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Die Kombination von DNA-Origami-Nanostrukturen und Polyme-
ren bietet neue Moglichkeiten fiir die Herstellung definierter Struktu-
ren im 100-nm-Bereich. Im Allgemeinen dient hierbei das DNA-
Origami als vielseitige Vorlage fiir die hochspezifische Anordnung von
Polymerketten. Polymer-DNA-Hybrid-Nanostrukturen konnen durch
Synthese des Polymers direkt auf der DNA-Matrix oder durch An-
kniipfung vorgeformter Polymere an das DNA-Geriist hergestellt
werden. Diese Konjugationen konnen kovalenter Natur sein oder auf
einer Basenpaarhybridisierung zwischen entsprechend modifizierten
Polymeren und DNA-Origami beruhen. Dariiber hinaus ermdoglicht
das negativ geladene DNA-Geriist die Wechselwirkung mit positiv
geladenen Polyelektrolyten unter Bildung stabiler Komplexe. Die
Kombination von Polymeren mit einstellbaren Eigenschaften und
DNA-Origami ermoglicht die Herstellung einer neuen Klasse von
Hybridmaterialien mit moglichen Anwendungen fiir den Energie-
transfer, Schaltkreise im Nanomafistab oder die Templat-gesteuerte

Synthese von Polymerstrukturen mit Nanomustern.

1. Einleitung

Die Herstellung von funktionellen Nanopartikeln und
definierten nanoskaligen Oberflichen wird intensiv in der
aktuellen Forschung untersucht. Neben der Synthese solcher
Materialien sind auch die Verbesserung der Herstellung von
kleineren und praziseren Geometrien sowie die Entwicklung
prizise adressierbarer Oberflichen von Interesse. Signifi-
kante Verbesserungen solcher Herstellungstechniken konn-
ten daher von groBem Nutzen sein, z. B. fiir die Verkleinerung
von Datenspeichern und optischer Vorrichtungen oder fiir die
Entwicklung neuer Arzneimittel.!'”

Die Herstellung solcher Nanostrukturen kann auf viele
verschiedene Arten und Weisen erfolgen, wobei zwei der
wichtigsten Methoden die Lithographie und Selbstorganisa-
tion sind. Die Lithographie als Top-down-Technik erméglicht
die Bearbeitung groflerer Objekte, was zu kleineren Geo-
metrien mit der gewiinschten Form fiihrt.*! Haufig sind je-
doch teure und komplizierte Versuchsaufbauten erforderlich,
wodurch die hergestellten Proben teuer und fiir die Herstel-
lung in groBem MaBstab nicht geeignet sind.”! Im Gegensatz
dazu beruht die Selbstorganisation als Bottom-up-Prozess auf
den Wechselwirkungen der verschiedenen Struktureinheiten,
auf die im Folgenden am Beispiel kleiner Molekiile einge-
gangen wird." Solche Einheiten konnen beispielsweise auf
Wasserstoffbriicken,® Van-der-Waals-Kriften,! hydropho-
ben und hydrophilen™® oder m-m-Wechselwirkungen beru-
hen."”! Durch die Selbstorganisationsprozesse synthetischer
Molekiile konnen somit verschiedene Strukturen gezielt
hergestellt werden, was diesen Prozess im Vergleich zur Li-
thographie zu einer kostengiinstigen und schnellen Alterna-
tive macht.""! Es konnen allerdings nicht alle Nanostrukturen
realisiert werden.

Ein prominentes Beispiel fiir einen vielseitigen Selbstor-
ganisationsprozess in der Natur ist die DNA-Doppelhelix-
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bildung, die auf Wasserstoffbriicken
zwischen komplementdren Basenpaa-
ren basiert. 1982 haben sich Seeman
und Mitarbeiter von solchen Prozessen
inspirieren lassen und realisierten die
Faltung von DNA zu Uberstruktu-
ren.'> ! Diese Idee wurde 2006 von
Rothemund weiter vertieft, indem die
so genannte DNA-Origami-Technolo-
gie eingefiihrt wurde, die zu einem
Durchbruch bei der Konstruktion von
DNA-basierten Objekten fiihrte.'"!
Hierbei wird eine lange, ringformige
Einzelstrang-DNA  (,,Gerlist-DNA*)
mithilfe einer Reihe kurzer ,,Klam-
merstriange” in eine bestimmte Form
gefaltet. Diese Klammerstriange hy-
bridisieren mit komplementéiren Se-
quenzen innerhalb der Geriist-DNA.
Die Verldngerung bestimmter Klam-
merstrange durch kurze Oligonukleo-
tide fiihrt dazu, dass einzelstringige
DNA-Ketten (ssDNA) iiber die Ori-
gami-Oberfldche herausragen und an-
schlieBend mit DNA-funktionalisierten Molekiilen hybridi-
siert werden konnen (Abbildung 1). Somit bietet das DNA-
Origami eine prézise adressierbare Oberflache und hat sich
dadurch als leistungsfihige Methode fiir die eindeutige Posi-
tionierung von z.B. Nanopartikeln auf vordefinierte Weise
erwiesen. !> "]

In diesem Kurzaufsatz befassen wir uns mit der Funk-
tionalisierung von DNA-Origami-Nanostrukturen mit syn-
thetischen Polymeren sowie Polymer-Oligonukleotid-Konju-
gaten, um einzigartige Hybrid-Nanostrukturen herzustellen,
die mit anderen Techniken nur sehr schwer zugénglich
sind. Im Gegensatz zu fritheren Beitrdgen wird das reine
Selbstorganisationsverhalten von Polymer-DNA-Konjugaten
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Abbildung 1. DNA-Origami-Strukturen werden durch die Zusammenla-
gerung einer Geriist-DNA mit komplementiren Klammerstringen und
verlangerten Klammerstrangen erzeugt. Die hervorstehenden DNA-
Strange kénnen mit komplementaren, funktionalisierten Oligonukleoti-
den und DNA-Polymer-Konjugaten hybridisiert werden.

jedoch nicht diskutiert werden.'*"®! Dariiber hinaus werden
verschiedenen Methoden zur gezielten Anbindung von Po-
lymeren an DNA-Nanostrukturen aufgezeigt. Zusitzlich
werden die Fortschritte sowie die Einschriankungen der
DNA-Origami-Funktionalisierung diskutiert und mit Litho-
graphie und traditionellen Selbstorganisationsmethoden
verglichen. Abschlieend zeigen wir, dass die Funktionali-
sierung von DNA-Origami eine leistungsfahige Methode

Nadine Hannewald studierte Chemie an der
Friedrich-Schiller-Universitit Jena und
schloss ihr Studium 2018 auf dem Gebiet
der organischen und makromolekularen
Chemie ab. Zurzeit arbeitet sie als Dokto-
randin in der Gruppe von Prof. Schubert,
wo sie sich mit der Synthese definierter Po-
lymerarchitekturen fiir die Bindung an
DNA-Origami beschiiftigt.

Pia Winterwerber studierte biomedizinische
Chemie an der Johannes Gutenberg-Univer-
sitit Mainz (Deutschland) und erhielt 2018
ihren Master-Abschluss. Wéihrend ihres Stu-
diums konzentrierte sie sich auf die Synthe-
 se von hyperverzweigten Sternpolymeren

. sowie amphiphilen Biomakromolekiilkonju-
. gaten. Als Doktorandin trat sie 2018 in die
Gruppe von Prof. Tanja Weil am Max-
Planck-Institut fiir Polymerforschung in
Mainz ein und arbeitet nun an der Entwick-
lung von DNA-Origami-Hybrid-Nanostruk-
turen.

www.angewandte.de

Kurzaufsdtze

© 2020 Die Autoren. Verdffentlicht von Wiley-VCH GmbH

An dte

Chemie

fiir die Herstellung von nanostrukturierten Polymeren sein
kann.

