HIGHLIGHTS

DNA als Werkstoff fiir die Nanotechnologie

Nanotechnologie —  dieses
Schlagwort umreiflt die gegen-
wirtigen Forschungsaktivititen
zur Herstellung von Struktur-
und Funktionselementen im Na-
nometerbereich. Da eine weitere
Verkleinerung der gegenwirtigen
Mikrosysteme durch ,,engineering
down* (z. B. photolithographi-
sche Methoden) zunehmend ko-
stenaufwendig ist, werden neue
Engineering-up-Strategien  ent-
wickelt, um kleine Molekiilbau-
steine moglichst durch Selbstor-
ganisation zu gréBeren Einheiten
zusammenzufiigen.l!! Auch bio-
logische Makromolekiile wie Pro-
teine und Nucleinsduren kénnten
als Bestandteile nanodimensio-
nierter Systeme verwendet wer-
den. DNA scheint besonders ge-
eignet. Dieses Molekill ist nicht
nur Informationstriger und
strukturchemisch auBerordent-
lich vielfiltig,'?! sondern weist
auch eine hohe physikalisch-che-
mische Stabilitit und mechani-
sche Starrheit auf.3!

DNA koénnte beispielsweise in
der Chip-Herstellung verwendet
werden, um SchaltkreisgréBen
<100 nm zu realisieren. Ein
Konzept von Di Mauro und Hol-
lenberg!®! basiert auf der Herstel-
lung von DNA-Netzstrukturen
an geeigneten Trdgermaterialien
mit Oligonucleotiden (1, Sche-
ma 1) als Initiationspunkten fiir
enzymatische = DNA-Synthesen
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Schema 1. Synthetische DNA-Motive zur Herstellung von DNA-Geriisten: Oligonucleotid 1 mit Haarnadel-Struktur als
Initiationspunkt der enzymatischen DNA-Synthese [4]; drei-[12a] und vierarmige DNA-Junction (3 bzw. 4) [5]; DNA-
double-crossover-Molekiile (5 und 6) [12¢]. Die Pfeilspitzen markieren das 3'-Ende der Oligonucleotid-Komponenten.

oder Hybridisierungen. An diesen Netzstrukturen kénnten leit- mit dem CVD-Verfahren (CVD = chemical vapor deposition)
fdhige Materialien wie Galliumarsenid oder Indiumphosphit abgelagert werden. Durch Schattierungstechniken, wie sie zur
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Priparation von DNA fiir die Elektronenmikroskopie cinge-
setzt werden, konnten mikroelektronische Bauelemente herge-
stellt werden. Kalkulierbarer Vorteil der DNA-Technologie ist
die Préizision von DNA-Biosynthese und Hybridisierung bei der
Matrizenherstellung. Die Abbildungsgenauigkeit photolitho-
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graphischer Verfahren konnte so um zwei GréfBenordnungen
verbessert werden. Auch die GroBenlimitierung wiirde deutlich
kleinere Ausmale annehmen, da die DNA-Doppelhelix ledig-
lich einen Durchmesser von 2 nm hat.

Das Konzept, DNA als Geriist zur prézisen raumlichen Posi-
tionierung von Funktionseinheiten zu nutzen,® 8 wurde kiirz-
lich auf den Aufbau von Uberstrukturen aus DN A-derivatisier-
ten, kolloidalen Goldpartikeln angewendet.[”-® Von derartigen
definierten Anordnungen nanokristalliner Metallcluster (Quan-
tenpunkte) sind neue Materialeigenschaften zu erwarten, die zu
konkreten Anwendungen, z. B. im Bereich der Lasertechnolo-
gie, fithren konnten.”) Dabei werden z. B. Ubergitter oder
Quantenpunkt-Molekiile benotigt, in denen Kristallite aus ver-
schiedenen Materialien in beliebigen Abstinden angeordnet
werden konnen. Bisherige Ansétze beruhten auf Selbstorganisa-
tion oder chemisch-synthetischen Methoden.?!

Mirkin et al.l”! koppelten zwei nichtkomplementire Oligo-
nucleotide durch Thioladsorption in getrennten Reaktionsan-
sdtzen an 13 nm groBe Goldpartikel. Als Linker fiir die DNA-
Cluster-Konjugate wurde ein DNA-Duplex verwendet, der
einen doppelstrangigen Bereich und zwei kohdsive Einzelstrang-
Enden enthielt, die jeweils komplementir zur goldgebundenen
DNA waren. Die Zugabe des Duplexes zu einer Mischung der
beiden Cluster bewirkte die Aggregation und allméhliche Prézi-
pitation des DNA-Kolloids. Die Reversibilitdt des Prozesses
wurde durch die temperaturabhingigen Anderungen der UV/
Vis-Absorptionseigenschaften deutlich. Da die Cluster mehrere
DNA-Molekiile enthielten, entstanden regelméfBige, dreidimen-
sional vernetzte Aggregate, die durch Transmissions-Elektro-
nenmikroskopie (TEM) charakterisiert wurden. Gemall der
Aufnahmen einzelner zweidimensionaler Schichten liegen dicht
gepackte Anordnungen der Kolloide vor mit einheitlichen Parti-
kelabstinden von etwa 6 nm.

