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Abstract: Die Methoden der DNA-Nanotechnologie gehdren
heutzutage zu den am weitesten fortgeschrittenen Verfahren
zur raumlich und zeitlich kontrollierten Manipulation chemi-
scher Systeme im Nanometerbereich. In der vorliegenden
Arbeit konnten wir durch eine Kombination von DNA-Ori-
gami-Strukturen, welche rdumlich definiert adressiert werden
konnen, mit schaltbaren und dabei mechanische Bewegung
auslosenden DNA-Motiven neuartige dynamisch rekonfigu-
rierbare DNA-Nanokapselsysteme erzeugen. Die Dynamik
des Systems wurde dabei durch eine reversible Streckung bzw.
Kontraktion der zentralen Kavitit in der DNA-Nanostruktur
erzeugt und konnte mittels eines distanzabhingigen Energie-
transfers zwischen zwei in der Struktur integrierten Fluoro-
phoren iiber FRET-Einzelmolekiilanalysen gemessen werden.
Interessanterweise zeigten diese Messungen, dass die Kinetik
der einzelnen Umlagerungsprozesse stark von den verwende-
ten Strukturmotiven und/oder Aktuatorsequenzen abhingig
war, wodurch eine besondere Eignung von FRET-Einzelmo-
lekiilanalysen zur Optimierung der Dynamikeigenschaften
grofier DNA-Nanostrukturen unterstrichen wird. Dabei glau-
ben wir, dass die hier gezeigten DNA-Nanosysteme in der
Zukunft als Modellstrukturen fiir artifizielle, biomimetische
Kompartimente oder Transportsysteme dienen konnten.

DNA—Origami stellt zurzeit eine der leistungsstdrksten
Methoden zur Kontrolle der rdumlicher Organisation che-
mischer Systeme im Nanometerbereich dar.l'! Bei diesem
Bottom-up-Verfahren wird ein langer DNA-Scaffold mithilfe
von vielen komplementdren, am Computer entworfenen
kurzkettigen ,,Staple“-Oligonukleotiden in die gewiinschte
Form ,,gefaltet”. Da die Sequenz aller eingesetzten Staple-
Oligonukleotide eindeutig definiert und ihre Bindeposition

an den Scaffold exakt berechnet werden kann, bicten DNA-
Origamis die aulergewohnliche Moglichkeit, eine ca. zehn-
tausend Quadratnanometer umfassende Oberfldchenstruktur
mit Sub-Nanometerprizision zu adressieren. Diese Prizision
ermoglicht somit neuartige Nanotechnologie-Anwendungen,
die vorher nahezu undenkbar waren.”) Zur Analyse solcher
DNA-Nanostrukturen werden zurzeit hdufig moderne Ein-
zelmolekiildetektionsverfahren, im Besonderen fluoreszenz-
basierte Untersuchungen, verwendet, da diese Messungen
unter zerstorungsfreien Bedingungen mit hohen Zeitauflo-
sungen im Millisekunden-Bereich moglich sind.”!

Trotz vieler Fortschritte auf dem Gebiet der Nanotech-
nologie werden die meisten DNA-Nanostrukturen bisher
hauptsichlich als statische Plattformen fiir die Untersuchung
und Manipulation von molekularen Vorgingen eingesetzt.!
Insbesondere aus Naturbeobachtungen ist jedoch bekannt,
dass eine prézise Kontrolle von zelluldaren Prozessen meist
mittels dynamischer Strukturen erreicht wird. Solche Systeme
zeichnen sich durch die Figenschaft der reversiblen Rekon-
figuration aus, wodurch diese z.B. auf wechselnde Umwelt-
einfliisse reagieren konnen. Bekannte Beispiele hierfiir sind
biologische Kompartimentsysteme wie Proteintransport-
kammern,” virale Kapside,® Lipidvesikel” oder auch bak-
terielle Mikrokompartimente.® Inspiriert durch diese natiir-
lich vorkommenden Systeme wurden daher bereits polyedri-
sche DNA-Nanokammern zur Enkapsulierung oder als
Transportsystem von molekularen ,,Frachten® entwickelt;™
in einigen Fillen verfiigten diese auch iiber die Fiahigkeit der
reversiblen Konfiguration.'” Diesen Konstrukten fehlte
jedoch eine der grundlegenden Eigenschaften der DNA-
Origami-Systeme, wie z.B. strukturelle Diversitit oder
anisotrope Adressierbarkeit. Eine Implementierung dyna-

