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Antrieb eines oberflichengebundenen DNA -
Schalters mit einem chemischen Oszillator**

Tim Liedl, Michael Olapinski und Friedrich C. Simmel*

Die Herstellung von sich unabhingig bewegenden moleku-
laren Strukturen ist eine der zentralen Herausforderungen
auf dem Gebiet der DNA-Nanomaschinen.'! Einige der in
letzter Zeit vorgestellten Konzepte nutzen das sequenzab-
héngige katalytische Verhalten von Restriktionsendonuklea-
sen, in anderen Fillen werden Desoxyribozymsequenzen in
die DNA-Strukturen eingefiigt und die katalytische Wirkung
von DNA selbst genutzt.”] Auf dieser Basis wurden unter
anderem auch autonome molekulare Computer realisiert.!
In einem weiteren Ansatz wird die DNA-Hybridisierung
durch Sekundirstrukturbildung kontrolliert gehemmt oder
durch katalysierend wirkende DNA-Stringe beschleunigt.”!
All diesen Strategien ist gemeinsam, dass die unabhingige
Bewegung der DNA-Strukturen durch eine DNA-Hybridi-
sierung getrieben wird. Von unserer Gruppe wurde kiirzlich
ein anderer Ansatz vorgestellt,” in dem wir zeigen konnten,
dass der pH-abhingige Ubergang eines Cytosin-reichen
DNA-Stranges von einer zufilligen Konformation zum so
genannten ,,i-Motiv“ durch einen chemischen pH-Oszillator
getrieben werden kann. In diesem System wird die zeitliche
Aufeinanderfolge der Konformationen der DNA-Struktur
nicht durch einen externen Operator bestimmt, sondern
durch ein nichtlineares dynamisches System. Wir zeigen hier,
wie dieses System durch die Anbindung des DNA-Schalters
an eine feste Oberfliche signifikant verbessert werden
konnte. Durch die Fixierung der DNA-Struktur auf einem
Glas-Chip kann der Oszillator nun in einem Durchflussre-
aktor (continuous flow stirred tank reactor, CSTR) betrieben
werden. In einem solchen Aufbau kann die oberfichenge-
bundene DNA-Struktur im Prinzip unendlich viele autonome
Schaltzyklen durchlaufen.

Beim oben erwihnten Ansatz® wurde eine Variante der
Landolt-Reaktion verwendet, bei der der pH-Wert in einem
kontinuierlich befiillten Reaktor periodisch oszilliert. Um die
DNA-Strange wihrend der Reaktion nicht auszuspiilen,
musste ein Reaktor ohne Auslass verwendet werden. In
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einem solchen Aufbau kann aber kein Gleichgewichtszustand
erreicht werden, da sich die mittleren Konzentrationen der
Reagentien im Reaktor stindig dndern. Mit der Zeit werden
die Systemparameter aus dem oszillierenden Bereich ge-
driangt, und die Oszillationen verschwinden nach wenigen
Perioden.

Ein wesentlich verbesserter Aufbau besteht aus einem
Durchflussreaktor, der iiber zwei Einldsse und einen Auslass
verfiigt. Durch kontinuierliches Befiillen und gleichzeitiges
Entfernen von Abfallprodukten konnen im Prinzip unendlich
viele homogene pH-Oszillationen erzeugt werden. Um
jedoch die DNA-Schalter nicht durch den Auslass zu verlie-
ren, miissen sie im Reaktor immobilisiert werden. Fiir diese
Experimente verwendeten wir DNA-Strénge, die an einem
Ende mit einem fluoreszierenden Farbstoff modifiziert und
am anderen Ende iiber eine Thiolgruppe an eine sehr diinne,
transparente Goldschicht angebunden wurden. Auf diese
Weise wurde eine kovalente Anbindung der DNA an die
Oberfldche erreicht, und gleichzeitig konnten die Kon-
formationsinderungen der DNA-Struktur tiber den Ener-
gietransfer zwischen dem Farbstoff und der Goldoberfliche!”!
verfolgt werden.

