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Abstract: DNA-Origami-Nanostrukturen sind vielseitig an-
wendbare Hilfsmittel, die genutzt werden kçnnen, um Funk-
tionalit�ten mit hoher lokaler Kontrolle anzuordnen. Hier
zeigen wir, dass DNA-Origami-Substrate genutzt werden
kçnnen, um die Faltung bestimmter Guanin(G)-Quadruplex-
Strukturen zu unterdr�cken. Die Faltung von Telomer-DNA
zu G-Quadruplexen in Gegenwart einwertiger Kationen (z.B.
Na+ und K+) wird derzeit zur Detektion von K+-Ionen genutzt,
allerdings mit ungen�gender Selektivit�t gegen�ber Na+. Mit-
hilfe von FRET zwischen zwei organischen Farbstoffen, die
am 3’- und 5’-Ende der Telomer-DNA immobilisiert werden,
zeigen wir, dass die G-Quadruplex-Faltung auf DNA-Origa-
mi-Strukturen in Gegenwart von Natriumionen sterisch ge-
hindert wird. Dadurch stellt die an DNA-Origami-Strukturen
gebundene Telomer-DNA ein hochempfindliches und selekti-
ves Detektionssystem f�r Kaliumionen dar, sogar in Gegen-
wart hoher Natriumionenkonzentration.

DNA kann in fast jede beliebige 2D- und 3D-Form mithilfe
der DNA-Origami-Technik gefaltet werden.[1] DNA-Nano-
strukturen lassen sich mit den unterschiedlichsten Molek�len
mit hoher Pr�zision modifizieren, z.B. mit Proteinen, Nano-
partikeln, fluoreszierenden Farbstoffen und anderen DNA-
Strukturen. Daher eignen sie sich sehr gut f�r analytische
Untersuchungen.[2] DNA-Origami-Strukturen kçnnen als
Substrat genutzt werden, um RNA-Sequenzen[3] und andere
Molek�le mithilfe der Rasterkraftmikroskopie (AFM) zu

detektieren,[4] um einzelne Molek�le durch oberfl�chenver-
st�rkte Raman-Streuung zu identifizieren[5] oder die Strang-
bruchausbeute verschiedener DNA-Sequenzen zu bestim-
men.[6] Die Faltung von Guanin(G)-Quadruplexen wurde
umfangreich auf DNA-Origami-Ger�sten mittels Hochge-
schwindigkeits-AFM untersucht.[7] Telomer-DNA befindet
sich an den Enden von eukaryotischen Chromosomen und
stabilisiert und sch�tzt das Genom.[8] Die G-reiche einzel-
str�ngige S�ugetier-Telomer-DNA hat die Sequenz 5’-
(TTAGGG)n

[9] und kann G-Quadruplexe in Gegenwart von
einwertigen Kationen bilden. In diesen Komplexen werden
vier G-Basen durch Ausbildung von acht Wasserstoffbr�cken
zu G-Tetraden assoziiert. Zwei oder mehr gestapelte G-Tet-
raden bilden einen G-Quadruplex. Da die Assoziationskon-
stante der G-Quadruplexe f�r Na+ kleiner als die f�r K+

ist,[10, 11] wurden Telomersequenzen als selektive K+-Sensoren
basierend auf FRET (resonanter Energietransfer nach Fçrs-
ter) vorgeschlagen.[10–12] Allerdings induziert Na+ die G-
Quadruplex-Faltung von menschlicher Telomer-DNA in
einem Konzentrationsbereich von 10–205 mm. Dies kann
unter physiologischen Bedingungen (ca. 145 mm Na+) zu be-
tr�chtlichen Fehlern in der K+-Bestimmung f�hren. Wie wir
hier zeigen, wird die G-Quadruplex-Bildung aus Telomer-
DNA, welche an DNA-Origami-Strukturen gebunden ist, in
Gegenwart von Na+ komplett unterdr�ckt, wohingegen die
Faltung der G-Quadruplexe in Gegenwart von K+ unbeein-
flusst bleibt.