[*] Dr. B. Sacca,"! A. Sprengel, E. C. Schénewei
Center for Nanointegration Duisburg-Essen (CENIDE) und Zen-
trum fiir Medizinische Biotechnologie (ZMB), Fakultat fiir Biologie,
Universitit Duisburg-Essen
UniversititsstrafRe 2, 45117 Essen (Deutschland)
E-Mail: barbara.sacca@uni-due.de
Dr. Y. Ishitsuka,! Prof. G. U. Nienhaus
Institut fiir Angewandte Physik
Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT)
Wolfgang-Gaede-Strafle 1, 76131 Karlsruhe (Deutschland)
E-Mail: uli.nienhaus @kit.edu
Dr. R. Meyer, Prof. C. M. Niemeyer
Institut fiir Biologische Grenzflichen 1 (IBG 1)
Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT)
Hermann-von-Helmholtz-Platz 1, 76344 Eggenstein-Leopoldshafen
(Deutschland)
E-Mail: niemeyer@kit.edu

Wiley Online Library

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Prof. C. M. Niemeyer

Institut fiir Toxicologie und Genetik (ITG)

Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT)
Hermann-von-Helmholtz-Platz 1, 76344 Eggenstein-Leopoldshafen
(Deutschland)

Prof. G. U. Nienhaus
Department of Physics, University of Illinois at Urbana-Champaign
Urbana, IL 61801 (USA)

Diese Autoren haben zu gleichen Teilen zu der Arbeit beigetragen.

Diese Arbeit wurde von der Mercator-Stiftung (Pr. 2011-0004, B.S.),
der DFG im Rahmen des SFB 1093 (Pr. A6, B.S.) und der Projekte
Ni291/9-1 (G.U.N.) und Ni399/10-2 (C.M.N.) und dem KIT im
Rahmen des Helmholtz-STN-Programms (G.U.N.) unterstiitzt. Wir
danken Kathrin Jeske fiir die experimentelle Unterstiitzung bei den
AFM-Imaging-Messungen.

[+

[

(M) Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201408941 zu finden.

Angew. Chem. 2015, 127, 36623667


http://dx.doi.org/10.1002/ange.201408941

mischer Elemente innerhalb Origami-basierter ,

Angéwandte

Kompartimentsysteme wiirde also neue Mdoglich-
keiten in der DNA-Nanotechnologie schaffen. Bis
heute wurde dieser Ansatz jedoch nur teilweise
realisiert, da eine strukturelle Rekonfiguration von
Origami-Systemen meist in einer irreversiblen
Transformation zwischen topologisch verschiede-
nen Formen resultierte™! oder eine auftretende
Konformationsdnderung in der DNA-Struktur
ohne Konsequenzen fiir eine molekulare ,,Fracht*
blieb.'”) Deshalb stellt die Entwicklung eines bio-
logisch inspirierten DNA-Kompartimentsystems,
welches sowohl eine raumlich exakte Adressierung P
als auch eine reversible Dynamik der Beladung mit
einer molekularen ,,Fracht“ ermoglicht, eine an-
spruchsvolle Herausforderung dar.

Hier beschreiben wir die Entwicklung eines
reversibel rekonfigurierbaren, quasi-planaren
DNA-Origami-Nanosystems, welches durch kon-
trollierte Streckung und/oder Kontraktion schalt-
barer Elemente innerhalb der Struktur gesteuert
wird. Die durch das Schalten ausgeloste Kon-
formationsédnderung bewirkt eine Verdnderung der
GroBe der zentralen Kavitdt im Origami-Kon-
strukt, wodurch der Abstand zwischen zwei mole-
kularen ,Frachten“ in der Struktur kontrolliert
verdndert wird. Als molekulare ,,Frachten* wurden
hierzu zwei internalisierte Fluorophore verwendet,
deren iiber eine Konformationsédnderung ausge-
loste rdumliche Bewegung mithilfe von FRET-
Einzelmolekiilmessungen erfasst werden konnte.
Dabei zeigte sich, dass die Kinetik des Prozesses
stark von den eingesetzten Schaltmotiven und/oder
Aktuatorsequenzen abhingig war.