Abbildung 1a enthilt eine schematische Darstellung des
oberflichengebundenen DNA-Schalters in seinen beiden
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Abbildung 1. a) Schema des einstrangigen DNA-Schalters, der tber einen 5'-Thiol-
Ce-Spacer an eine Gold/Glasoberfliche gebunden ist. Bei niedrigen pH-Werten
bildet sich das i-Motiv, wodurch der am 3’-Ende befestigte Farbstoff nahe an die
Oberfliche gebracht und geléscht wird. Bei héheren pH-Werten &ffnet sich der
DNA-Strang zu einer Zufallsstruktur und die Fluoreszenz nimmt zu. b) Emissions-
spektren des oberflichengebundenen DNA-Stranges bei pH 5 (i-Motiv) und pH 8
(Zufallskonformation). c) Fluoreszenzmikroskopaufnahme des i-Motiv-Stranges
(oben) und eines Kontrollstranges (unten) bei pH 5 (links) und pH 8 (rechts).

d) Zugehérige normierte Fluoreszenzintensititen.

Zustdnden bei hohen und niedrigen pH-Werten. Die Schalter
bestehen aus 21 Nucleotide (nt) langen DNA-Strangen der
Sequenz 5'-CCCTAACCCTAACCCTAACCC-3' (Strang M).
Unterhalb pH 6.5 gehen DNA-Molekiile dieser Sequenz in
das i-Motiv iiber, bei dem vier DNA-Stringe durch eine
Anzahl halbprotonierter C-C*-Basenpaare zusammengehal-
ten werden. In vorliegendem Fall handelt es sich um sechs
intramolekulare C-C'-Paare. Die gleiche DNA-Sequenz
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wurde schon frither zur Herstellung DNA-basierter Nano-
strukturen verwendet,”® und auch wir verwendeten sie in der
vorangegangenen Arbeit.”! Der DNA-Strang wurde mit
einem Thiol-Cs-Spacer am 5'-Ende und dem Fluoreszenz-
farbstoff Rhodamine Green (RG) am 3’-Ende modifiziert.
Die Fluoreszenz von RG ist zwischen pH 4 und 9 pH-un-
empfindlich (siche Hintergrundinformationen). Bei niedrigen
pH-Werten befinden sich das 3'- und das 5'-Ende des Stranges
aufgrund der Struktur des i-Motivs in unmittelbarer Nihe
zueinander (ca. 1.5nm).”) Wenn das 5-Ende der DNA-
Struktur an eine Oberfliche gebunden ist, bringt dies den
Farbstoff am 3’-Ende daher in die Nidhe des Substrats.

Als Substrat wurde ein Glas-Chip mit einer sehr diinnen
Goldschicht verwendet. Zur Herstellung des Substrats wurde
zunichst eine diinne Schicht Gold auf ein gesdubertes Glas-
plattchen gedampft und dann durch Ar-Ionen-Sputtern fast
vollstiandig entfernt (experimentelle Details in den Hinter-
grundinformationen). Das Substrat ist dann fast vollkommen
durchsichtig, wobei aber eine kovalente Bindung der DNA-
Striange an das verbleibende Gold auf der Oberfldache moglich
ist (Hintergrundinformationen). Die modifizierten Glas-
Chips wurden auf einem Epifluoreszenzmikroskop montiert
und abwechselnd mit Phosphatpuffer von pH5 und pH 8

gespiilt. Gleichzeitig wurde die Fluoreszenz aufge- 1.04

nommen. Mit dem Schalten der DNA-Stringe
zwischen einer Zufallsstruktur bei hohen pH-
Werten und dem i-Motiv bei niedrigen pH-Werten
geht eine starke Anderung der Fluoreszenzintensi-
tit einher (Abbildung 1c,d). Diese deutlichen An- 1/
derungen der Intensitit wurden nur an Stellen auf

dem Substrat beobachtet, an denen der i-Motiv-
Strang angebracht war. An Stellen, die mit einem
Kontrollstrang einer zufilligen Sequenz modifiziert
waren, war nur eine geringe Anderung der Inten-

sitédt festzustellen.

