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Abstract: Die grofiflichige Anordnung von DNA-basierten
Nanostrukturen in geordnete Uberstrukturen ist ein wichtiger
Schritt auf dem Weg zu deren Nutzung als funktionale mole-
kulare Materialien. In dieser Arbeit zeigen wir, dass durch
elektrostatische Kontrolle der Adhdsion und der Mobilitit von
DNA-Origami-Strukturen auf Glimmeroberflichen mittels
einfacher Zugabe von monovalenten Kationen grofle geord-
nete 2D-Gitterstrukturen aus Origami-Kacheln erzeugt werden
konnen. Die Gitter konnen entweder durch dichtes Packen
symmetrischer, wechselwirkungsloser DNA-Origami-Struktu-
ren erzeugt werden oder durch Nutzung von Basenstapel-
wechselwirkungen zwischen Origamieinheiten. Die resultie-
renden kristallinen Gitter konnen direkt als Vorlage fiir die
strukturierte Anordnung von Proteinen genutzt werden.

I n den vergangenen Jahrzehnten wurde Selbstassemblierung
auf der Grundlage der spezifischen und programmierbaren
Erkennungswechselwirkungen zwischen DNA-Molekiilen als
Strategie fiir die Erzeugung von kiinstlichen molekularen
Strukturen auf der Nanoskala etabliert.!"! Vor allem die DNA-
Origami-Methode” machte es moglich, nahezu beliebig ge-
formte Objekte herzustellen, die zusitzlich mit funktionalen
Molekiilen oder Nanopartikeln mit einer rdumlichen Auflo-
sung von nur wenigen Nanometern bestiickt werden konnen.
Diese Féhigkeit resultierte bereits in einer Vielzahl von
moglichen Anwendungen der DNA-Nanotechnologie, aus-
gehend von Nanomaterialien® iiber Biosensoren!* bis hin zur
Nanomedizin.®! Fiir viele Anwendungen wire es wiin-
schenswert, die durch DNA-Selbstassemblierung erzielte
»lokale Ordnung® auf groflere Léngenskalen auszudehnen,
z.B. fiir die Herstellung von DNA-basierten Materialien oder
die Zusammenfithrung mit Top-down-Herstellungsmetho-
den.
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Fir die Erzeugung von grofskaligen Strukturen aus
kleinen (d.h., nicht auf Origami basierenden) DNA-Kacheln
wurden zuvor mehrere niitzliche Ansétze gefunden. Abge-
sehen von der Entwicklung starrer molekularer Bausteine!®
haben sequenzsymmetrische Wechselwirkungen,”” die prizise
Kontrolle von Nukleations- und Wachstumsparametern® und
die Verwendung schwacher, kooperativer Wechselwirkungen
zu besonders gut geordneten Strukturen in zwei und sogar
drei Dimensionen gefiihrt.”) Auch wurde gezeigt, dass die
Anwesenheit einer Oberfliche die Erzeugung von ausge-
dehnten Gittern aus kleinen T-férmigen DNA-Strukturen!!”
oder sternférmigen Kacheln'! unterstiitzen kann.

Im Gegensatz zu kleinen DNA-Kacheln kénnen DNA-
Origami-Strukturen eine Vielzahl von Formen annehmen,
und sie erlauben auch eine komplexere chemische Funktio-
nalisierung. Frithere Ansidtze zur grofskaligen Anordnung
von DNA-Origami-Strukturen nutzten lithographische
Strukturierung,'” lingere DNA-Geriiststringe,” Polymeri-
sation!™ und die Assemblierung in Superstrukturen durch
Hybridisierung!™ oder Basenstapelwechselwirkungen.[1!6!
Das einzige erfolgreiche Beispiel eines ausgedehnten 2D-
Kristalls aus DNA-Origami-Kacheln wurde zuvor von Liu
et al.l'! vorgestellt und basierte auf der Hybridisierung der
einzelstringigen Enden kreuzformiger Origami-Strukturen.
Eine Temperaturrampe iiber mehrere Tage resultierte in
kristallinen 2D-Gittern mit Abmessungen von bis zu 5x
10 pm?.