Das Origami-Nanosystem wurde aus einer
einzelstrangigen DNA des Virus M13mpl8 er-
zeugt, welche in eine rechteckige Geometrie mit
90 nm Léange x 65 nm Breite und einer inneren Kavitidt von
ca. 20 nm x 20 nm gefaltet wurde (Abbildung 1). Wie in den
meisten planaren DNA-Origami-Konstrukten resultieren
die zirkuldren Faltungsmuster des Scaffolds in einer
zweiteiligen Struktur, welche mittels speziell entworfener
Staple-Sequenzen iiber eine gemeinsame Naht (,,Seam*)
miteinander verbunden werden. In der vorliegenden Arbeit
wurden nun die Seam-Sequenzen so konzipiert, dass diese
intern eine 15 bp (Basenpaare) lange Hairpin-Region, be-
stehend aus einem 5 bp langen Stamm (C;G;) und einem
Ts-Loop enthielten (Abbildung S1 in den Hintergrund-
informationen). Eine Hybridisierung der Hairpin-Sequenzen
der Seam-Region mit einem komplementdren DNA-Strang
(hier bezeichnet als ,,Fuel“) fiihrt somit zur Ausbildung
einer stabileren, 15 bp langen, doppelstriangigen helikalen
Doméne. Die Konformationsinderung der kompakten
Hairpin-Struktur (geschlossener Zustand) zu einer ausge-
dehnten Doppelhelix (offener Zustand) induziert somit eine
lineare Streckung der Struktur um ca. 5 nm entlang der he-
likalen Achse des Origami-Systems, wodurch sich zeitgleich
die zentrale Kavitdt der Nanostruktur vergroBert (Abbil-
dung 1).
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Abbildung 1. Schaltbare DNA-Origami-Systeme: a) Tweezer (Pinzetten) und b) Plug
(Stecker). Die beiden Hilften der Konstrukte werden iiber Hairpin-Motive am Seam
(Nahtregion) und lber eine lange, ungefaltene Region des Scaffolds an den Enden
der Struktur miteinander verbunden. Die An- oder Abwesenheit eines ungepaarten
Segments des Scaffolds an der Oberseite der Origami-Struktur definiert die ent-
sprechende Betriebsweise des Konstruktes als Tweezer (a) oder als Plug (b). Die
DNA-induzierte Konformationsinderung der Hairpin-Motive in eine Doppelhelix
wird durch die Zugabe komplementirer Fuel-Sequenzen (orange) induziert. Dies
fiihrt zu einer 5 nm langen Vergréerung der zentralen Kavitit (in Bezug zur helika-
len Achse des Systems) (offener Zustand). Das Zuriickschalten zum geschlossenen
Urzustand wird durch Zugabe einer Hilfssequenz, gefolgt von der Zugabe einer
vollstindig komplementiren Antifuel-Sequenz mit héherer Affinitdt (griin) erreicht.
Die reversible Umschaltung der Konformation fiihrt so zur Bildung von doppel-
stringigen ,Abfallprodukten® am Ende jedes Zyklus.