2. Polymere und DNA-Origami: Wie man beide
Themenbereiche verbinden kann

Die Kombination von Polymeren und DNA-Origami er-
moglicht die Zusammenfithrung synthetischer und natiirli-
cher Makromolekiile, wobei das Beste aus diesen beiden
Welten genutzt werden kann.""?” Einerseits kann DNA-
Origami zur Organisation von Polymeren im Nanobereich
verwendet werden, die typischerweise fiir Verschlaufungen
oder Aggregation bekannt sind. Dadurch wird der Weg fiir
nanotechnologische Gerdte und Struktur-Funktions-Unter-
suchungen geebnet. Andererseits verfiigen Polymere iiber
eine grof3e Vielfalt an attraktiven und einstellbaren Eigen-
schaften, z. B. unterschiedliche Ladungen, Hydrophobie oder
Hydrophilie sowie Adressierbarkeit durch duBere Einfliisse.
Weiterhin konnen sie auch DNA-Objekte stabilisieren. Um
die Verbindung der beiden Materialklassen zu erreichen, gibt
es eine Vielzahl an Moglichkeiten, die den Prozess steuern
konnen (Abbildung 2). Hierbei sind zwei grundlegende
Strategien zu unterscheiden: Entweder wird das Polymer
in situ auf der DNA-Origami-Matrize (siche Abschnitt 2.1)
synthetisiert, oder das Polymer wird vor der Konjugation an
die DNA-Plattform (sieche Abschnitt 2.2) hergestellt und
modifiziert.
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der bisher auf DNA-Origami
immobilisierten Polymerstrukturen. Im unteren Kasten sind Verkniip-
fungsmechanismen und Einheiten dargestellt.

Auf molekularer Ebene konnen verschiedene Methoden
zur Polymerankniipfung angewendet werden. Das Polymer
kann durch Einbau entsprechender positiver Ladungen
elektrostatisch an das negativ geladene DNA-Geriist oder
durch Basenpaar-Hybridisierung an die DNA-Origami-
Oberflache gebunden werden. Die dafiir erforderlichen Oli-
gonukleotide konnen durch Klickreaktionen und etablierte
Biokonjugationstechniken verkniipft oder aus Nukleotiden
hergestellt werden. Dariiber hinaus konnen hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen den eingefithrten Polymeren
genutzt werden, um Polymer-DNA-Konstrukte zu héher ge-
ordneten Strukturen anzuordnen (sieche Abschnitt 2.3). Die
relativ geringe Anzahl von Veroffentlichungen auf dem Ge-
biet des DNA-Origamis und entsprechender Polymerhybride
gibt jedoch einen ersten Hinweis darauf, wie herausfordernd
dieses Thema zu sein scheint. Die Synthese leidet nicht nur
unter verschiedenen Aspekten, z.B. Loslichkeitsproblemen
oder sterischen Hindernissen sowohl der DNA als auch der
Polymere, sondern auch unter den begrenzten Charakteri-
sierungstechniken. Einer der Hauptnachteile ist die typi-
scherweise extrem geringe Menge an DNA-Origami-Struk-
turen, die z.B. Gefrier-Pump-Tau-Zyklen fiir kontrollierte
radikalische Polymerisationen, die Gewéhrleistung einer
ausreichenden Menge an gebundenen Initiatoren oder die
konventionelle Polymeranalyse mittels GroB3enausschluss-
chromatographie (SEC), kernmagnetischer Resonanzspek-
troskopie (NMR) oder dynamischer Lichtstreuung (DLS)
erschwert oder sogar verhindert.

2.1. Polymerwachstum auf dem DNA-Origami

Die Polymerisation beginnend auf der Oberfliche ist ein
geeigneter Ansatz zur Synthese von Biomolekiil-Polymer-
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Konstrukten mit maBgeschneiderten Eigenschaften, die
durch eine einfache Aufarbeitung des Hybridmaterials und
eine iiblicherweise hohe Pfropfdichte gekennzeichnet ist.”!]
Kontrollierte Polymerisationstechniken haben sich dabei als
leistungsstarke Methoden zur Herstellung von Polymeren mit
kontrollierten Molmasen und genau definierten Architektu-
ren erwiesen.”?? Unter anderem bietet die radikalische
Atomtransferpolymerisation (ATRP) die Maoglichkeit, die
Polymerisation unter biologisch relevanten Bedingungen
durchzufiihren, die fiir die Stabilitit von Biomolekiilen es-
sentiell sind. Dabei kann eine geringe Konzentration an
funktionellen Gruppen oder das Vorhandensein von Salzen
bei der Arbeit mit Puffern trotzdem genutzt werden.” Eine
erfolgreiche Polymerisation, ausgehend von der Biomole-
kiiloberflache, erfordert jedoch die Ankniipfung von reakti-
ven Initiatorstellen. Wir verwendeten dafiir das hochprazise
Geriist aus DNA-Origami, um ATRP-Initiatoren an vorde-
finierten Positionen zu verankern und so ein gerichtetes Po-
lymerwachstum im Nanobereich zu erzielen (Abbildung 3).*
Dafiir wurden DNA-Origami-Rechtecke mit verschiedenen
Mustern von kurzen Oligonukleotidsequenzen hergestellt,
welche tiber die Origamioberfliche herausragen. Komple-
mentédre Oligonukleotide wurden mit ATRP-Initiatoren mo-
difiziert und durch Basenpaar-Hybridisierung an die DNA-
Origami-Matrize gebunden. Dieser Makroinitiator wurde
anschliefend verwendet, um die Polymerisation von Po-
ly(ethylenglycolmethylethermethacrylat) (PEGMEMA) zu
induzieren. Dieses Monomer wurde aufgrund seiner Bio-
kompatibilitdt sowie seiner Loslichkeit in Wasser ausgewéhlt,
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Abbildung 3. Oben: Schematische Darstellung der bei der ATRP von
PEGMEMA verwendeten DNA-Origami-Initiatoren. Unten: AFM-Bilder
und Héhenprofile des L- und S-Origamis nach Polymerisation auf der
DNA. Abgebildet mit Genehmigung aus Lit. [24].
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und es wurde angenommen, dass die eher sperrigen Seiten-
ketten die Nachverfolgung des Polymerisationsprozesses
durch Rasterkraftmikroskopie (AFM) erleichtern bzw. er-
moglichen. Dariiber hinaus erwies sich das Vorhandensein
von Opferinitiatoren (iiberschiissige Menge an freier Initia-
tor-DNA, die nicht an das DNA-Origami gebunden ist) als
entscheidend fiir ein erfolgreiches Polymerwachstum. Die
Visualisierung der Origami-Strukturen mittels AFM, insbe-
sondere die Aufzeichnung des Hohenprofils, zeigten das
Auftreten neuer Objekte an genau jenen Positionen, an wel-
chen Initiatoren auf dem DNA-Nanoobjekt positioniert
wurden. Dariiber hinaus wiesen diese Objekte unterschied-
liche mechanische Eigenschaften auf, die den Merkmalen
weicher Polymermaterialien wie PEGMEMA entsprechen.
Eine typische Charakterisierung des Polymers, wie die Be-
stimmung der Kettenldnge oder Dispersitdt durch Grofien-
ausschlusschromatographie, ist hier jedoch aufgrund der sehr
geringen Menge nicht moglich gewesen. Der Einbau eines
bifunktionellen Monomers, PEG-Dimethacrylat (PEG-
DMA), in den Polymerisationsprozess fiihrte zu einem ver-
netzten Polymer, dessen Struktur auch nach Entfernung der
DNA-Matrize aufrechterhalten werden konnte.

