei
Stator 1 beladen und mit einem Nicking-Enzym inkubiert. Die Verteilung der Motorpositionen vor Zugabe des Enzyms und nach ein, zwei und drei Stunden
wurde mit AFM bestimmt. Représentative Bilder und Histogramme der Motorpositionen (rote Kreise) sind fiir jeden Zeitpunkt gezeigt. Einschub: Verteilung
der Motorpositionen, wie sie nach einem einfachen kinetischen Modell vorhergesagt wurde. Maf3stabsbalken 20 nm.

912 www.angewandte.de © 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2012, 124, 898 - 915



Einzelmolekilanalyse

8. Schlussfolgerungen und Ausblick

Die in diesem Aufsatz beschriebenen Untersuchungen
demonstrieren, dass mit DNA-Origami als Gertist eine au-
Bergewohnliche Plattform fiir die Anordnung unterschiedli-
cher funktioneller Molekiile und fiir ihre In-singulo-Analyse
mithilfe von Einzelmolekiiltechniken zur Verfiigung steht.
Die ausgezeichnete Effizienz der Sequenzprogrammierbar-
keit und die Strukturintegritit DNA-Origami-basierter Na-
nostrukturen wurden fiir die prézise Positionierung zahlrei-
cher Molekiile und Funktionalititen genutzt. Weiterhin
wurden diese Strukturen zur Entwicklung eines Einzelmole-
kiilnachweis-Arrays in wéssriger Losung verwendet, der ver-
schiedene Nachteile der iiblichen Mikroarray-Chiptechnolo-
gie tiberwindet. Da das Verfahren eine Analyse in Losung
ermoglicht, konnen viele physikalische, chemische und bio-
chemische Untersuchungen an solchen Reaktionen einfach
unter In-vivo-Bedingungen durchgefiihrt werden. Dariiber
hinaus sind die Origami-Strukturen mogliche Kandidaten fiir
Einzelmolekiiluntersuchungen, wie abstandsabhingige und
strukturell kontrollierte Analysen, die mit einem Molekiil-
ensemble nicht moglich sind. Biomakromolekiile von meh-
reren Nanometern lassen sich ebenso analysieren wie che-
mische Reaktionen von Verbindungen im Bereich von eini-
gen Angstrom. GroBe ist bei Origami-basierten In-singulo-
Analysen kein begrenzender Faktor — sogar dimensionslose
physikalische Abldufe wie die Energieiibertragung wurden
mit diesem Ansatz erfolgreich untersucht. Seine Zeitskala
wird allein von der jeweiligen unimolekularen Technik be-
stimmt, die bei der Analyse eingesetzt wurde: Kraftbasierte
Methoden erreichen Analysenzeiten von wenigen Sekunden;
das  Hochgeschwindigkeits-AFM-Rastersystem  nimmt
15 Bilder pro Sekunde auf. Fluoreszenztechniken sind be-
ziiglich der Geschwindigkeit tiberlegen und ermdglichen eine
Auflosung im Subsekundenbereich. Andererseits ergeben
kraftbasierte Verfahren eine hohere rdumliche Auflosung (ca.
2 nm) als Fluoreszenzmessungen.

Ungeachtet der Vorteile der Origami-basierten In-sin-
gulo-Analyse warten noch verschiedene Probleme auf eine
Losung, bevor das System auf chemische und biochemische
Analysen iibertragen werden kann und letztlich eine prakti-
sche Anwendbarkeit von Nanochips fiir Systeme in Losung
erreicht wird. Die Zahl der Verfahren zur Ausweitung der
Abmessungen des urspriinglichen Origami auf typischerweise
1 pm oder mehr ist begrenzt. Grofiere Strukturen kdnnen
aber erforderlich sein, um die Adressierbarkeit des Systems
bei der Positionierung vielfdltiger Funktionalititen zu stei-
gern und um parallel laufende Analysen zu ermoglichen.
Durch Selbstorganisation lédsst sich diese Aufgabe effizient
16sen, allerdings konnen hier kinetische und thermodynami-
sche Einschrinkungen vorhanden sein. Liu et al.™ be-
schrieben ein Beispiel fiir die Herstellung einer gréferen
zweidimensionalen Origami-Struktur, wiahrend Strategien fiir
die Konstruktion von Strukturen mit definierter GroBe,
kontrollierbarem Wachstum und hoherer Ausbeute noch
ausstehen. Die Stabilitidt der Origami-Strukturen — ein an-
deres wichtiges Kriterium - sollte beziiglich thermischer,
chemischer und biochemischer Widerstandsfdhigkeit verbes-
sert werden, sodass das System ohne Einschrédnkungen auch
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fiir Analysen bei hoherer Temperatur und fiir chemische und
enzymatische Untersuchungen verwendet werden kann. Wir
haben kiirzlich eine Methode zur thermischen Stabilisierung
der DNA-Origami-Strukturen entwickelt.”” Es sind aller-
dings noch detailliertere Studien notwendig, um die ver-
schiedenen moglichen Methoden zu erforschen. Weil auf dem
Origami funktionelle Molekiile durch Konjugation an die
einzelstrangige DNA angebracht werden sollen, sind vielfil-
tige chemische Konjugationsverfahren fiir chemische und
biologische Molekiile erforderlich. Die Leistungsfahigkeit
der Techniken zur Einzelmolekiilanalyse muss in Bezug auf
die rédumliche und zeitliche Auflésung verbessert werden.
Eine Reihe von Einzelmolekiiltechniken ist verfiigbar, jedoch
wurden bislang nur wenige von ihnen eingesetzt. Allerdings
verspricht das Heranziehen zusitzlicher Verfahren ein bes-
seres Verstdndnis unimolekularer Prozesse, und wir erwarten,
dass eine solche Entwicklung in naher Zukunft eintreten
wird.

In der relativ kurzen Zeit (einem halben Jahrzehnt), seit
die erste Veroffentlichung iiber die Origami-Methode er-
schienen ist, wurden verschiedene funktionelle Strukturen
entwickelt und fiir die Einzelmolekiilanalyse angewendet.
Die hier beschriebenen Aspekte sind lediglich ein Anfang,
denn das Arbeitsgebiet befindet sich noch in einem frithen
Stadium und entwickelt sich rasch weiter.”® Wir erwarten,
dass die Forschungen von Wissenschaftlern verschiedener
Disziplinen letztlich zum Aufbau komplexer, autonomer
Systeme fiir die Untersuchung von Einzelmolekiilprozessen
fiihren werden.

Die Autoren wurden mit einer CREST-Zuwendung der Japa-
nischen Gesellschaft fiir Wissenschaft und Technologie (JST)
und Zuwendungen aus dem WPI-Programm (iCeMS, Kyoto
University) und dem globalen COE-Programm des Ministe-
riums fiir Erziehung, Kultur, Sport, Wissenschaft und Tech-
nologie (MEXT; Japan) gefordert. Sie danken Sekar Latha fiir
ihre Unterstiitzung bei der Erstellung der Graphiken.

Eingegangen am 25. Mirz 2011
Online veroffentlicht am 25. November 2011

iibersetzt von Dr. Burkard Neuf, Jiilich
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