Fir Fluoreszenzspektroskopie und Energie- PH
transfermessungen wurde ein modifiziertes Fluo-
reszenzspektrometer verwendet, das auch die Cha-
rakterisierung der Probe im laufenden Oszillator-
experiment ermdglichte. Der Aufbau ist schema-
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Abbildung 2. Aufbau der Messanordnung: Das aus einem Fluores-
zenzspektrometer kommende Anregungslicht wird durch ein Objektiv
mit groflem Arbeitsabstand auf die Probe fokussiert. Das emittierte
Licht wird durch dasselbe Objektiv gesammelt und tber einen Strahl-
teiler wieder in das Spektrometer gelenkt. Das Probeplittchen ist in
der Innenseite eines Durchflussreaktors befestigt. Dieser besteht aus
einer groflvolumigen Fluoreszenzkiivette (V=25 mL) sowie zwei Ein-
ldssen und einem Auslass fur die Reagentien. Der pH-Wert wird mit
einem konventionellen pH-Meter aufgezeichnet.

Abbildung 3 zeigt die von oberflichengebundenen DNA-
Schaltern stammende Fluoreszenzintensitdt zusammen mit
dem zugehorigen, oszillierenden pH-Wert. Die starken Os-
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Abbildung 3. Linke Seite: Im CSTR-Aufbau kann eine grofle Zahl regelmiRiger

tisch in Abbildung 2 gezeigt. Fluoreszenzspektren
der oberflichengebundenen i-Motiv-DNA bei
niedrigen und hohen pH-Werten sind Abbildung 1b
dargestellt.