Hier zeigen wir, dass eine oberflichenunterstiitzte An-
ordnung®l von DNA-Origami-Strukturen ebenfalls er-
reicht werden kann, wenn schlichtweg deren Oberfldachen-
mobilitdt durch Zugabe von monovalenten Salzen (Sche-
ma 1) erhoht wird. In der Regel werden DNA-Origami-
Strukturen in Experimenten mit dem Rasterkraftmikroskop
(AFM) auf negativ geladenem Glimmer stark adsorbiert, um
ein stabiles Abbilden zu gewéhrleisten. Dabei wird die Ad-
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Schema 1. Die Oberflichenbeweglichkeit von DNA-Origami-Strukturen
auf Glimmer kann durch die Zugabe von monovalenten Kationen ver-
dndert werden. Abhingig von der Symmetrie der Origami-Bausteine
und deren Wechselwirkungen kénnen sich grofiskalige zweidimensio-
nale Anordnungen bilden.
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sorption durch Mg**-Ionen vermittelt, die typischerweise
schon im Origami-Faltungspuffer vorhanden sind und als
Salzbriicken zwischen Glimmer und DNA dienen (Abbil-
dung 1 A). Diese Wechselwirkung kann durch die Zugabe von
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Abbildung 1. A) Links: Skizze einer regelmiRigen rechteckigen DNA-
Origami-Kachel. Rechts: Schematische Darstellung einer adsorbierten
Origami-Struktur (blau) auf einem negativ geladenen Glimmer-Sub-
strat (durchgezogene Linie). Kationen befinden sich zwischen den Flie-
sen und Glimmer. Mg**-lonen wirken als Salzbriicken, wihrend Na*-
lonen die negative Oberflichenladung in einer diffusen Ladungs-
schicht abschirmen. B) AFM-Bilder von rechteckigen Origami-Kacheln
auf Glimmer in Abwesenheit von NaCl (links) und in Gegenwart von
200 mm NaCl (rechts) in der Pufferlssung. Die eingefiigten FFT-Bilder
zeigen die Symmetrie und den Grad der Ordnung der Oberflachen
(siehe Text). Die Histogramme zeigen die Verteilung der Origami-Ori-
entierungen beziiglich der y-Achse der Bilder. Die Scanfliche betragt
2 umx2 pm. Die Linge und Breite der Kacheln wurde aus den AFM-
Aufnahmen zu 100 nm und 80 nm bestimmt.

monovalenten Ionen wie Na* abgeschwiicht werden, da diese
teilweise Mg**-Ionen ersetzen und eine eher diffuse La-
dungsschicht zwischen der Oberflache und dem Polyelektro-
lyten erzeugen.'¥! Dies resultiert in einer hoheren Mobilitit
der Origami-Strukturen auf der Oberfliche, welche dort dann
ausgedehnte geordnete Strukturen bilden konnen. Wir zeigen
im Folgenden, dass wechselwirkungslose, gleichmifig ge-
formte Origami-Strukturen wie z.B. Rechtecke® ™! oder
Dreiecke™! sich einfach in dicht gepackten Strukturen an-
ordnen, was durch die sterische Abstoung der Bausteine
bedingt ist. Im Fall von torsionskorrigierten, kreuzformigen
Origami-Kacheln"”! nutzen wir zusitzlich Basenstapelwech-
selwirkungen, die in Kombination mit der Oberfldchendiffu-
sion grofskalig geordnete Gitter aus Origami-Kreuzen ent-
stehen lassen.