Die vorliegende Studie beschreibt das Design von zwei
verschiedenen Nanosystemen, deren Funktionsweisen — trotz
eines analogen DNA-Hybridisierungs-basierten Fuel-Me-
chanismus — einer Tweezer(Pinzetten)- (a) oder einer Plug-
(Stecker)-Bewegung (b) dhneln. Der Unterschied in der Be-
triebsweise der zwei Strukturen wird durch die Abwesenheit
(im Falle des Tweezers) oder der Anwesenheit (im Falle des
Plugs) einer ungepaarten Region des DNA-Scaffolds an der
oberen Seite der Origami-Struktur bewirkt. Beim Tweezer
bewirkt eine durchgehende Hybridisierung des Scaffolds mit
den Staple-Sequenzen in der ersten helikalen Doméne des
Origamis, dass die oberen beiden Hilften des Konstrukts
miteinander verbunden bleiben. Die verbleibenden 281 un-
gepaarten Nukleotide des Scaffolds, die an der unteren Hilfte
des Seams lokalisiert sind (magentafarbende Region in Ab-
bildung 1a), erlauben demgegeniiber eine auseinanderstre-
bende Bewegung der unteren Hilften nach Zugabe der
DNA-Fuels. Dagegen beinhaltet das Plug-System zwei un-
gepaarte Regionen, die beide an den Enden der Seam-Region
der Struktur lokalisiert sind. Diese Anordnung verleiht den
zwei Hilften des DNA-Konstrukts einen hoheren Bewe-
gungsfreiheitsgrad (140 Basen am oberen bzw. 141 Basen am
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unteren Ende der Struktur; Abbildung 1b). Eine reversible
Verinderung des Systems lisst sich daher durch das Offnen
der internen Hairpin-Sequenzen durch Zugabe von be-
stimmten Fuel-Sequenzen (orange in Abbildung 1) bzw. das
SchlieBen durch Zugabe von vollstindig komplementédren
Antifuel-Sequenzen (griin) erreichen. Dabei zeigte sich im
Experiment, dass die hierbei durchlaufenen Konformations-
anderungen innerhalb einiger konsekutiver Zyklen vollstdn-
dig reversibel sind (Abbildung 2 sowie Abbildungen S2 bis
S4).

Tweezer Plug
+ - + | Antifuel
+ + + + Fuel FAM
G (@] G G (6] G | Zustand

Tweezer

FuelFAM

H B
il G
Antifuel

AnschlieBende Rasterkraftmikroskopie(AFM)-Analysen
der Strukturen zeigten eine nahezu quantitative Ausbeute der
Tweezer- (Abbildung 3a) bzw. Plug-DNA-Strukturen (Ab-
bildung 3d). Bei einer genaueren Betrachtung der Bilder
konnten des Weiteren doppelhelikale Bereiche identifiziert
werden, welche durch die Zugabe der Fuel-Sequenzen ent-
lang der zentralen Seam-Region entstanden sind (Abbil-
dung 3b.e).

Dabei belegten in Ubereinstimmung mit theoretischen
Studien die statistischen Analysen der hochauflosenden
AFM-Bilder eine Verldngerung
der offenen Strukturen um ca.
5nm (Abbildung S5). Zur besse-
ren Visualisierung der Anwesen-
heit der Hybridisierungs-Fuel-Se-
quenzen innerhalb der Origami-
Strukturen wurden Biotin-mar-
kierte Fuel-Sequenzen und Strep-
tavidin (STV) als topographische
Marker verwendet. Wie erwartet
befanden sich die STV-Molekiile,
sichtbar als helle Punkte, in der

zentralen Seam-Region (Abbil-

Plug dung 3c,f). Das Verschwinden der
FuelFAM ! STV-Marker nach Hinzufiigen der
a

aus | an | aus | aus | an | aus | FAM Signal

geschlossen (G)

Abbildung 2. Funktionale Charakterisierung durch Gelelektrophorese der Tweezer- und der Plug-Kon-
strukte mittels Fluoreszenz-markierter Fuel-Sequenzen. Der geschlossene (G) sowie der offene (O) Zu-
stand des Tweezer- (Reihe 1-3) und des Plug-Konstrukts (Reihe 4-6) migrieren als einheitliche und
klar definierte Produkte. Dabei zeigen die einzelnen Konstrukte nur marginale Unterschiede in den
Migrationsraten (oberes Gel). Die Fluorescein-Markierung der Fuel-Sequenz (Fuel™", orange), die das
Offnen des Systems erlaubt, erméglichte eine Charakterisierung der geéffneten Struktur mittels eines
messbaren Fluoreszenzsignals (unteres Gel). Die optische ,Aus“-Schaltung wurde durch Zugabe einer
passenden Hilfssequenz, gefolgt von der Zugabe einer vollstindig komplementiren Antifuel-Sequenz
(griin) erreicht. Gelparameter: 0.75% Agarose in 1x TBEMg, 80V, 3 h, 4°C; Detektion tber eine Fluo-
reszenzmessung (Fluorescein-Filtereinstellungen) und UV- Bestrahlung vor und nach Ethidiumbromid-

Farbung.