Eine grundlegend andere Polymerisationsmethode, aber
dennoch eine Polymerisation auf der Origamioberfldche,
wurde von Ding et al. beschrieben.™ Hierbei funktionali-
sieren die Autoren eine doppelstrangige DNA-Matrize mit
Guanin-reichen Oligonukleotidsequenzen, den so genannten
DNAzymen, welche die Aktivitit des Enzyms Meerrettich-
peroxidase (HRP) nachahmen konnen. Beim Einbau des
Cofaktors Himin und Zugabe von Wasserstoffperoxid kata-
lysiert das aktive DNAzym die Polymerisation von Anilin.
Somit wurden 1D-Polyanilin (PANI)-Strukturen durch para-
Kupplung gebildet, wobei die erzeugten Anilinradikale zur
geladenen DNA-Oberfldche diffundieren. Die regioselektive
Bildung von PANI wurde dann auf 2D-Origami-Dreiecke
iibertragen (Abbildung 4).*"! Die Verwendung von DNA-
Origami-Strukturen war jedoch schwierig und erforderte eine
Optimierung der Reaktionsbedingungen: Wéhrend eine hohe
Ionenstédrke die para-Kupplung von PANI ungiinstig beein-
flusste, beeintrichtigte eine unzureichende Mg’"-Konzentra-
tion die Stabilitdt der DNA-Faltung. Durch AFM-Bildgebung
konnte die Gruppe zeigen, dass das Polymerwachstum um die
DNAzyme herum begiinstigt war und kein Polymerwachstum
in DNAzym-freien Region auftrat. Auf diese Weise wurde
eine strukturelle Informationsiibertragung vom Origami-
Muster auf PANI erreicht, was zu einem Polymer mit vor-
definierten Geometrien fithrte. Dariiber hinaus macht das
reversible Redoxverhalten von Polyanilin, das durch pH-
Anderung ausgelost werden kann, diese leitfihigen Hybrid-
objekte zu vielversprechenden Kandidaten fiir die Bereiche
Elektronik, Sensorik und Energiespeicherung.

Die relativ einfache und gut funktionierende Polymeri-
sationsstrategie wurde auch auf die Polymerisation von
Dopamin auf DNA-Origami-Nanostrukturen angewendet.?””!
Polydopamin ist ein von Muscheln inspiriertes Polymer, das
aufgrund seiner hervorragenden Eigenschaften bei der
Oberflachenfunktionalisierung groBes Interesse in den Ma-
terialwissenschaften geweckt hat.”®*) Die Autopolymerisa-
tion von Dopamin und die noch nicht vollstindig aufgeklérte
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Abbildung 4. A) DNA-gestiitzte Synthese von Polyanilin (griin) an Ori-
gami-Dreiecken (grau) mit DNAzymen (rote Strukturen mit schwarzen
Punkten) in Gegenwart von Anilin und H,O,. B) AFM-Bild eines einzel-
nen PANI-beschichteten Origami-Dreiecks. C) Struktur der Salzform
von PANI. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [26]; Copyright
(2020) American Chemical Society.

vielschichtige Polymerstruktur schrinken jedoch das volle
Potenzial ein. Durch Verwendung der gleichen DNAzyme
wie oben beschrieben konnten wir die Polydopaminbildung
auf einem 2D-DNA-Nanoblatt induzieren und ermoglichen.
Es war hierbei wichtig, die Polymerisation in einem sauren
Milieu durchzufithren, um die Autopolymerisation von
Dopamin zu unterdriicken und die Kontrolle iiber den Pro-
zess zu erlangen. Verschiedene Polydopaminanordnungen
konnten erhalten werden, indem die katalytischen Zentren in
verschiedenen Mustern auf dem Origami-Geriist angeordnet
wurden. Die Reaktionskinetik konnte durch Verénderung der
Tonenstiarke und der Wasserstoffperoxidkonzentration mani-
puliert werden. Die hergestellten Polydopamin-Nanostruk-
turen konnten als ,,supramolekularer Klebstoff“ eingesetzt
werden. Insgesamt betrachtet ist dies ein iiberaus anschauli-
ches Beispiel dafiir, wie die DNA-Matrize die Polymerbil-
dung beeinflussen kann und umgekehrt. In einer Folgestudie
wurden 3D-Origami-Strukturen mit einem Photosensibilisa-
tor versehen, der an verschiedenen Positionen von Guanin-
reichen Oligonukleotiden (G-Quadruplexen) angebunden
wurde (Abbildung 5).°" Bei der Bestrahlung mit sichtbarem
Licht wurde Dopamin oxidiert und Polydopamin um die
Reaktionszentren abgeschieden. Aufgrund des Lichtimpulses
wird das Vorhandensein von Wasserstoffperoxid nicht mehr
benotigt, was das System vereinfacht. Zusitzlich konnte
durch einfaches Ein- und Ausschalten des Lichts der Poly-
merisationsprozess zeitlich gesteuert werden. Somit wurden
photostrukturierte 3D-Nanostrukturen mit einer Abmessung
weit unter 100 nm erzeugt, die nicht nur die DNA-Matrize in
salzarmen Medien konservieren, sondern auch unter stark
sauren Bedingungen aus der Matrize freigesetzt werden
konnen.
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Abbildung 5. A) Chemisch induzierte Polydopaminbildung auf 2D-
DNA-Origami iiber DNAzyme zur Erzeugung hochpriziser Hybridob-
jekte.””? B) Photoinduzierte Polydopaminbildung auf 3D-DNA-Origami
unter raumzeitlicher Kontrolle mithilfe eines Photosensibilisators. Wie-
dergabe mit Genehmigung aus Lit. [30].

2.2. Polymer-Ankniipfung an DNA-Origami

In allen oben diskutierten Beispielen wurde die Poly-
merkette von der DNA-Origami-Oberflache ausgehend in
unterschiedlichen Mustern gebildet, entweder kovalent durch
eine kontrollierte Polymerisationstechnik oder nicht kovalent
neben den Initiatoren auf der DNA-Matrize abgeschieden.
Im Gegensatz zu dieser Methodik kann auch ein vorgeform-
tes Polymer (synthetisiert oder biologisch abgeleitet) ver-
wendet werden, und es konnen geeignete funktionelle
Gruppen angebracht und mit DNA-Nanostrukturen ver-
kniipft werden. Neben der eher intuitiven Idee, ein positiv
geladenes Polymer durch elektrostatische Wechselwirkungen
anzubinden, ist es auch attraktiv, Polymere durch Basen-
paarerkennung zu hybridisieren oder mittels Klick-Chemie
zu verbinden. Viele der Studien veranschaulichen jedoch die
Grenzen dieser malgeschneiderten Strategien, etwa den
sterischen Anspruch von Polymeren, ihre geringe Loslichkeit
und die mangelnde Stabilitdt der DNA, die alle eine Konju-
gation negativ beeinflussen.