In Abbildung 1 ist die oberflichenunterstiitzte Anord-
nung von rechteckigen Origami-Kacheln durch dichtes
Packen auf Glimmer zu sehen. Ist nur Mg*" vorhanden, ad-
sorbieren DNA-Origami-Rechtecke aus Losung auf die
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Glimmeroberflache in nur schwach korrelierter Orientierung
(Abbildung 1B, links). Im Gegensatz dazu zeigt eine Probe
mit zusdtzlichem NaCl ([NaCl] =200 mm) eine groBflichige
Ordnung, bei der nahezu alle Origami-Strukturen dieselbe
Orientierung besitzen (Abbildung 1B, rechts). Als objektives
Ma# fiir die Symmetrie und Ordnung der Strukturen wurde
eine schnelle Fourier-Transformation (FFT) der AFM-Bilder
durchgefiihrt (siche Abbildungen 1B, 2A-C). Die auftre-
tenden FFT-Maxima sind dabei entlang der Achsen der
hauptsidchlichen Ausrichtung der Strukturen zu finden.
Punktartige FFT-Reflexe deuten auf eine kristalline Anord-
nung hin, wohingegen unscharfe Ringe auf amorphe Struk-
turen hinweisen. Im Falle der dicht-gepackten rechteckigen
Origami-Kacheln ist die rechteckige Symmetrie des Gitters
klar zu erkennen.

Wie in Abbildung 2 zu sehen ist, gelingt das diffusions-
unterstiitzte Packen von Origami-Strukturen ebenfalls fiir
andere einzellagige Origami-Kacheln wie etwa Dreiecke,*
lange Rechtecke!'” und kreuzformige Strukturen.'”’ Der zu
erreichende Grad der Ordnung héngt offenbar von der
Symmetrie der Grundstruktur, ihrer Konvexitét und auch von
ihrer , Kompaktheit® (oder Querschnittsverhiltnis) ab.
Dreieckige Origami-Kacheln bilden ein Gitter mit einer tri-
gonalen Symmetrie, die klar ersichtlich durch die FFT-Ana-
lyse wiedergegeben wird. Verglichen mit dem Gitter der
rechteckigen Kacheln in Abbildung 1 sind weniger Punktde-
fekte (wie fehlende oder beschidigte Kacheln) zu finden,

Abbildung 2. AFM-Bilder von Origami-Anordnungen von A) Dreiecken,
B) langen Rechtecken und C) kreuzférmigen Kacheln. Die Symmetrie
der Basiseinheiten bestimmt die Qualitdt und den Grad der Ordnung,
der auch in den FFT-Analysen (eingefiigte Bilder) widergespiegelt wird.
Die Anordnung der langen Rechtecke erfolgt senkrecht zur Langsach-
se. Kreuzférmige Kacheln zeigen geringe Ordnung bei rechteckiger
Symmetrie. Unscharfe Merkmale in den FFT-Bildern deuten eine Ver-
teilung der Richtung der Symmetrieachsen und der raumlichen Fre-
quenzen der Basiseinheiten an. Die Scanfliche betrigt 2 umx2 pm.
Die gemessenen Abmessungen der Kacheln sind 25 nmx 280 nm fiir
die langen Rechtecke, 126 nm pro Seite fiir die Dreiecke und 95 nm fiir
die Linge eines Kreuzes.
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jedoch verleihen Versetzungen dem Gitter eine wellige
Struktur, die den Grad der Ordnung im FFT-Bild reduziert.
Uber einen Bereich von 1 pm und mehr ordnen sich lange
rechteckige Origami-Kacheln recht gut senkrecht zu ihrer
langen Achse, zeigen aber keine langreichweitige Ordnung in
2D. Obgleich kreuzformige Kacheln die Oberfliche im
Prinzip liickenlos bedecken konnten, weisen sie einen noch
niedrigeren Grad an Ordnung auf, was von Diffusionsfallen
herriihrt, die von ihrer konkaven Form erzeugt werden. Eine
Erhohung der Natriumkonzentration auf mehr als 200 mm
fiihrt schlieBlich zum Zerfall der dichtgepackten Gitter. Die
Strukturen sind nur noch locker gepackt und isolierte Ori-
gami-Kacheln desorbieren vom Substrat (siche Abbildung S1
in den Hintergrundinformationen).