Die so entworfenen Origami-Systeme wurden mittels
Gelelektrophorese, Rasterkraftmikroskopie (AFM) und
FRET-Einzelmolekiilanalyse untersucht. Die Gelelektro-
phorese-Untersuchungen belegten dabei, dass sowohl ge-
schlossene (G) als auch offene (O) Konstrukte als einheitliche
und klar definierte Banden im Gel wandern und die beiden
Systeme nur minimale Unterschiede in ihrer elektrophoreti-
schen Mobilitit aufweisen (Abbildung 2, oberes Gel). Durch
die Verwendung fluoreszenzmarkierter Fuel-Sequenzen
konnte des Weiteren der geoffnete bzw. geschlossene Zustand
des Systems durch die Anwesenheit bzw. Abwesenheit fluo-
reszierender Gelbanden eindeutig charakterisiert werden
(Abbildung 2, unteres Gel). Dabei konnte die reversible
Konfigurationsanderung fiir beide Systeme, d. h. das Tweezer-
sowie das Plug-System, in bis zu drei konsekutiven Zyklen
ohne einen ersichtlichen Abfall der Zykleneffizienz der
Konstrukte gezeigt werden (Abbildung S2).
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Antifuel-Sequenzen bewies dabei
die reversible Schaltbarkeit der

— N Struktur (Abbildungen S3 und
S4). Die AFM-Analyse zeigte des
offen (O) Weiteren, dass die Ausbeuten des

offenen und des geschlossenen
Zustands bei beiden Systemen
nach den verschiedenen Schalt-
prozessen und bei unterschiedli-
chen Fuel/Antifuel-Sequenzen bei
anndhernd 100% liegen (Abbil-
dungen S3 und S4).

AnschlieBend wurde FRET-
Einzelmolekiilspektroskopie ver-
wendet, um die Funktionsweise
des Plugs besser aufzultsen.
Hierzu wurde eine 64 bp lange
Duplexsequenz, welche iiber eine zentrale Hairpin-Struktur
mit gleicher Sequenz wie die Hairpin-Sequenzen der Seam-
Region verfiigt und durch ein Cy3-Cy5-Paar flankiert wurde,
in die innere Kavitidt des Plug-Nanosystems integriert (Ab-
bildung 4a und Abbildung S6 fiir Details zum Design). Die
Léange der Duplexbriicke wurde dabei so gewihlt, dass sie
exakt mit der Distanz zwischen den zwei gegeniiberliegenden
inneren Seiten der Kammer iibereinstimmte, um die statische
Belastung der Struktur moglichst gering zu halten. Diese
Anordnung sollte dazu fithren, dass die mechanische Antwort
des Systems auf die Zugabe der Fuel-Sequenzen auch bei
Anwesenheit der Briicke unbeeinflusst bleibt und die innere
Fluorophor-markierte Loopstruktur als Reporter fiir die
translationale Bewegung des gesamtes Systems verwendet
werden kann. Die FRET-Einzelmolekiilanalysen wurden mit
Proben durchgefiihrt, welche durch Avidin-Biotin-Interak-
tionen auf Polyethylenglykol-beschichteten Glasplédttchen