2.2.1. Elektrostatische Wechselwirkungen

Aufgrund der ionischen Natur des Phosphatriickgrats der
DNA ist es moglich, Polymere durch elektrostatische Wech-
selwirkungen an DNA-Origami zu binden. Normalerweise
werden die DNA-Origami-Strukturen durch das zweiwertige
Kation Mg*" stabilisiert, das mit dem negativ geladenen
Phosphatriickgrat der DNA-Sequenz interagiert, um die La-
dungsabstofBung zwischen dicht gepackten DNA-Stringen zu
kompensieren. In einer Vielzahl von Studien weisen die an-
gebrachten Polymere Aminogruppen in der Seitenkette oder
im Grundgeriist auf, die im sauren Milieu eine Quaternisie-
rung des Stickstoffs bedingen. Diese Polykationen konnen
dann durch ionische Wechselwirkungen mit DNA-Origami
interagieren.
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Basierend auf dieser Idee haben Kiviaho und Mitarbeiter
die elektrostatische Bindung zwischen einer 60-Helix-ge-
biindelten DNA-Nanostruktur und kationischen Blockcopo-
lymeren untersucht.’!! Um den Einfluss der Polymerstruktur
auf die Bindungsaffinitit zu bewerten, synthetisierten die
Autoren Copolymere vom AB- und vom ABA-Typ mittels
ATRP. Dafiir verwendeten sie einen entsprechenden mono-
und bifunktionellen Makroinitiator auf PEG-Basis, um 2-
Dimethylaminoethylmethacrylat (DMAEMA) zu polymeri-
sieren, wobei die PEG-Einheit die schlechte Biokompatibi-
litit von PDMAEMA erhohen sollte. Die Beschichtung
wurde durch einfaches Mischen der Verbindungen unter
sauren Bedingungen erreicht, um die Protonierung der
Amine sicherzustellen. Es konnte gezeigt werden, dass alle
Polymere eine geeignete Bindungseffizienz aufwiesen, aber
interessanterweise hatte die Blockstruktur nur einen geringen
Einfluss. Stattdessen war das Verhiltnis der Gesamtzahl der
Polymeramine und der Gesamtzahl der Phosphate in der
DNA (als N/P-Verhiltnis bezeichnet) unabhingig von der
Anordnung des Stickstoffs im Polymer entscheidend. Dar-
iiber hinaus waren verschiedene Polymerbeschichtungen ge-
eignet, um die Aktivitdt von enzymbeladenen DNA-Origami-
Nanocontainern zu steuern, was durch die Biolumineszenz-
reaktion von Luciferaseenzymen gezeigt werden konnte. In
einer weiteren Studie wurden lineares Polyethylenimin
(LPEI) und Chitosan als natiirliches Polymer zur Bildung von
Polyplexen mit DNA-Origami-Nanostrukturen eingesetzt
(Abbildung 6).5% Hierbei wollten die Autoren verschiedene
Faktoren untersuchen, die sich unter physiologischen Bedin-
gungen auf die Origami-Stabilitdt auswirken konnten, bei-
spielsweise den Polymerisationsgrad, die Ladungsdichte und
das Verhiltnis von Stickstoff zu Phosphat. Zu diesem Zweck
wurden drei verschiedene DNA-Objekte synthetisiert und
verwendet: ein Nanostab, eine Nanoflasche und eine Gitter-

Abbildung 6. Darstellung der verschiedenen DNA-Origami-Strukturen.
A) Nanostab, B) Nanoflasche und C) Gitterstruktur. D) TEM-Bilder von
unbeschichteten DNA-Origami-Strukturen. E) Mit Uranylacetat gefirb-
te Origami-Strukturen nach Zersetzung mit Dextransulfat zeigten in-

takte Origami-Strukturen. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [32].
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Origami-Struktur. Beim einfachen Mischen von DNA- und
Polymerverbindungen wurde die erfolgreiche Beschichtung
durch einen PicoGreen-Assay nachgewiesen, der auf der In-
terkalation des Farbstoffs in die DNA-Doppelhelix beruht
und gleichzeitig eine starke Fluoreszenz zeigt. Aufgrund der
Polykationenbeschichtung wurde PicoGreen aus dem Poly-
mer-DNA-Komplex verdrdngt, was zu einer Abnahme der
Fluoreszenz fithrte. Wéhrend nicht funktionalisiertes Origami
durch Transmissionselektronenmikroskopie mit negativer
Féarbung (nsTEM) abgebildet werden konnte, war eine Far-
bung von LPEI-modifiziertem Origami nur moglich, nach-
dem die Polymerbeschichtung durch Behandlung mit poly-
anionischem Dextransulfat entfernt worden war, wodurch
intakte Origami-Strukturen sichtbar wurden und somit indi-
rekt eine erfolgreiche Polymerverkapselung nachgewiesen
werden konnte. Es konnte gezeigt werden, dass LPEI die
strukturelle Integritdt des DNA-Origamis effizienter schiitzt
als Chitosan und dass diese Effizienz stark vom Verhéltnis
von Stickstoff zu Phosphat (N/P) abhingt. Es muss jedoch
beriicksichtigt werden, dass die einzigartige Adressierbarkeit
der DNA-Origami-Oberfliache durch die Polymerbeschich-
tung maskiert werden kann.

2017 untersuchten zwei Studien die Verwendung von
Copolymeren auf PEG-Oligolysin-Basis zum Schutz von
DNA-Origami-Strukturen vor salzarmer Denaturierung und
Nuklease-Abbau. Dabei ist der Lysinblock mit seinen posi-
tiven Ladungen fiir die elektrostatische Wechselwirkung mit
dem DNA-Objekt verantwortlich, und das PEG bewirkt ei-
nen Abschirmeffekt.*3 Daher synthetisierten Schmidt und
Mitarbeiter Poly(ethylenglycol)-b-poly(L-lysin) (PEG12kDa-
PLys18) durch Ringéffnungspolymerisation von N*-Trifluor-
acetyl-L-lysin-N-carboxyanhydrid, welches durch einen
aminterminierten 12-kDa-PEG-Makroinitiator initiiert wur-
de. Im Unterschied zu unfunktionalisierten Origami-Struk-
turen widerstanden polymerbeschichtete Objekte der Be-
handlung von DNase I, fotalem Rinderserum (FBS) und
niedrigen Salzgehalten und behielten die strukturelle Inte-
gritdit bei. Die Anlagerung von sterisch anspruchsvollen
Gold-Nanopartikeln (AuNPs) hat den Prozess der Polyplex-
bildung jedoch nicht iiberstanden. Die Ablosung konnte
durch Transmissionsrasterelektronenmikroskopie (tSEM)
sichtbar gemacht werden. Das Problem konnte durch den
Einsatz kiirzerer PEG-Ketten umgangen werden, die immer
noch die gleiche Schutzeffizienz bieten. Diese Ergebnisse
stimmen mit einer dhnlichen Studie von Shih und Mitarbei-
tern iiberein, die den vorteilhaften Beitrag der PEG5kDaP-
Lys10-Polymerbeschichtung zur Origami-Stabilitdt unter-
suchten. Die Autoren konnten ferner nachweisen, dass die
Oberflachenadressierbarkeit der DNA-Nanostrukturen nicht
durch den Polymerfilm eingeschréankt wurde, und immobili-
sierte Liganden konnten spezifisch mit Rezeptoren inter-
agieren, was zur zelluliren Aufnahme der Hybridobjekte
fiihrte. Vor kurzem versuchten auch Gang und Mitarbeiter,
die Grenzen der Stabilitdt der DNA-Assemblierung in kom-
plexen biologischen Fliissigkeiten zu erweitern (Abbil-
dung 7).P° Sie testeten eine neue Klasse polykationischer
Polymere, niamlich Peptoide. Peptoide sind neue Peptidmi-
metika, deren Seitenketten nicht an das a-Kohlenstoff-, son-
dern an das Stickstoffatom des Peptidriickgrats gebunden

www.angewandte.de

Kurzaufsdtze

© 2020 Die Autoren. Verdffentlicht von Wiley-VCH GmbH

An dte

Chemie

Brush-type

Block-type

L% W

. gf'
SN
NI

Abbildung 7. Biirsten- und Block-artige Peptoide sollen zu unterschied-
lichen Oberflichenbeschichtungen auf oktaederfsrmigem DNA-Origa-
mi fithren. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [35].