Um eine Auflésung der Origami-Uberstrukturen bei ho-
heren monovalenten Salzkonzentrationen zu verhindern,
nutzten wir auch stabilisierende anziehende Wechselwirkun-
gen zwischen den Origami-Kacheln. Zu starke Wechselwir-
kungen (wie z.B. Hybridisierung von Einzelstrangiiberhén-
gen) konnen jedoch zu fraktalem Wachstum aufgrund diffu-
sionslimitierter Aggregation fiihren. Fiir das Wachstum von
groflen kristallinen Fldchen aus Origami-Kacheln verwende-
ten wir daher die schwicheren Basenstapelwechselwirkun-
gen,”'°l die reversible Bildung und Auflésung von Bindun-
gen ermoglichten, und somit eine Reorganisation und Aus-
heilung der wachsenden Kristalle. Wie in Abbildung 3 A ge-
zeigt, verwendeten wir eine torsionskorrigierte Version der
kreuzférmigen Origami-Kachel von Liu et al.'”! fiir die 2D-
Kristallisation durch Basenstapelwechselwirkungen.

Unsere Experimente zeigen, dass die kreuzformigen
Origami-Kacheln bereits in Losung oligomerisieren (Abbil-
dung S2). Die Oligomere konnen auf Glimmer adsorbieren
und anschlieBend in einem typischen Nukleations- und
Wachstumsprozess als Keim fiir 2D-Kristallisation auf der
Oberfliache dienen. Anfangs diffundieren die wachsenden

il e

Abbildung 3. A) Links: Kreuzférmige Origami-Kacheln ohne Randstran-
ge (Einzelstrang-Geriist orange) wechselwirken nicht miteinander.
Rechts: Der Einbau von Randklammern erzeugt glatte Enden, die Sta-
pelwechselwirkungen zwischen den Kacheln erméglichen. B) Zwei
AFM-Bilderserien von kreuzférmigen Kacheln mit glatten Enden auf
Glimmer wihrend der 2D-Kristallisation, die durch einen typische Nu-
kleations- und Wachstumsprozess fortschreitet. [NaCl]=420 mm. Die
Scan-Flache ist 3 umx3 um.
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Nuklei auf der Oberfliche, um schlieBlich stabile, nicht-
mobile Strukturen zu bilden. Einzelne Kacheln oder kleinere
Aggregate konnen weiterhin auf der Oberfldche adsorbieren
und neue Nukleationskeime bilden oder mit groleren An-
ordnungen fusionieren.

In Abbildung 3B sind AFM-Aufnahmen bei [NaCl]=
420 mMm zu sehen, die den Verlauf der 2D-Kristallisation
zeigen. Es lassen sich verschiedene Prozesse identifizieren,
die zum Kristallwachstum beitragen: Kleine Versetzungen im
Gitter heilen aus und ausgefranste Rénder werden wéahrend
des 2D-Assemblierungsprozesses vollendet. Punktdefekte
wie das Fehlen einzelner Kacheln werden mit Monomeren
aus der Losung aufgefiillt.

Der limitierende Faktor fiir unbegrenztes Kristallwachs-
tum ist, wie ebenfalls in Abbildung 3 zu sehen ist, die An-
wesenheit von benachbarten, aber anders orientierten, nicht-
mobilen kristallinen Doménen. Das Kristallwachstum konnte
durch Spiilung der komplett bedeckten Glimmeroberfldche
mit reinem Wasser verbessert werden, wodurch Ionen und
alle schwach gebundenen Aggregate von der Oberfldche
entfernt wurden (Abbildungen S3A und B). Nach Trocknung
und weiterer Inkubation iiber Nacht in 1 x TAE-Puffer mit
12.5 mm Mg,Cl und 400 mm NaCl bildeten sich groBere kris-
talline Doménen mit typischen Abmessungen im Mikrome-
terbereich (Abbildung 4, FFT in Abbildung S4). Es sind

Abbildung 4. A) AFM-Bild von 2D-Gittern aus kreuzférmigen DNA-Ori-
gami-Kacheln. Die zentrale Gitter-Domine hat eine Lénge von etwa