Angew. Chem. 2015, 127, 36623667
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Abbildung 3. Rasterkraftmikroskopie(AFM)-Charakterisierung der Tweezer- (a—c) und der Plug-Struktur (d—f). Dabei sind die ungepaarten Regio-
nen des DNA-Scaffolds auf einer oder auf beiden Seiten der geschlossenen Strukturen (weie Pfeile in a und d) gut erkennbar. Die Zugabe der
Fuel-Sequenzen zum urspriinglich geschlossenen Zustand (a fiir das Tweezer- und d fiir das Plug-System) |st ein Offnen der Struktur (b bzw. e)
aus. Die Verwendung von Biotin-modifizierten Fuel-Sequenzen, gefolgt von der direkten Zugabe des Proteins Streptavidin auf die Proben-tragende
Glimmeroberfliche belegt dabei die erfolgreiche Hybridisierung der Fuel-Sequenzen an die Hairpin-Motive innerhalb der Seam-Region. Das Auf-
treten hellerer Stellen (Streptavidin-Bindung), welche hauptsichlich an einer (c) oder zwei (f) Seiten in der inneren Kavitit auftritt, belegt die
Zuginglichkeit der Seam-Sequenzen und die damit verbundenen Tweezer- bzw. Plug-Eigenschaften beider Strukturen. Zur Verdeutlichung ist zu-
sitzlich noch ein Schema der bevorzugten Konformation an der Seam-Region durch einen Loop fiir eine geschlossene (G) bzw. ein Paar paralleler
Segmente fiir eine offene (O) Konformation dargestellt. Eine Bindung von Streptavidin an die Biotin-markierten Fuel-Sequenzen wird durch einen
grauen Kreis gekennzeichnet. Details iiber die topographischen Eigenschaften der Strukturen werden in der VergréfRerung deutlich. Der Maf3stabs-

balken hat eine Linge von 100 nm.

immobilisiert wurden. Hierzu wurden Biotin-Einheiten in die
linke Seite der Origami-Strukturen eingebracht, sodass eine
translationale Bewegung entlang der X-Achse des Origami
nicht beeintrichtigt wird (Abbildung 4a). Die Experimente
wurden insgesamt an vier Plug-Systemen durchgefiihrt (Ab-
bildung 4b, Abbildungen S7-S9): Neben dem urspriinglichen
Konstrukt (I, Abbildung 4b) wurden dabei drei weitere
Konstrukte verwendet, um den Effekt der Loop-Léange (II,
Abbildung S7) und der unterschiedlichen Fuel-Sequenzen
(IIT und IV, Abbildung S8 und S9) auf die Kinetik des Off-
nungs-/Schlie3-Prozesses zu untersuchen.

Fiir alle analysierten Systeme belegte eine Auswertung
der FRET-Populationsverteilung, welche nach ausgewihlten
Zeitintervallen bestimmt wurde, eine homogene Antwort der
Nanostruktur. Dies bedeutet, dass fast alle Strukturen dazu in
der Lage waren, sich schnell strukturell zu rekonfigurieren,
was z.B. durch den groBen und relativ schmalen Peak bei
jedem Messpunkt verdeutlicht wird (Abbildung 4b und Ab-
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bildung S7-S9). Dariiber hinaus belegte diese Analyse, dass
der Ubergang vom geschlossenen zum offenen Zustand
vollstédndig unter einer ca. 60 % -igen Verdanderung der FRET-
Effizienz ablief, entsprechend einem Ausgangswert von
0.67 £ 0.07 (geschlossen; Abbildung 4b, linke Teilabbildung)
und einem Endwert von 0.12+0.10 (offen; Abbildung 4b,
mittlere Teilabbildung und Abbildungen S7a-S9a). Die damit
verbundene Distanzverschiebung des Donor-Akzeptor-Cy3-
Cy5-Fluorophorenpaares (Forster-Radius R, = 5.6 nm)¥! lag
bei ca. 4 nm (ca. 12 bp), was sehr gut mit der berechneten
translatalen Anderung wihrend der Loop-zu-Duplex-Umla-
gerung korreliert. Erfreulicherweise war bei allen analysier-
ten Konstrukten die Konformationsdnderung reversibel, wie
durch den hohen FRET-Effizienz-Peak von ca. 0.7 nach
Wiederherstellung des geschlossenen Stadiums durch Zugabe
der Antifuel-Sequenzen ersichtlich wurde (Abbildung4b,
rechtes Panel und Abbildungen S7b-S9b). Die volle Um-
kehrbarkeit des Prozesses konnte iiber drei konsekutive
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der Fuel- bzw. Antifuel-Sequenzen bei mittlerer