In unserer Studie haben wir FRET genutzt, um die durch
Na+ und K+ induzierte G-Quadruplex-Faltung aus freien
Telomersequenzen und an DNA-Origami-Dreiecken gebun-
denen Sequenzen detailliert zu untersuchen. FRET ist ein
strahlungsloser Energietransfer, bei dem die Energie von
einem angeregten Donor auf einen Akzeptor durch Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen �bertragen wird. Die FRET-Effi-
zienz h h�ngt sehr stark von dem Donor-Akzeptor-Abstand
nach folgender Gleichung ab:

h ¼ R6
0

R6
0 þ R6

, ð1Þ

wobei R der Donor-Akzeptor-Abstand ist und R0 der Fçrster-
Abstand, bei dem die FRET-Effizienz 50% betr�gt. Die
FRET-Effizienz kann basierend auf der Donor-Abklingzeit
mit folgender Gleichung berechnet werden:

h ¼ 1� tDA

tD
, ð2Þ

wobei tD die Donor-Abklingzeit in Abwesenheit des Akzep-
tors ist und tDA die Abklingzeit in Gegenwart des Akzep-
tors.[13]
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Wir nutzten freie Telomer-DNA als Referenzsystem,
wobei das 5’-Ende mit Cyanin 3 (Cy3) und das 3’-Ende mit
Fluorescein (FAM) modifiziert wurden (5’-Cy3-TTG GGA
TTG GGA TTG GGA TTG GGA TT-FAM). Wird K+ oder
Na+ zu solch einer Lçsung hinzugegeben, so �ndert sich die
Konformation des DNA-Stranges von einer Random-Coil-
Struktur zu einer G-Quadruplex-Struktur. Hierbei ist der
Donor-Akzeptor-Abstand in Gegenwart von K+ 4.6 nm und
von Na+ 5.8 nm (siehe Abbildung 1A und Abbildung S1 in

den Hintergrundinformationen (SI)). Im zweiten System, in
dem dreieckige DNA-Origami-Strukturen verwendet werden
(AFM-Bild ist in Abbildung S2 in den SI gezeigt), wurde
FAM 3.3 nm entfernt vom 3’-Ende des verl�ngerten Telo-
merstrangs platziert. Die Sequenz wurde am 5’-Ende mit Cy3
modifiziert (Abbildung 1B und Abbildung S1 in den SI). In
der gefalteten G-Quadruplex-Struktur betr�gt der Donor-
Akzeptor-Abstand maximal 7.5 nm.

Emissionsspektren wurden bei einer DNA-Konzentration
von 5 nm mit einer Anregungswellenl�nge von 450 nm auf-
genommen und sind in Abbildung 2 gezeigt. Abbildung 2A
und B zeigen die Fluoreszenzemissionsspektren der freien
Telomer-DNA-Sequenz in Abh�ngigkeit der KCl- (A) und
NaCl-Konzentration (B). In Abbildung 2C und B sind die
Emissionsspektren f�r das Telomer-DNA-Origami-System
dargestellt. Findet kein FRET statt, ist die Emission von FAM
bei 515 nm dominant. Da die organischen Farbstoffe in der
Random-Coil-Struktur schon so nahe beieinander sind, dass
FRET stattfinden kann, ist das Cy3-Emissionsmaximum bei
565 nm in den Emissionsspektren (Abbildung 2 A,B) auch