6 um und eine Breite zwischen 1 und 3 um. B) AFM-Bild von Streptavi-
din auf einem 2D-Gitter von biotinylierten kreuzférmigen Origami-Ka-
cheln.

weiterhin typische Kristalldefekte wie Punktdefekte oder
Versetzungen zu sehen, die hauptsédchlich an den Ridndern
zwischen den Doménen auftreten. Wenn die Anfangskon-
zentration der Kristallisationskeime auf der Oberfldche
weiter reduziert werden konnte, wiren potentiell groflere
Gitter moglich. Niedrige Konzentrationen fithren aber zu
kleineren, weniger stabilen und mobileren Clustern, weswe-
gen die Verwendung von speziellen Initiatorstrukturen er-
forderlich sein konnte.

Um eine mogliche Anwendung fiir unsere einfache Kris-
tallisationsstrategie zu demonstrieren, nutzten wir das
Kreuzgitter auch fiir die Anordnung von Proteinen (Abbil-
dung 4B, Abbildung S4B). Hierfiir wurden kreuzférmige
Kacheln mit jeweils acht biotinylierten Klammerstringen
funktionalisiert, wobei zwei Biotin-Einheiten je Arm in ent-
gegengesetzte Richtungen senkrecht zur Ebene der Kreuz-
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struktur ausgerichtet waren. Zuerst wurde das Gitter auf der
Glimmeroberfliche erzeugt, um anschliefend insitu mit
Streptavidin bestiickt zu werden. Dies fiihrte zu einer hohen
Ausbeute von 98 % fiir die Besetzung der Gitterpositionen.
Da die Bindungsausbeute an einem einzelnen Biotinstrang in
einer Origami-Struktur auf ca. 86 % geschitzt wird,”"! deutet
dies darauf hin, dass tatsichlich beide Biotinmolekiile (un-
terhalb und oberhalb einer Kachel) fiir die Anbindung zur
Verfiigung stehen. Dies konnte durch ein Durchdringen der
Origami-Kacheln durch die biotinylierten Stringe erklért
werden.”?

Gegenwirtig konnen wir die Orientierung der Kacheln
wihrend des Adsorptionsprozesses nicht kontrollieren. Ins-
besondere sind weder beide Seiten noch alle vier Arme der
Kacheln #dquivalent. Nichtsdestotrotz scheinen sich die
Kreuzkacheln lokal in einer bevorzugten Orientierung an-
zuordnen, was auch in der Origami-Substruktur in Abbil-
dung 4 B zu erkennen ist. Benutzt man ein symmetrisches und
redundantes Anbindungsschema wie in Abbildung 4B, kann
aber die zunichst ,gebrochene Symmetrie“ wieder herge-
stellt werden.

Wir haben gezeigt, dass durch die elektrostatische Kon-
trolle der Mobilitdit von DNA-Origami-Strukturen auf
Glimmeroberflichen sehr einfach groBfldchig geordnete
Gitter aus Origami-Kacheln erzeugt werden konnen. Inerte
Origami-Strukturen assemblieren zu dicht gepackten Struk-
turen, wihrend miteinander wechselwirkende Origami-Ka-
cheln durch Basenstapelwechselwirkung ausgedehnte 2D-
Kristalle bilden, deren Symmetrie durch die Richtung der
Bindung vorgegeben ist. Es sollte méglich sein, einen dhnli-
chen Kiristallisationsansatz auch auf anderen Oberflichenty-
pen anzuwenden, was fiir Anwendungen als Nanomaterial
von Interesse wire. Es ist auBerdem denkbar, die Gitter nach
ihrer Bildung chemisch zu vernetzen und mithilfe weichli-
thographischer Methoden auf andere Substrate zu iibertra-
gen. Es sollte auch moglich sein, Gitter aus Origami-Kacheln
entlang von Templatstrukturen auf Oberflichen wachsen zu
lassen und sogar Origami-basierte kristalline Selbstreplikati-
on®! zu implementieren.