WC3 WCyS @ Steptavidin - Temperatur erreicht werden (Abbildung 4b). Eine
P . ey s . N .
"""""""" { Verringerung der Stabilitdt der Hairpin-Motive
! v g g p
— S e X . .. .
% i ] T— — durch eine Erhohung des AT- gegeniiber dem GC-
I %-5;;’3 Basenpaargehalt bewirkte dabei eine deutliche
Beschleunigung des Schaltprozesses. Unter diesen
b offen geschlossen offen geschlossen . offen geschlossen Bedingungen konnte eine volle Ausdehnung der
= 200 %00 Struktur bereits nach einer Stunde erreicht werden
g 100 200 (I, Abbildung S7). Zudem konnte eine Kon-
100 100 . . .

] ] formationsdnderung auch bei Raumtemperatur

0. 0 0. g p
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FRET-Effizienz FRET-Effizienz FRET-Effizienz unter Verwendung der Loop-Sequenz CsT5G; (wie
in I) erreicht werden, wenn die Fuel-Sequenz um
| Il 1l [\ eine leicht ldngere Stiitzsequenz (,toehold se-
Loop CiT:G;: C,T,G, C:TiGs C,T,G, quence®) verldngert wurde (III, Abbildung S8).
Fuel CsAsGs-CGCG C,A;G,-CGCG CsAsGs-AsCs C,A;G,-A,C, Die verldngerte Sequenz bewirkte dabei eine De-
Antifuel CGCG-C;T:C;s CGCG-C,T,G, GeTo CaT G5 G T:-CT:G; stabilisierung des Hairpin-Motivs und unterstiitzt
Top 12h 9 min 113 min 0.4 min somit die Loslosung in der Struktur interagieren-
. 5 i 578, o 541 i der Loops (Abbildung S14)."! Diese beiden De-

cl

Abbildung 4. FRET-Einzelmolekiil-Charakterisierung des Plug- Systems. Die transla-
tale Bewegung der Struktur entlang der X-Achse wird als eine Anderung des FRET-
Signals zwischen dem Donor(Cy3)- und Akzeptor(Cy5)-Fluorophorenpaar gemessen,
welche innerhalb der zentralen Kavitét positioniert sind (a). Die reprisentativen
FRET-Histogramme des geschlossenen (b, linke Teilabbildung), offenen (b, mittlere
Teilabbildung) und dem wieder geschlossenen Zustand (b, rechte Teilabbildung) des
DNA-Origamis (Konstrukt 1) belegen dabei eine homogene, mechanische Antwort
der Proben sowie die Vollstindigkeit und Reversibilitit des Prozesses. Vier verschie-
dene Plug-Konstrukte (bezeichnet als I, 11, Il und IV) mit identischer Markierungs-
position innerhalb der zentralen Kavitit der Kammer (wie in a) und mit verschiede-
nen Sequenzen in der Loopsequenz und/oder den Fuel/Antifuel-Sequenzen wurden
insgesamt untersucht (siehe Tabelle). Die dazugehérigen Geschwindigkeitskoeffizi-
und den SchlieRprozess (z.) wurden dabei aus den

enten fiir den Offnungs- (t,,)
kinetischen Analysen erhalten (Abbildungen S7-S9).