ohne Salzzugabe sichtbar. Wird entweder KCl oder NaCl zu
den freien Telomer-DNA-Str�ngen gegeben (Abbil-
dung 2A,B), kommen sich die organischen Farbstoffe auf-
grund der G-Quadruplex-Faltung immer n�her, sodass die
FRET-Effizienz steigt. Die Fluoreszenz von FAM wird ge-
lçscht, und gleichzeitig wird die Emission von Cy3 verst�rkt.
Die Zugabe von 1 mm KCl (Abbildung 2A) ist ausreichend,
um eine �nderung der Emissionseigenschaften des Systems
zu bewirken. Wegen der kleineren Assoziationskonstante von
Na+[11] im Vergleich zu der von K+, wird eine �nderung des
Emissionsspektrums erst nach Zugabe von 25 mm NaCl
sichtbar (Abbildung 2B). Jedoch ist diese Unterscheidung f�r
biologisch relevante Bedingungen nicht ausreichend, da in
extrazellul�ren Fl�ssigkeiten die Konzentration von Na+ ca.
145 mm und von K+ nur 4 mm betr�gt. Der freie Telomer-
DNA-Strang zeigt eine hohe Sensitivit�t f�r Na+ in einem
Bereich von 25–205 mm, wie in Abbildung 2B zu sehen ist.
Demnach ist ein Kalium-Sensor unter Verwendung von freier
Telomer-DNA in biologischen Medien nicht realisierbar. Um
dieses Problem zu �berwinden, wurde die Telomer-Sequenz
auf DNA-Origami-Substraten immobilisiert, um das DNA-
Origami-Telomer-FRET-Sensorsystem zu erhalten. In Ab-
bildung 2 C sind die Emissionsspektren des Telomer-DNA-
Origami-Systems in Abh�ngigkeit der KCl-Konzentration
gezeigt. Im Allgemeinen sind die FRET-Effizienzen dieses
Systems geringer, da der Donor-Akzeptor-Abstand grçßer als
im freien Telomerstrang ist (Abbildung 1). Dennoch wird
eine klare �nderung der Donor- und Akzeptoremission in
einem Konzentrationsbereich von 5–110 mm KCl beobachtet.
Die Emission von Cy3 nimmt von 0.1 bis 2.5 mm KCl leicht
ab, was auf ein m�ßiges Erw�rmen auf 40 8C zur�ckgef�hrt
wird, welches den durchschnittlichen Abstand zwischen den
Farbstoffen im ungefalteten Telomer erhçhen kçnnte. Ab
einer Konzentration von 5 mm KCl nimmt die FRET-Effizi-
enz deutlich zu. Bei Zugabe von NaCl zu den Telomer-DNA-
Origami-Strukturen zeigt sich ein vollst�ndig anderes Ver-
halten (Abbildung 2D). Die Emissionsspektren bleiben
durch Na+ unbeeinflusst, sogar bei einer Konzentration von
205 mm NaCl. Das zeigt, dass sich der durchschnittliche
Donor-Akzeptor-Abstand mit Erhçhung der NaCl-Konzen-
tration nicht �ndert. Dies deutet darauf hin, dass sich die G-
Quadruplexe auf DNA-Origami-Strukturen in Gegenwart
von Na+ nicht ausbilden kçnnen. In Abbildung 2E ist gezeigt,
dass die hohe Selektivit�t f�r K+ auch in Gegenwart von
145 mm NaCl erhalten bleibt. Außerdem ist zu erw�hnen,
dass ebenfalls kein FRET durch Na+-Zugabe zu dem DNA-
Origami-Substrat beobachtet wird, wenn ein Farbstoff direkt
neben dem 3’-Ende der Telomersequenz platziert wird, um
das freie Telomersystem nachzuahmen, (Abbildung S3 in den
SI).

Basierend auf den Fluoreszenzintensit�ten von FAM und
Cy3 wurden die Assoziationskonstanten f�r den freien Telo-
mer-DNA-Strang mit 1.5 � 104

m
�2 f�r K+ und 33.7m�2 f�r Na+

berechnet (Abbildung S4 in den SI). Die Assoziationskon-
stante des Telomer-DNA-Origami-Systems betr�gt 2.6 �
104

m
�2 f�r K+ (Abbildung S4 in den SI), was dem Wert des

freien Telomer-DNA-Strangs sehr nahe kommt. In Gegen-
wart von 145 mm NaCl betr�gt die Assoziationskonstante f�r
die KCl-Zugabe 1.4 � 104