sind, wodurch die Bildung von Sekundéirstrukturen iiber
Wasserstoffbriicken verhindert und Proteolysebestdndigkeit
erreicht wird. In Ubereinstimmung mit den oben beschrie-
benen Ansidtzen untersuchte die Gruppe den Effekt der
Peptoidarchitektur und der Sequenzabhingigkeit auf die
Origami-Stabilitdt. Daher synthetisierten sie Biirsten- und
Block-dhnliche Peptoide iiber Festphasenpeptoidsynthese,
die aus positiv geladenen Monomeren (elektrostatische
DNA-Komplexierung) und neutralen Oligo(ethylenoxy)-
Einheiten (Oberflichenpassivierung) aufgebaut waren. Sie
konnten zeigen, dass Biirsten-artige Peptoide beim Schutz
von oktaederformigen DNA-Origami-Strukturen iiberlegen
waren. Dariiber hinaus wurde die Fahigkeit dieser Strukturen
aufgezeigt, als Wirkstofftrager fiir die kontrollierte Freiset-
zung von Doxorubicin zu fungieren, was zuvor noch nicht
erreicht worden war. Alle diese Beschichtungsstrategien las-
sen sich vergleichsweise einfach durch Mischen der Origami-
Nanostrukturen mit einem Uberschuss an Polymer erreichen,
es fehlt jedoch die Moglichkeit, das Polymer in unterschied-
lichen Mustern anzuordnen.

2.2.2. Oligonukleotid-Hybridisierung

Die Verkniipfung von Polymeren iiber ionische Wechsel-
wirkungen, die haufig fiir die Stabilisierung von DNA genutzt
werden, ist sehr vorteilhaft in Hinblick auf die Synthese und
die einfache und unkomplizierte Kombination von Polymer
und DNA-Origami. Diese Strategie beriicksichtigt jedoch
nicht die einzigartige Adressierbarkeit des DNA-Origami-
Gertists — im Gegenteil, sie konnte sie sogar unterbinden.
Daher erméglicht die Verkniipfung von Polymeren mit DNA-
Objekten durch komplementidre Basenpaarerkennung die
hochpriézise Positionierung einzelner Polymerketten und
iiberwindet somit den Mangel an intrinsischen Selbstorgani-
sationseigenschaften. Um Polymere mit den erforderlichen
funktionellen Gruppen auszustatten, d.h. Oligonukleotiden,
die zu einzelstriangigen DNA-Sequenzen auf der Origami-
Oberflaiche komplementédr sind, kann man entweder die
Endgruppe des Polymers oder die Seitenketten entsprechend
funktionalisieren. Daher hat es sich als niitzlich erwiesen,
entweder das Oligonukleotid an das Polymer zu ,klicken*
oder Oligonukleotide direkt auf dem Polymergrundgeriist
herzustellen. Die Hybridisierung des jeweiligen Polymers mit
dem DNA-Origami ist stets reversibel und sollte ein pro-
grammiertes Schalten erméglichen.
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Gothelf und Mitarbeiter sehen groe Chancen, konju-
gierte und daher potenziell leitende Polymere auf ein DNA-
Origami-Template zu binden, um elektronische oder optische
Drihte im molekularen Mafstab aufzubauen.’® Zu diesem
Zweck synthetisierten die Autoren ein konjugiertes Poly-
phenylenvinylen mit Alkoxyseitenketten (APPV) aus einem
Dithiocarbamat-Vorldufer. Jede Phenylen-Einheit im
Grundgeriist tridgt eine Triethylenglycol-Seitenkette, und
mithilfe von Schutzgruppenchemie wurde eine kleine Anzahl
von Hydroxygruppen eingebaut, um das Polymer an den
festen Trédger zu binden, wéihrend die verbleibenden Hydro-
xygruppen in einer automatisierten Festphasen-DNA-Syn-
these verwendet wurden, um ein 9-mer-Oligonukleotid her-
zustellen. Dadurch erhielten sie ein vollstindig wasserlosli-
ches Biirstenpolymer mit ssDNA in einer Vielzahl der Sei-
tenketten. Die Groflenverteilung war jedoch recht breit, wie
durch GroBenausschlusschromatographie (SEC, 340 bis
3300 kDa) und AFM (Léngen im Bereich von 20 bis 200 nm)
gezeigt wurde, was die Autoren mit teilweisem Abbau wih-
rend der Aufarbeitung begriindeten. Durch die Funktionali-
sierung von 2D- und 3D-DNA-Origami-Matrizen mit kom-
plementiren Oligonukleotidsequenzen konnten sie einzelne
Polymerketten in verschiedenen Geometrien auf der Matrize
ankniipfen. Dariiber hinaus konnten sie den Forster-Reso-
nanzenergietransfer (FRET) zwischen dem gebundenen Po-
lymer (Donor) und einem coimmobilisierten Akzeptorfarb-
stoff beobachten, was beweist, dass die Absorption und
Emission des Polymergrundgeriists durch die angewendeten
Verfahren nicht beeintriachtigt werden. Weitere Studien, die
diese Strategie zur Entwicklung von Nanokreisldufen nutzen,
werden in Abschnitt 3 erortert.

Im Unterschied zur ausgekliigelten und anspruchsvollen
Festphasensynthese von Oligonukleotiden direkt aus dem
Polymergrundgeriist kann das Polymer auch mit einer
geeigneten Endgruppe ausstattet und auf die jeweilige
ssDNA , geklickt® werden. In diesem Zusammenhang
wurden in verschiedenen Studien kupferkatalysierte Azid-
Alkin-Reaktionen (CuAAC)P sowie eine kupferfreie
Variante mit spannungsinduzierter Azid-Alkin-Klickreaktion
(spAAC)P¥! verwendet. Fiir die Entwicklung eines DNA-
Origami-unterstiitzten elektrooptischen Modulators haben
Canary und Mitarbeiter zwei verschiedene Arten von orga-
nischen Halbleitern, insbesondere Oligomere aus Oligophe-
nylenvinylen (OPV) und Oligoanilin (OANI), mit ssDNA-
Stringen funktionalisiert, die eine Bindung an ein DNA-
Origami-Geriist ermoglichen (Abbildung 8).57

Daher wurden die symmetrischen Oligomere mit Azid-
gruppen an jedem Ende mittels CuA Ac mit Propargylresten-
funktionalisierten Oligonukleotidstrdngen ,doppelt ge-
klickt®. Folglich bestand die erhaltene Struktur aus einem
Polymer mit Oligonukleotidsequenzen an beiden Enden.
Durch Hybridisieren der Polymer-DNA-Konstrukte mit ei-
nem DNA-Origami-Rahmen mit vier komplementidren An-
kerstrangen wurden die Halbleiter in rdumliche Néhe ge-
bracht und bildeten eine kreuzartige Struktur. Durch Ein-
stellen der Oxidationsstufe von Polyanilin konnte der Ener-
gietransfer von HPV zu OANI so eingestellt werden, dass dies
durch ein verédndertes Fluoreszenzsignal sichtbar wird. Die
Hybridisierungseffizienz von nur 20% korrekt gebildeten
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Abbildung 8. Oben: Produkt der Doppel-CuAAC-Reaktion zwischen
Azid-funktionalisiertem Oligomer (OPV) und Alkin-funktionalisierter
Oligonukleotidsequenz, immobilisiert auf einem festen Trager (Glas
mit kontrollierten Poren). Unten: Schematische Darstellung des x-fér-
migen OANI- und OPV-DNA-Konjugats auf dem DNA-Origami-Rah-
men. OANI (blau) wirkt als Modulator fiir die Fluoreszenzintensitat
des OPV (orange). Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [37]. Copy-
right (2020) American Chemical Society.