Zur Erzeugung regelmiBiger pH-Oszillationen
wurden zwei unterschiedliche Losungen mit einer
Pumpgeschwindigkeit von 150 pLmin~' in eine
Kiivette gepumpt, die zu Beginn mit 20 mL H,O
gefiillt war. Eine Losung enthielt 19 mM NalO;,
wihrend die andere 30 mm Na,SO;, 21 mm Na,S,0;
und 5mMm H,SO, enthielt. Eine zweite Pumpe
pumpte das entstehende iiberschiissige Volumen
mit 300 uL min~" ab. Ublicherweise begann der pH-
Wert nach etwa vier Stunden zwischen pH 6.3 und
pH 5.5 mit einer Periode von 20 min zu oszillieren.
Die Oszillationen lieBen erst nach, nachdem die
Reservoirs der beiden zugefiihrten Losungen er-
schopft waren (typischerweise 24 h).
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pH-Oszillationen erzeugt werden (unten, schwarze Kurve). Die gleichzeitig aufge-
nommene, von dem immobilisierten i-Motiv stammende Fluoreszenz folgt den
pH-Oszillationen (oben, schwarze Kurve). Die simulierten pH-Werte (unten, graue
Kurve) stimmen gut mit den gemessenen Werten liberein. Die Abweichung bei
den tiefen pH-Zacken ist auf das langsame Ansprechen des pH-Meters zuriickzu-
fiihren. Die simulierte Fluoreszenzkurve im oberen Graph (grau) ist mit den
Daten eines Titrationsexperiments (Hintergrundinformationen) errechnet worden.
Einschub: In einem Experiment mit hoherer Zeitauflésung wird deutlich, dass an
den Positionen der tiefen pH-Zacken die Fluoreszenz, wie aus der Simulation er-
wartet, auf 20% ihres Maximalwertes abfillt. Rechte Seite: Gemessene (unten,
schwarze Kurve) und simulierte pH-Oszillationen (unten, graue Kurve) und zuge-
horige Fluoreszenzintensitit (oben, schwarze Kurve: experimentelle Daten, graue
Kurve: errechnete Werte) der Kontrollstrange. Die Fluoreszenzintensitit ist fir den
i-Motiv-Strang und den Kontrollstrang auf den Maximalwert bei pH 7.4 normiert.
Unter den Oszillationsbedingungen ist das i-Motiv stindig zumindest teilweise
ausgebildet, was zu einem insgesamt leicht reduzierten Fluoreszenzsignal fiihrt.
Das Fluoreszenzverhalten der beiden Stringe ist in v6lliger Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen aus den Titrationsexperimenten (Hintergrundinformationen).
Das zeigt, dass die DNA-Stringe sich im Durchflussreaktor genauso verhalten wie
unter normalen Pufferbedingungen. Das Fluoreszenzverhalten des DNA-Schalters
ist mit dem Ubergang zum i-Motiv konsistent, wihrend der Kontrollstrang dieses
Verhalten nicht zeigt.
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zillationen der Fluoreszenz in Ubereinstimmung mit dem pH-
Wert weisen darauf hin, dass die Konformationsédnderung
durch die chemische Oszillation erzwungen wird. Um zu
tiberpriifen, ob die Oszillationen der Fluoreszenzintensitét
tatsichlich durch den Ubergang der DNA-Struktur zum i-
Motiv und wieder zuriick hervorgerufen werden, fithrten wir
eine Reihe von Kontrollexperimenten durch. Ein einfaches
Titrationsexperiment belegt, dass die immobilisierten DNA-
Schalter wie erwartet ihre Konformation dndern, sobald der
pH-Wert unter etwa 6.5 fillt (Hintergrundinformationen).
Dasselbe Verhalten lisst sich erkennen, wenn man die wih-
rend der pH-Oszillationen im Durchflussreaktor gemessenen
Fluoreszenzintensitdten iiber dem pH-Wert auftragt (Hin-
tergrundinformationen). Ein immobilisierter Kontrollstrang
reagiert demgegeniiber deutlich schwécher auf den pH-Wert
und zeigt insbesondere keinen Ubergang bei pH 6. Entspre-
chend ist auch unter dem Einfluss des Oszillators eine andere
Fluoreszenzabhingigkeit zu sehen (Abbildung 3). Die Fluo-
reszenz des Kontrollstranges fallt nur auf ungeféhr 50 % ihres
Maximalwertes, wihrend sie beim DNA-Schalter auf unter
20 % sinkt. Beide Fluoreszenzkurven sind mit denen aus den
einfachen Titrationsexperimenten vollig konsistent. Dies
weist darauf hin, dass die immobilisierten DNA-Molekiile
unter Einfluss des Oszillators dieselben Konformationsén-
derungen wie unter Titrationsbedingungen durchlaufen.
Unter pH4 spiegelt die Fluoreszenzintensitdt vermutlich
auch andere Einfliisse als die der reinen Konformationsin-
derungen wider (Hintergrundinformationen).