Zyklen fiir das Konstrukt IV (Abbildung S10) beobachtet
werden. Nur ca. 11% der offenen Systeme schalteten nicht
wieder in den geschlossenen Zustand. Dieser Befund lésst
sich z.B. durch eine sterische Unzuginglichkeit der ganzen
Fuel-Sequenzen oder der Teilbereiche, welche fiir die Anla-
gerungen der Antifuel-Sequenzen notwendig sind, erkldren.
Vergleichbare Ergebnisse wurden auch erhalten, wenn das
Fluorophorenpaar an leicht abweichende Positionen inner-
halb der inneren Briicke angebracht wurde oder bei Ersatz
der zentralen Briickensequenz durch eine willkiirliche DNA-
Sequenz (Abbildung S11), die nicht komplementér zur Fuel-
Sequenz ist (Abbildung S12). FRET-Populationsverteilungen
aus frei diffundierenden Origami-Konstrukten™! zeigten
auch vergleichbare Histogramme wie oberflichenimmobili-
sierte Proben (Abbildung S13). Diese Messungen liefern
somit deutliche Hinweise dafiir, dass die Verdnderung der
beobachteten FRET-Effizienz bei allen analysierten Syste-
men nicht nur von der lokalen Konformationsidnderung der
zentralen inneren Briicke verursacht wird, sondern durch eine
globale Strukturdnderung des gesamten DNA-Origami-Sys-
tems in Losung oder auf der Oberfldche bewirkt wird.
Interessanterweise zeigten zeitabhingige FRET-Unter-
suchungen jedoch, dass die Kinetik des Offnungs- bzw. des
SchlieBprozesses der vier analysierten Konstrukte stark von-
einander abwich. Das Offnen des Konstruktes I konnte erst
nach 12 h Inkubation bei Raumtemperatur nach Anlagerung
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signs konnten miteinander kombiniert werden
(Konstrukt IV, Abbildung S9), wodurch eine 23-
fache bzw. 283-fache Beschleunigung der Off-
nungsrate verglichen mit Konstrukt II bzw. III er-
reicht wurde. Der Prozess des erneuten Schlieens
der Struktur fithrte zu dhnlichen Ergebnissen, auch
wenn die Effekte insgesamt weniger deutlich
waren. Zusammengefasst demonstrieren diese
Ergebnisse deutlich, dass nur minimale Anderun-
gen im Design der Umschaltmotive und/oder der
Aktuatorsequenzen der Seam-Region grofien
Einfluss auf die freie Energiebarriere des Off-
nungs- bzw. SchlieBprozesses nehmen und somit
auch ihre Kinetik beeinflussen. Somit kann eine
Feineinstellung dieser Sequenzen eine interessante
Strategie zur Optimierung verdnderbarer Nanokammern
darstellen.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass ein zykli-
sches, paralleles Schalten an mehreren Sequenzstellstellen
eine prizise Bewegung grofer DNA-Origami-Strukturen er-
moglicht. Dieser Prozess kann nicht nur fiir eine kontrollierte
und reversible Schaltung eines Systems verwendet werden,
sondern kann auch auf eine molekulare ,,Fracht“ iibertragen
werden, wie in dieser Arbeit durch eine Verdnderung des
distanzabhidngigen Energietransfer zwischen zwei in die
Struktur eingebrachten Fluorophoren gezeigt werden konnte.
In noch vorldufigen Studien konnte des Weiteren gezeigt
werden, dass die zentrale Kavitit der Nanokammer indivi-
duell in ihrer Grofe und einer rdumlich definierten Anbrin-
gung von Liganden fiir Proteinbindungen angepasst werden
kann (Abbildung S15 und S16). Verglichen mit vorherge-
henden statischen Systemen bieten die rekonfigurierbaren
Konstrukte somit z.B. neue Optionen fiir die dynamische
Reorganisation von Proteinen.'®! Eine Erweiterung des ge-
zeigten Designprinzips auf 3D-Strukturen (Abbildung S17)
wiirde des Weiteren die Entwicklung komplexerer DNA-
Nanosysteme ermoglichen, die nicht nur iiber die charakte-
ristische molekulare Adressierbarkeit von DNA-Origamis,
sondern auch die angepassten dynamischen Eigenschaften
kleiner DNA-Motive verfiigen. Es wird erwartet, dass solche
Strukturen fiir die Konstruktion dynamischer DNA-Protein-

Angew. Chem. 2015, 127, 36623667


http://www.angewandte.de

Nanosysteme verwendet werden konnen, welche z. B. zur Si-
mulation und Erkundung komplexer biologischer Prozesse in
lebenden Systemen Einsatz finden konnten.
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Online veroffentlicht am 29. Januar 2015
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