m
�2 (Abbildung S4 in den SI). Das

Abbildung 1. Prinzip des Kaliumdetektionssystems basierend auf Telo-
mer-DNA. A) Freier Telomer-DNA-Strang (5’-Cy3-TT(GGGA)4TT-FAM,
T = schwarz, G= dunkelgrau, A =hellgrau) mit Fluorescein (FAM, dun-
kelgrau) als Donorfarbstoff und Cyanin 3 (Cy3, hellgrau) als Akzeptor-
farbstoff. Sind einwertige Kationen wie K+ und Na+ in Lçsung vorhan-
den, faltet sich der DNA-Strang in eine G-Quadruplex-Struktur. Die un-
terschiedlichen Kationen bewirken die Bildung von verschiedenen G-
Quadruplex-Strukturen. Mithilfe des freien Telomer-DNA-Stranges
kçnnen beide G-Quadruplexe gebildet und K+ und Na+ mittels FRET
detektiert werden. B) Der Telomer-DNA-Strang ist als Verl�ngerung
eines Helferstrangs auf dem DNA-Origami-Substrat immobilisiert. Der
Telomer-DNA-Strang wurde 3.3 nm von FAM auf der DNA-Origami-
Struktur entfernt platziert. Der G-Quadruplex kann nun nur in Gegen-
wart von Kalium gebildet werden.
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zeigt, dass die Faltung von G-Quadruplexen und die Sensiti-
vit�t gegen�ber K+ durch die DNA-Origami-Strukturen und
Na+ unbeeinflusst sind.

Da die intensit�tsbasierten Messungen von der DNA-
Konzentration abh�ngig sind, wurden die FRET-Effizienzen
mit zeitaufgelçster Fluoreszenzspektroskopie bestimmt. Die
Fluoreszenzabklingzeiten des Donorfarbstoffs sind in Tabel-
le 1 zusammengefasst (die Abklingkurven sind in Abbil-
dung S5 in den SI dargestellt), und die FRET-Effizienzen
wurden mit Gleichung 2 berechnet. In Abbildung 3 sind die
FRET-Effizienzen gegen die Salzkonzentration aufgetragen.

Im Falle des freien Telo-
mer-DNA-Stranges nimmt die
Abklingzeit des Donors mit
zunehmender KCl- und NaCl-
Konzentration ab. Folglich
nimmt die FRET-Effizienz mit
zunehmender KCl- und NaCl-
Konzentration zu. Der dyna-
mische Bereich in der FRET-
Effizienz liegt f�r K+ zwischen
0.5 mm und 50 mm. Auf der
anderen Seite kommt es f�r
Na+ zu einer starken �nderung
der FRET-Effizienz im Kon-
zentrationsbereich von 5 mm

bis �ber 165 mm.
�hnlich wie bei dem freien

Telomer-DNA-Strang �ndert
sich die FRET-Effizienz f�r das
Telomer-DNA-Origami-
System durch Zugabe von KCl.
Die Unterschiede in den
FRET-Effizienzen des freien
Telomer-DNA-Stranges und
des DNA-Origami-Systems
(freie Telomer-DNA: 0.56–
0.91; DNA-Origami-Substrat:
0.28–0.57) kommen durch die
unterschiedlichen Donor-Ak-
zeptor-Abst�nde zustande
(Abbildung 1). Wird NaCl
hinzugegeben, bleibt die
FRET-Effizienz unbeeinflusst
(Abbildung 3), was wiederum
auf eine Hinderung der G-
Quadruplex-Faltung auf DNA-
Origami-Strukturen hinweist.
Dementsprechend wird K+

auch in Gegenwart von hohen
Na+-Konzentrationen detek-
tiert (145 mm, Abbildung 3).

Die Bildung von G-Qua-
druplexen in Gegenwart von
K+ und die Unterdr�ckung der
G-Quadruplex-Bildung in Ge-
genwart von Na+ auf DNA-
Origami-Substraten ist durch
die spezifische Struktur der G-

Quadruplexe zu erkl�ren. Neben der Telomersequenz und
der Strangpolarisation h�ngt die G-Quadruplex-Struktur
auch vom zentralen Metallion ab.[14] Entsprechend Rçntgen-
kristallstruktur- und NMR-Analysen bewirkt Na+ die Bildung
eines „Basket-Typs“ und K+ die eines „Propeller-Typs“
(Abbildung 1A).[15, 16] Der „Basket-Typ“ hat eine diagonale
Schlaufe am Ende des G-Quadruplexes, wodurch die Faltung
durch die DNA-Origami-Oberfl�che sterisch behindert
wird.[15] Im Gegensatz dazu kann der „Propeller-Typ“, mit
den Schlaufen an den Seiten, in Gegenwart von K+ auf der
DNA-Origami-Plattform gebildet werden. Die Bildung der