Polymer-DNA-Origami-Strukturen (iiberpriift mit AFM)
zeigt jedoch, wie schwierig die Bildung dieser Hybridobjekte
ist, obwohl hdufig angenommen wird, dass die Basenpaar-
Hybridisierung einfach ist. Auch Mertig und Mitarbeiter
verwendeten Klickreaktionen, um leitende Polymere in un-
terschiedlichen Mustern an eine Origami-Oberfldche zu
konjugieren (Abbildung 9).”* Hierbei synthetisierten sie de-
finierte Polymere auf Thiophenbasis tiber Kumada-Polykon-
densation mit Dispersitdten zwischen 1.1 und 1.3. Oligo-
ethylenglycol-tragende Seitenketten stellten die Wasserlos-
lichkeit des Polymers sicher und erméglichten dadurch die
Reaktion von Azid-funktionalisiertem Polymer und Diben-
zocyclooctin-endfunktionalisierten ~ Oligonukleotiden  in
wassriger Losung. Es ist zu erwidhnen, dass der Funktionali-
sierungsgrad der Polymere nur im moderaten Bereich von 38
bis 71 % liegt. Es wird jedoch nicht angenommen, dass un-
funktionalisierte Polymerketten an weiteren Reaktionen be-
teiligt sind oder die Konjugate zerstoren. Drei verschiedene
Oligonukleotidsequenzen wurden an die Polymere konjugiert
und an drei verschiedene DNA-Origamis gebunden, um Se-
quenzhybridisierungseffekte zu untersuchen. Praktisch alle
Origamis wurden funktionalisiert, aber die Gesamtfunktio-
nalisierungswahrscheinlichkeit betrug ungefdhr ein Drittel.
Zum Beispiel zeigten 4 von 14 Bindungsstellen auf einem
Origami-Pad ein angehédngtes Polymer. Dies zeigt erneut,
dass die Hybridisierung von Polymeren an DNA-Oberfldchen
schwierig und sterisch anspruchsvoll ist. Das Aufbringen von
Tensiden auf polymerfunktionalisiertem Origami ging mit
einem blauverschobenen Anstieg der Fluoreszenz einher und
zeigte somit indirekt, dass eine m-m-Wechselwirkung von
Polythiopheneinheiten zwischen den Ketten auftritt. Diese

www.angewandte.de

An dte

Chemie

6289


http://www.angewandte.de

6290

An dte

Kurzaufsitze Chemie
5~ gestudie erzeugte dieselbe Gruppe Polymervesikel auf der

A H o $’3
To/\t;N NN

)
H
\To/\ttN\n/\/\)LN o 3
0
!
[ 5 rI‘i/Br
B typel ‘ typell
= N o 0 . . 7SN
g . : x HRRLRTRRR
(8
P3(EO),;T
[DDAO] 1 I
DNA template
surfactant

Abbildung 9. A) spAAC-Reaktion mit einem Cyclooctin-funktionalisier-
ten Oligonukleotid und Azid-funktionalisiertem Polythiophen. B) Die
drei verschiedenen DNA-Origami-Typen. C) Darstellung von ag-
gregiertem P3(EO),T auf dem DNA-Origami (links) und der nicht-agg-
regierten Struktur (rechts) nach Zugabe des Tensids. Wiedergabe mit
Genehmigung aus Lit. [38]. Copyright (2020) American Chemical So-
ciety.

Funktion bietet eventuell die Moglichkeit, die optischen Ei-
genschaften auf molekularer Ebene zu optimieren.

2.3. Strukturen héherer Ordnung

Zusitzlich zu den oben erorterten Bindungsmethoden
kann man auch den hydrophoben Effekt nutzen, um Struk-
turen hoherer Ordnung zu bilden, die aus DNA-Origami und
Polymeren aufgebaut sind. Durch Aufbringen von hydro-
phoben Polymeren auf DNA-Geriiste konnen die Oberfli-
cheneigenschaften erheblich verdndert werden, wodurch die
Selbstorganisation der amphiphilen Strukturen induziert
wird.

2015 konnten Liu und Mitarbeiter zeigen, dass durch
Anbringen von hydrophoben Dendronen an DNA-Origami-
Rechtecke Bereiche mit hoher lokaler Konzentration an hy-
drophoben Molekiilen gebildet werden, die aufgrund des
hydrophoben Effekts die Origami-Faltung in verschiedene
thermodynamisch stabile Produkte induzieren. Daher wur-
den Poly(arylether)dendronen iiber Festphasensynthese an
Oligonukleotide konjugiert, wihrend die Modifikation mit
Oligo(ethylenglycol)-Ketten die Wasserloslichkeit der Den-
dronen erhohen sollte. Die klassische Synthese von DNA-
Origami in Gegenwart von verldngerten Klammerstrdngen
und komplementér funktionalisierten Dendronen fiihrte zum
Auftreten von Sandwich-dhnlichen Strukturen. In einer Fol-
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Schale eines DNA-Origami-Wiirfels (Abbildung 10).1%

Die Anlagerung der oben genannten hydrophoben Den-
dronen an Origami-Wiirfel fithrte zu Aggregations- und
Niederschlagsphdnomen, hochstwahrscheinlich aufgrund der
n-t-Wechselwirkung zwischen mehreren quaderformigen
Rahmen. Die Addition eines zweiten hydrophoben Den-
drons, des so genannten Hauptamphiphils (PA), an das am-
phiphile Konstrukt unterbrach die Wechselwirkungen und
forderte stirkere PA-Rahmen-Wechselwirkungen, was zur
Bildung von Heterovesikeln fiihrte. Um die Anwendbarkeit
dieses Verfahrens auf verschiedene Molekiile zu demon-
strieren, wurden die Dendronen durch Polymere substituiert:
DNA-Quader wurden mit thermoaktivem Poly(propylen-
oxid) (PPO) funktionalisiert. Beim Erhitzen wird das Poly-
mer hydrophob und ermoglicht so die Bildung von Vesikeln
durch ein weiteres PPO-Polymer.

Dies ist ein beeindruckendes Beispiel fiir den Aufbau von
Strukturen hoherer Ordnung, die auf polymerfunktionali-
sierten DNA-Origami-Strukturen basieren. Die komplizierte
Technik erfordert jedoch grofes Fachwissen, um eine erfolg-
reiche Funktionalisierung zu ermoglichen. Es wurde auch
gezeigt, dass die Verwendung von hydrophoben Wechselwir-
kungen zwischen Polymeren, die an 3D-DNA-Nanostruktu-
ren gebunden sind, groBere DNA-Mizellen ergibt.** Zu
diesem Zweck wurden DNA-Nanostrukturen in drei ver-
schiedenen Formen (trigonales Prisma, Wiirfel und fiinf-
eckiges Prisma) verwendet und mit Oligonukleotiden funk-
tionalisiert, welche kovalent an Hexa(ethylen)phosphat ge-
bunden sind, um DNA-Nanostrukturen mit Polymerstrdangen
zu erhalten.™! Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der
Hexa(ethylen)phosphat-Wiederholungseinheiten fiir die Mi-
zellenbildung entscheidend ist: Mindestens sechs dieser
Wiederholungseinheiten sind erforderlich, um Strukturen
hoherer Ordnung zu bilden, wobei Mizellenstrukturen be-
obachtet werden, wenn die Anzahl der Wiederholungsein-
heiten auf mindestens acht erhoht wird.""! Es wurden nicht