In Abbildung 3 sind auch simulierte pH-Oszillationen
dargestellt, die auf einem von Rabai und Beck entwickelten
Modell beruhen.'"”! Uber pH 5.5 stimmen die experimentellen
Daten mit denen des Modells gut iiberein. Das Modell sagt
aber auch kurze Ausfliige zu niedrigeren pH-Werten von
ungefihr 3 voraus. Diese Werte werden im Experiment in der
Tat erreicht, nur kénnen sie wegen ihrer kurzen Dauer (¢,
~?2 s) von unserem pH-Meter, dessen Ansprechzeit etwa 30 s
betrégt, nicht aufgelost werden. Aus diesem Grund kontrol-
lierten wir das Verhalten des Oszillators mit dem pH-ab-
héngigen Farbstoff Methylorange, dessen Farbe unterhalb
pH 4.4 von gelb zu rosa wechselt.'” Tatsichlich kann dieser
Farbumschlag fiir Bruchteile einer Sekunde an den durch das
Modell vorhergesagten Positionen beobachtet werden. Zum
Vergleich enthalten die oberen Graphen von Abbildung 3
Intensitdtskurven, die aus den simulierten pH-Werten und
den Titrationskurven des Schalterstranges und des Kontroll-
stranges berechnet wurden. Die experimentellen Intensitidten
stimmen gut mit den simulierten Werten iiberein, nur dass die
experimentellen Kurven wieder nicht den tiefen Intensitéts-
zacken folgen. Das lisst sich folgendermafen erkldren: Um
ein Ausbleichen der Farbstoffe wiahrend der langen Messun-
gen zu vermeiden, wurde nur eine begrenzte Zahl Daten-
punkte aufgenommen, die zu weit auseinander liegen, um die
kurzen Intensitdtsminima aufzulosen. Der Einschub in Ab-
bildung 3 zeigt eine Fluoreszenzkurve, die bei einer hoheren
Zeitauflosung aufgenommen wurde. Diese Werte stimmen
sehr gut mit den vorhergesagten Werten iiberein, was wie-
derum darauf hinweist, dass die Ansprechzeit der immobili-
sierten DNA-Schalter in der Gro3enordnung einer Sekunde
liegt.
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Dass die oberflichengebundenen DNA-Strénge tatsich-
lich die Form des i-Motivs annehmen, kann weiter durch
temperaturabhingige Messungen bestitigt werden: Fiir im-
mobilisierte  DNA-Schalter erkennt man einen scharfen
Schmelziibergang, wohingegen der Kontrollstrang keinen
derartigen Ubergang zeigt (Abbildung 4). Dieses Ergebnis
stimmt mit fritheren Circulardichroismus-Messungen iiber-
ein.!
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Abbildung 4. Fluoreszenzintensititen des i-Motivs und des Kontroll-
stranges wihrend eines Schmelzkurvenexperiments bei pH 5.8 und
Vergleich immobilisierter und geléster DNA-Schalter. Oben: Das ober-
flichengebundene i-Motiv entfaltet bei 37°C, wihrend der oberflichen-
gebundene Kontrollstrang keine Fluoreszenzinderung zeigt. Unten:
Fiir das Experiment in Lésung wurde der i-Motiv-Strang mit einem
Farbstoff an einem Ende und einem Fluoreszenzléscher am anderen
Ende modifiziert.”! Dieser Strang zeigt im Wesentlichen das gleiche
Verhalten und entfaltet bei einer etwas héheren Temperatur als der im-
mobilisierte Strang. Ein Kontrollstrang zeigt in Lésung nur eine gerin-
ge Temperaturabhingigkeit.

Eine auf einem Glas-Chip immobilisierte DNA-basierte
molekulare Struktur konnte durch chemische Oszillationen
zwischen zwei Konformationen hin- und hergeschaltet
werden. Diese in einem Durchflussreaktor erzeugten Oszil-
lationen sind sehr regelmidfig und koénnen im Prinzip un-
endlich lange aufrechterhalten werden. Zur experimentellen
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Realisierung dieses molekularen Schalters wurde die DNA-
Struktur auf einer sehr diinnen Goldschicht immobilisiert und
konnte so in einem Durchflussreaktor mit einem Epifluo-
reszenzaufbau charakterisiert werden. Dieses System ist das
erste Beispiel eines autonom getriebenen, oberflichenge-
bundenen DNA-Schalters. In einer aktuellen Studie von Shu
et al.®! wurde gezeigt, dass eine auf dem i-Motiv beruhende
immobilisierte DNA-Struktur unter Verbrauch von H*-Ionen
zyklisch Kraft erzeugen und somit auch als periodisch arbei-
tender Motor angesehen werden kann. Solche und &dhnliche
Systeme konnten daher Anwendung als Aktuatoren oder
Sensoren in hybriden Nanostrukturen finden. Unter dem
Einfluss von chemischen Reaktionswellen konnten oberfld-
chengebundene DNA-Schalter sogar Raum-Zeit-Muster und
Oszillationen zeigen.
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