Abbildung 2. Normierte Emissionsspektren (lex = 450 nm) der freien Telomer-DNA (c= 5 nm) (A,B) und
von Telomer-DNA auf DNA-Origami-Strukturen (C,D,E) f�r unterschiedliche Salzkonzentrationen (KCl und
NaCl). A,B) Zugabe von KCl (A; c = 0–110 mm) und NaCl (B; c = 0–205 mm) resultiert in einer Abnahme
der Emissionsintensit�t des Donorfarbstoffs FAM (515 nm) und einer Zunahme der Emissionsintensit�t
des Akzeptors Cy3 (565 nm) aufgrund des verst�rkten FRET-Prozesses. Das zeigt, dass freie Telomer-DNA
in Gegenwart von K+ und Na+ in G-Quadruplexe gefaltet wird. C,D,E) Ist die Telomer-DNA auf dem DNA-
Origami-Substrat immobilisiert, f�hrt nur eine KCl-Zugabe (C; c = 0–110 mm) zu einer �nderung der Emis-
sionseigenschaften aufgrund von FRET, sogar in Gegenwart von 145 mm NaCl (E, c = 0–110 mm). Durch
Zugabe von NaCl (D, c =0–205 mm) wird der G-Quadruplex auf DNA-Origami-Strukturen nicht gebildet
und die Emission von FAM und Cy3 sind unbeeinflusst.
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unterschiedlichen G-Quadruplex-Strukturen in Gegenwart
von K+ und Na+ wird durch die unterschiedlichen Donor-
Akzeptor-Abst�nde best�tigt, welche mittels der FRET-Ef-
fizienzen des freien Telomersystems bestimmt werden
kçnnen. Die Donor-Akzeptor-Abst�nde werden mit Glei-
chung (1) und dem Fçrster-Abstand R0 f�r das FAM-Cy3-
FRET-Paar berechnet. Basierend auf dem spektralen �ber-
lapp wurde R0 zu 6.7 nm berechnet (Abbildung S6 in den SI).
Dementsprechend ist der Donor-Akzeptor-Abstand im freien
Telomerstrang ohne Zugabe von NaCl oder KCl 6.4 nm.
Durch Zugabe von 165 mm KCl nimmt der Donor-Akzeptor-

Abstand bis auf 4.6 nm ab, was darauf hindeutet, dass der G-
Quadruplex gefaltet wird. Dieses Ergebnis stimmt mit dem
erwarteten Abstand von 4.6 nm (Abbildung S1 in den SI)
basierend auf den Kristallstrukturdaten[16] und den Linker-
l�ngen zwischen Farbstoffen und DNA (0.7 nm) �berein. F�r
165 mm NaCl betr�gt der aus den FRET-Effizienzen be-
rechnete Donor-Akzeptor-Abstand 5.1 nm, was k�rzer ist als
der erwartete Abstand von 5.8 nm (DR(NaCl) = 0.7 nm, Ab-
bildung S1 in den SI). Hier muss beachtet werden, dass sich
bei der durch Na+ induzierten G-Quadruplex-Struktur (Ab-
bildung 1) die organischen Farbstoffe am gleichen Ende des
G-Quadruplexes befinden. Durch die Linker zwischen den
organischen Farbstoffen und der DNA kann der durch-
schnittliche Abstand zwischen FAM und Cy3 etwas k�rzer als
der Erwartungswert sein. In dem Telomer-DNA-Origami-
System nimmt der Donor-Akzeptor-Abstand von 7.8 nm
(ohne Zugabe von Salz) auf 6.4 nm durch Zugabe von 165 mm

KCl aufgrund der G-Quadruplex-Faltung ab. Der maximal
erwartete Abstand dieses G-Quadruplex-Systems in Gegen-
wart von KCl betr�gt 7.4 nm (Abbildung S1 in den SI).
Hierbei wurde angenommen, dass die starre G-Quadruplex-
Struktur so gedreht ist, dass der Donor-Akzeptor-Abstand
maximal ist. Der experimentell bestimmte Abstand ist ein
Durchschnitt aller mçglichen gedrehten Konformere und ist
daher k�rzer als der maximal zu erwartende Abstand.