Abbildung 10. TEM-Bilder der DNA-Wiirfel-Dendron-Aggregate. a) Ori-
gami-Quader. b) Aggregate, die bei Zugabe von DTDOEG gebildet
wurden. ¢,d) Heterovesikel, die nach Zugabe von G,Cl 18 aus dem Ag-
gregat gebildet wurden. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [40].
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nur Mizellen mit den kubischen DNA-Strukturen syntheti-
siert, sondern auch die trigonalen und pentgonalen Prismen.
TEM, AFM und DLS wurden verwendet, um die Mizellen
der verschiedenen DNA-Strukturen zu vergleichen, wobei
sich herausstellte, dass sie ungefihr dieselbe Groe zu haben
scheinen, was nur durch die Anzahl der sich wiederholenden
Einheiten des Hexa(ethylen)phosphats beeinflusst wird. Die
Gruppe untersuchte ferner den Einfluss einer Kombination
von hydrophoben und hydrophilen Wiederholungseinheiten
auf die an die prismatischen Strukturen gebundenen DNA-
Polymer-Konjugate.”’ Der hydrophobe Block bestand aus
1,12-Dodecandiol (HE), wihrend der hydrophile Block durch
Hexaethylglycol (HEG) hergestellt wurde. Erste Experi-
mente kombinierten die kubische DNA-Struktur mit vier
DNA-Copolymerstrangen, die aus sechs HE- und sechs
HEG-Einheiten in unterschiedlicher Reihenfolge bestanden.
Bemerkenswerterweise wurde mit zunehmender Lénge des
HE-Blocks eine hohere Mobilitét bei der Gelelektrophorese
beobachtet, was durch die Faltung der Polymerketten in eine
Kifigstruktur erklirt wurde.*! AuBergewohnlich war die
Nanostruktur mit dem HEHEGg-Blockcopolymer, das an-
stelle der erwarteten Mizellenstrukturen ringformige Objekte
aus drei bis fiinf polymerfunktionalisierten DNA-Wiirfeln
bildete. Durch Erhohung der Léinge des hydrophilen HEG-
Blocks konnte der Durchmesser der ringféormigen Anord-
nungen vergroBert werden, im Gegensatz zum HEHEG-
Blockcopolymer, was darauf hinweist, dass der HEG-Block
als Platzhalter fungiert.”! Hervorzuheben ist, dass die Bil-
dung von Mizellen nicht beobachtet wird, wenn (Block-)Co-
polymere verwendet wurden, die aus hydrophoben und hy-
drophilen Einheiten bestehen. Diese konnen nur bei hydro-
phoben Polymeren beobachtet werden.*”! Die zuvor disku-
tierten Beispiele zeigen, dass nicht nur DNA-Origami ver-
wendet werden kann, um Polymere in groere Strukturen und
gewiinschte Formen zu lenken, sondern auch Polymer-Poly-
mer-Wechselwirkungen die Erzeugung makromolekularer
Strukturen mit zuvor gefaltetem DNA-Origami ermoglichen.

3. Die ndchste Generation von polymeren Hybrid-
materialien: Anwendungen

Im vorherigen Abschnitt haben wir verschiedene Tech-
niken zur Verkniipfung von Polymeren und DNA-Origami
sowie zur gegenseitigen Beeinflussung hervorgehoben. Auch
wenn es weniger Beispiele gibt, als man hinsichtlich des Po-
tenzials dieser Materialien erwarten konnte, und obwohl noch
einige Herausforderungen zu bewiltigen sind, berichten
mehrere Studien doch bereits iiber erste Erfolge fiir zukiinf-
tige Anwendungen und Perspektiven.

Gothelf und Mitarbeiter nutzten ihr System, um ein
konjugiertes biirstenartiges Polymer mit Oligonukleotid-Sei-
tenketten auf DNA-Origami-Kacheln zu befestigen, um ei-
nen Beitrag zum Bereich nanophotonischer und nanoelek-
tronischer Bauelemente zu leisten. Hierfiir legten sie das
Polymer nicht nur geordnet auf der Origamioberfliche ab,
sondern steuerten das Polymer auch prizise, um seine Posi-
tion und Konformation zu dndern (Abbildung 11 A).[*1 Es
wurden zwei Arten von so genannten Fiihrungsstriangen ver-
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Abbildung 11. A) Umwandlung einer Polymerkonformation auf einem
DNA-Origami durch Hinzufiigen der Leit- und Entfernerstringe. B) p-
(F-DNA) (blau) und p(PPV-DNA) (griin) auf DNA-Origami mit AFM-
Bild (rechts). Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [43,44]. Copyright
(2020) American Chemical Society.

wendet, die es dem Polymer ermoglichen, zwei verschiedene
Wege auf der Origamistruktur zu verfolgen, abhingig davon,
welche Art von Fithrungsstrang verwendet wurde. Die
Strdnge sind mit einer kurzen Sequenz von Nukleotiden
ausgestattet, die nicht an der Polymerhybridisierung beteiligt
ist. Daher konnen die Fithrungsstrange von einem vollstandig
komplementédren Entfernerstrang eingefangen werden, was
zur Freisetzung des Polymers fithrt. Durch anschlie3endes
Hinzufiigen des anderen Satzes von Fiithrungsstriangen kann
das Polymer entlang der zweiten Art auf dem Origami ge-
bunden werden. Diese Ereignisse konnen iiber FRET zwi-
schen dem Polymer und den jeweils angeordneten Farbstof-
fen nachvollzogen werden. Es ist anzumerken, dass ungeféhr
nur die Hélfte der Origami-Strukturen gut ausgerichtete Po-
lymere (AFM) aufweist und dass eine Oberflichenverunrei-
nigung nach dem Konformationswechsel die Bildgebung si-
gnifikant beeintrachtigte. In einer Folgearbeit zielte die
Gruppe darauf ab, die Wechselwirkung zwischen zwei ver-
schiedenen Arten von konjugierten Polymeren zu untersu-
chen, indem die einzigartige Adressierbarkeit von DNA-
Origami genutzt wurde (Abbildung 11B).* Zusitzlich zu
dem oben erwidhnten APPV-DNA-Copolymer synthetisier-
ten die Autoren auf dhnliche Weise ein Polyfluoren-DNA-
Konjugat (Poly(F-DNA)). Sie konjugierten beide Polymere
an das Origami-Rechteck, konnten jedoch keine Energie-
iibertragung zwischen den beiden Polymeren beobachten.
Dies konnte durch fehlenden Kontakt zwischen den Poly-
meren in Kombination mit einer Storung nicht gebundener
Polymere verursacht werden, was abermals die Grenzen fiir
die Konjugation komplizierter Polymere aufzeigt. Fiir weitere
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Untersuchungen ordneten sie daher die Polymere direkt
durch Hybridisierung der Seitenketten an.

DNA-Origami ist eine aufstrebende Plattform, um die
Bewegung verschiedener Objekte im Nanobereich zu steu-
ern. Die Bewegung der anhaftenden Objekte erfolgt jedoch
héufig auf ,,Brennstoffbasis“, d.h., es werden Strangver-
driangungsreaktionen von entsprechend entworfenen Oligo-
nukleotiden eingesetzt, um alte Bindungen zu brechen und
neue zu erzeugen. Dies macht eine Aufarbeitung nach jedem
Schritt erforderlich. Baumberg und Mitarbeiter entwickelten
einen DNA-Origami-Flexor, dessen Aktivierung durch ein
thermoresponsives Polymer vermittelt wird, das von auflen
beeinflusst werden kann (Abbildung 12).5”

Abbildung 12. Darstellung eines DNA-Origami-Flexors. Beim Erhitzen
des Flexors in einer Lésung von PNIPAM kommt es zu einer Anderung
der DNA-Origami-Form. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [39].