Experimentelles

Design und Herstellung der DNA-Nanostrukturen: DNA-Origami-
Kacheln wurden mit einem 7249 Nukleotide langen einzelstriangigen
Geriiststrang auf der Basis des Genoms des Phagen M13mp18 und
kurzen Klammerstriangen (Eurofins MWG) gefaltet. Fiir das Design
der vier verschiedenen Kachelformen, nadmlich drehkorrigiertes
Rechteck, langes Rechteck, Dreieck und Kreuzform wurde das Pro-
gramm caDNAnoP" benutzt und damit die Sequenzen der 186, 186,
233 bzw. 186 Klammerstringe bestimmt (siche Abbildungen S5 bis
S9). Die Klammerstriange wurden in Faltungspuffer (1xTAE mit
12.5 mm MgCl,) mit dem Gertiststrang gemischt, fiir das Dreieck im
3.4-fachen Uberschuss, im 1.4-fachen Uberschuss (5.6-fach fiir
Randstringe) fiir alle anderen Origami-Kacheln; im Streptavidin-
Experiment wurde ein 4.2-facher Uberschuss an Klammerstringen
und ein 4.5-facher Uberschuss an Biotinstringen verwendet. Das
Gemisch wurde auf 70°C erhitzt und langsam auf Raumtemperatur
herabgekiihlt (0.5°Cmin~' zwischen 65-45°C). Fiir die Aufreinigung
der Origami-Strukturen wurde PEG-Fillung verwendet.” Zwei
identische Volumina aus Probe und modifiziertem Faltungspuffer
(mit zusétzlichen 15% PEG-8000 und 500 mm NaCl) wurden vor-
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sichtig vermischt und fiir 30 Minuten bei 4°C (20000 rcf) zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt und das verbliebene
Pellet mit Faltungspuffer resuspendiert; dieser Schritt wurde dreimal
durchgefiihrt.

Abbildung der DNA-Nanostrukturen: AFM wurde auf einem
Veeco Multimode-V (mit einem Bruker Multimode-8 Controller) im
intermittierenden Kontaktmodus unter Fliissigkeit mit Siliciumnitrid-
Cantilevern (ScanAsyst-Fluid 4+ von Bruker und BL-AC40TS-C2 von
Olympus) durchgefiihrt. Typische Resonanzfrequenzen lagen zwi-
schen 25-33 kHz und Abtastraten zwischen 2-6 Hz. Bilder wurden
durch Subtraktion eines Polynoms 2. Ordnung mit der Nanoscope
8.15-Software nachbearbeitet. Um kristalline Strukturen zu erzeugen,
wurden 40 pL Probenlosung auf frisch gespaltene Glimmerpléttchen
fiir die oberflachenunterstiitzte 2D-Assemblierung aufgebracht. Um
die Anziehungskrifte zwischen den Strukturen und der Glimmer-
oberfldche zu schwichen, wurde der magnesiumhaltige Faltungspuf-
fer mit verschiedenen Konzentrationen von Natriumchlorid
([NaCl] =0.1-0.5M) erginzt, was zu einer Erhohung der diffusiven
Beweglichkeit der Origami-Strukturen fiihrte und damit kristallines
Wachstum ermoglichte. Die Herstellung der Proben fiir Abbil-
dung 4 A und S3B wird im Haupttext beschrieben.

Protein-Anbindung: Kreuzformige Kacheln wurden mit zwei
biotinylierten einzelstrédngigen Erweiterungen auf jedem Seitenarm
versehen, an die Streptavidin-Proteine binden konnen. Nach der
Assemblierung und einer Wartezeit von 1 Stunde wurde die Glim-
meroberfliche in einer Petrischale mit Faltungspuffer gewaschen, um
die Probe von ungebundenen Kacheln zu reinigen. Anschlieend
wurde die Probe mit 20 uL einer 2 um Streptavidin-Losung und wei-
teren 30 uL Faltungspuffer fiir 90 Minuten inkubiert. Danach wurde
die Glimmerprobe erneut in einer Petrischale gewaschen und an-
schlieBend in Faltungspuffer abgebildet.
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