Das hier vorgestellte Nachweissystem basiert auf dem
„FAM-zu-Cy3“-FRET-Prozess auf DNA-Origami-Substraten
und ermçglicht die Detektion von Kalium im Bereich von
0.5–50 mm, sogar in Gegenwart von hohen Na+-Konzentra-
tionen (145 mm). Um diese Selektivit�t zu demonstrieren,
haben wir die G-Quadruplex-Faltung von freien Telomer-
DNA-Str�ngen mit der von Telomerstr�ngen gebunden an
DNA-Origami-Strukturen verglichen. Der freie Telomer-
strang zeigt eine Sensitivit�t gegen�ber beiden Ionen (Na+

und K+) mit unterschiedlichen Assoziationskonstanten. Wird
die Telomer-DNA an DNA-Origami-Substrate gebunden,
wird eine hohe Selektivit�t f�r Kalium erzielt, ohne die
Sensitivit�t im Vergleich zum freien DNA-Strang zu verlie-
ren. Die G-Quadruplex-Faltung durch Natriumionen wird auf
DNA-Origami-Strukturen aufgrund der sterischen Hinde-
rung durch die DNA-Origami-Oberfl�che komplett unter-
dr�ckt.
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Abbildung 3. FRET-Effizienzen basierend auf FAM-Abklingkurven, auf-
getragen gegen Salzkonzentrationen (KCl (Karos, Kreise, Quadrate)
und NaCl (Dreiecke nach unten, Dreiecke nach oben)) f�r das freie
Telomer-DNA-System (c = 5 nm) (Karos, Dreiecke nach unten) und f�r
das Telomer-DNA-Origami-System (Kreise, Quadrate, Dreiecke nach
oben). Die FRET-Effizienz nimmt f�r beide Systeme mit zunehmender
KCl-Konzentration zu, sogar in Gegenwart von 145 mm NaCl (Qua-
drat). Durch Zunahme der NaCl-Konzentration nimmt nur die FRET-
Effizienz des freien Telomer-DNA-Stranges zu. Ist die Telomer-DNA auf
dem DNA-Origami-Substrat immobilisiert, kann NaCl nicht detektiert
werden.

Tabelle 1: FAM-Abklingzeiten t der hier behandelten Systeme.[a]

c(Salz)
[mm]

t (ssDNA,
KCl) [ns]

t (ssDNA,
NaCl) [ns]

t (DNA-
Origami,
KCl) [ns]

t (DNA-
Origami,
NaCl) [ns]

t (DNA-
Origami,
KCl in 145 mm

NaCl) [ns]

0 1.87 1.89 3.56 3.47 3.47
0.1 1.89 1.90 3.55 3.47 3.50
0.25 1.88 1.89 3.58 3.44 3.50
0.5 1.85 1.87 3.54 3.44 3.48
1 1.79 1.87 3.50 3.45 3.35
2.5 1.63 1.85 3.31 3.47 3.18
5 1.23 1.84 2.96 4.49 2.89
10 0.80 1.76 2.66 3.47 2.59
25 0.64 1.63 2.50 3.48 2.38
50 0.55 1.44 2.40 3.48 2.33
110 0.44 0.99 2.36 3.48 2.23
165 0.40 0.73 2.30 3.43 2.22

[a] Aufgrund von FRET nimmt die Abklingzeit f�r das freie Telomer-DNA-
System (ssDNA) nach KCl- und NaCl-Zugabe und f�r das Telomer-DNA-
Origami-System (DNA-Origami) nach Zugabe von KCl auch in Gegen-
wart von 145 mm NaCl ab. Die Abklingzeit wird durch NaCl im Telomer-
DNA-Origami-System nicht beeinflusst. tD(ssDNA, FAM)= 4.3 ns;
tD(DNA-Origami, FAM)= 4.8 ns.
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