Die Autoren entwarfen eine flexible DNA-Origami-Ge-
lenkstruktur, an der sie Poly(N-isopropylacrylamid) (PNI-
PAM) auf beiden Seiten anbrachten. Dafiir wurde ein PNI-
PAM-DNA-Konjugat iiber eine katalysatorfreie spannungs-
induzierte Cycloaddition gebildet und an die komplementé-
ren Einfangstringe innerhalb der Gelenkregion gebunden.
Durch Fixieren eines Goldnanopartikels und eines fluores-
zierenden Farbstoffs an entgegengesetzten Enden konnte der
Wechsel zwischen dem gedffneten und dem geschlossenen
Zustand des Gelenks optisch verfolgt werden. Beim Erhitzen
tiber die kritische Losungstemperatur (LCST) von 32°C wird
PNIMPM hydrophob und zwingt das Gelenk zum Schlie3en.
Dies konnte durch einen Anstieg der Fluoreszenz sowie
durch Anderungen der GroBenverteilung (DLS) eindeutig
verfolgt werden. Die AFM-Bilder sind jedoch ein anschauli-
ches Beispiel dafiir, wie schwierig die direkte Visualisierung
von DNA-Origami-Strukturen, welche die Konformation
andern, sein kann.

Tokura und Mitarbeiter entwickelten die zuvor beschrie-
bene oberflicheninitiierte ATRP auf DNA-Origami weiter,
indem sie die Technik auf eine 3D-Rohre iibertrugen und
damit den Weg fiir die 3D-Konstruktion von Nanomaterialien
ebneten (Abbildung 13).1!

Hierbei entwarfen die Autoren ein System, bei dem or-
thogonales Polymerwachstum moglich ist: Nach dem Be-
schichten der AuBenfliche mit vernetztem PEGMEMA
wurde der innere Hohlraum des Origami-Rohrchens mit
DNAzymen funktionalisiert, um die Polymerisation von
Dopamin zu induzieren. Wihrend AFM-Bilder, die nach dem
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Abbildung 13. Faltung des DNA-Origami-R6hrchens und Funktionali-
sierung mit Oligonukleotid-modifizierten ATRP-Initiatoren und an-
schlieRende Polymerisation von PEGMEMA und PEGDMA. Wiederga-
be mit Genehmigung aus Lit. [45] (Publiziert von der Royal Society of
Chemistry).

ersten Polymerisationsschritt aufgenommen wurden, eine
Zunahme des Hohenprofils und damit das Vorhandensein
eines Polymers zeigen konnten, war keine Abbildung des im
Inneren synthetisierten Polymers moglich. Die Polydopa-
minbildung konnte nur durch Absorptionsspektroskopie
iiberwacht werden, was erneut unterstreicht, wie kompliziert
die Charakterisierung von Polymer-DNA-Hybridobjekten ist.

4. Zusammenfassung und Ausblick

Die Kombination von DNA-Origami und Polymeren ist
eine exzellente, aufstrebende Methode zur prizisen Ober-
flachenmodifizierung und zur Schaffung schwer zugéinglicher
Nanostrukturen im niedrigen Nanometerbereich. Dies stellt
eine Art Top-up-Ansatz dar, bei dem konventionelle Bottom-
up- und Top-down-Methoden zusammengefiihrt werden. Bis
heute wird die Anordnung von polymeren Objekten in einer
praktisch unendlichen Vielfalt von Geometrien mit einer
Genauigkeit von wenigen Nanometern durch keine andere
Methode ermoglicht. Dadurch werden die Grenzen etablier-
ter Lithographie- und Selbstorganisationsansitze durch die
Programmierung unterschiedlicher Nanoobjekte iiberschrit-
ten. Dariiber hinaus ermoglicht DNA-Origami die orthogo-
nale Funktionalisierung von Polymeren und anderen Mole-
kiilen, was die Untersuchung von Energieiibertragungspro-
zessen sowie die Installation geeigneter Sensorsysteme oder
Zielgruppen ermoglicht. Grundsitzlich erméglichen zwei
verschiedene Strategien die Bildung solcher Hybridstruktu-
ren: Entweder wird das Polymer von der DNA-Origami-
Matrize aus synthetisiert, oder ein vorgeformtes Polymer wird
an die DNA gebunden. In Bezug auf die hier diskutierten
Studien stellt sich heraus, dass es innerhalb der letztgenann-
ten Kategorie deutlich mehr Berichte gibt. Die Synthese von
Polymeren von der Origami-Oberfliche ausgehend ist auf-
grund der extrem geringen Konzentration von DNA-Objek-
ten und der damit einhergehenden geringen Anzahl von In-
itiatoren anspruchsvoll. Weiterhin sind die Reaktionen in
ultraniedrigen Volumina besonders empfindlich gegen Sau-
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erstoff, der nur schwer entfernt werden kann. Dariiber hinaus
ist es nicht moglich, Molmassen und Verteilungen der ge-
wachsenen Ketten zu bestimmen. Aber auch die Anlagerung
von Polymeren an das DNA-Origami steht vor einigen Hiir-
den: Es wird vorteilhaft, wenn die Loslichkeit des Polymers
mit der DNA kompatibel ist, und die Verschlaufungen der
Polymere und die Faltung der DNA konnen ihre reaktiven
Zentren abschirmen. Diese Strategie ermoglicht jedoch die
Synthese von Polymeren in grofSerem Mafstab und deren
griindliche Charakterisierung vor der DNA-Origami-An-
kniipfung.

Wihrend die elektrostatische Beschichtung von DNA-
Nanostrukturen mit Polykationen als unkompliziert angese-
hen werden kann, zielt sie hidufig nur auf die Stabilisierung
des inhdrent anfélligen DNA-Konstrukts in biologisch rele-
vanten Medien ab, nutzt jedoch die Adressierbarkeit nicht
aus, um eine molekulare Strukturierung zu erreichen. Daher
ist die Hybridisierung von entsprechend modifizierten Poly-
meren mit komplementiren Strangen auf dem DNA-Origami
zweckmaiBiger, dennoch werden die Konjugationseffizienz
und die Pfropfdichte héufig als eher gering angegeben. Wir
sehen es weiterhin als Zielstellung des Kurzaufsatzes an, an
dieser Stelle abermals die Herausforderungen bei der Cha-
rakterisierung hervorzuheben, die mit der Synthese von Po-
lymer-DNA-Origami-Hybridstrukturen einhergehen und die
einen schnellen Fortschritt auf diesem Gebiet hindern. Die
ultrakleinen DNA-Origami-Mengen erschweren typische
Polymeranalysemethoden wie SEC, NMR oder DLS. Um den
Einfluss von Polymeren auf DNA-Origami auf qualitativer
Ebene zu analysieren, kann eine Agarosegelelektrophorese
genutzt werden. Die Integritit der Strukturen kann hier je-
doch nicht nachgewiesen werden. Daher miissen Bildge-
bungstechniken wie AFM und TEM angewendet werden, um
die Objekte zu visualisieren. In Bezug auf die geringe Grofe
von DNA-Origamis miissen sie in hochauflosenden Modi
betrieben werden, und die Probenvorbereitung, z.B. Trock-
nungseffekte, muss beriicksichtigt werden. Das reprisenta-
tivste Bild konnte durch AFM in einer fliissigen Umgebung
aufgenommen werden, die dem natiirlichen Vorkommen von
DNA-Origami in waéssriger Losung entspricht. Weiterhin
kann auch auf eine indirekte Charakterisierung, beispiels-
weise mittels FRET, zuriickgegriffen werden, um Kon-
formationsdnderungen zu untersuchen.

Fazit: Die Kombination von Polymeren und DNA-Ori-
gami birgt ein grofies Potenzial fiir die Entwicklung pro-
grammierbarer Nanoobjekte mit hochster struktureller Pra-
zision. Auch gibt es bereits erste bahnbrechende Untersu-
chungen zur Anwendung dieser Klasse neuer Materialien.
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