Alivisatos et al.l®! synthetisierten definierte Monoaddukte
aus kommerziell erhéltlichen, 1.4 nm groBen Goldclustern, die
eine reaktive Maleinimidgruppe pro Teilchen enthalten. Durch
Kopplung mit thiolierten 18mer-Oligonucleotiden wurden die
Nanokristalle mit einer individuellen ,,Codon‘‘-Sequenz verse-
hen. Durch Zugabe eines einzelstringigen DNA-Templatmole-
kiils, das komplementdre Codons in beliebiger Reihenfolge ent-
halten kann, wurden dann die nanokristallinen Molekiile durch
Selbstorganisation gebildet (Schema 2). Nach diesem Konzept,
nach dem bereits Enzyme und Antikdrper an Nucleinsduren
positioniert wurden,!'!! konnten aus gereinigten DNA-Cluster-
Konjugaten, die Kopf-Kopf- und Kopf-Schwanz-Homodimere
(2a bzw. 2b) als erste Zielmolekille aufgebaut werden. Die
TEM-Charakterisierung der Aggregate ergab, daBl etwa 70%
der Komplexe die erwartete dimere Struktur aufweisen. Die ge-
messenen Abstinde zwischen den Goldclustern in den beiden
Isomeren betragen bei 2a etwa 3 bis 10 und bei 2b ca. 2 bis 6 nm
und sind in Einklang mit Modellbetrachtungen. Auch die trime-
ren Komplexe 2¢ wiesen gemdl TEM-Aufnahmen die erwarte-
ten Strukturen auf.

Durch die DNA-Hybridisierung wird eine einfache Synthese-
strategie eroffnet: Verschiedene Funktionseinheiten werden mit
eindeutigen Codons verkniipft und an Templatstringen ange-
ordnet. So kdnnten mit geeigneten Nucleinsduregeriisten auch
komplexe supramolekulare Strukturen nach dem Baukasten-
prinzip hergestellt werden. Am rationellen Aufbau solcher Ge-
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Schema 2. Aufbau nanokristalliner Molekiile durch DNA-Hybridisierung. Konju-
gate aus Gold-Kolloiden und Oligonucleotid-Codons organisieren sich bei Zugabe
eines Templatstranges zu definierten Uberstrukturen. Mit 3'- oder 5'-derivatisierten
Oligonucleotiden kénnen Kopf-Kopf- oder Kopf-Schwanz-Homodimere (2a bzw.
2b) hergestellt werden. Ein Templat, das die komplementére Sequenz in dreifacher
Wiederholung enthilt, bewirkt die Bildung des Trimers 2¢. Die geschliingelten Li-
nien stellen Spacerketten zwischen DNA und Goldpartikel dar [8].

riiste arbeiten Seeman und Mitarbeiter** ¢! seit etwa 15 Jahren.
Sie nutzen verzweigte DNA-Molekiile mit drei, vier oder mehr
doppelhelicalen Armbereichen (,,DNA-Junctions*, sieche 3 und
4 sowie Schema 3). Diese Bausteine dhneln strukturchemisch
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Schema 3. Herstellung geometrischer Objekte und periodischer Geriiststrukturen
aus DNA. a) Synthese eines Makrocyclus aus bivalenten dreiarmigen DNA-
Junctions (3a) mit zwei kohisiven Enden [13a]. b) Aufbau zweidimensionaler
DNA-Gitter aus tetravalenten Bausteinen. Zur Vereinfachung sind lineare doppel-
helicale Bereiche durch parallele Linien dargestellt [5].
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der Replikationsgabel bzw. den Holliday-Junctions der geneti-
schen Rekombination.!?! Sie sind einfach herzustellen, indem
stochiometrische Mengen der Oligonucleotid-Komponenten
kurz erhitzt und dann schrittweise wieder abgekiihlt werden.
Die Synthese periodischer DNA-Strukturen!! 2! wurde zunichst
ausgehend von dreiarmigen Junctions durchgefiihrt.['2#) Durch
Verkniipfung der kohésiven Enden von 3 mit der DNA-Ligase
entstand ein Gemisch linearer und cyclischer Oligomere, begin-
nend mit dem Trimer. Da sich die doppelhelicalen Arme bei
einer Linge von 5 bis 7 nm wie starre Stdbe verhalten, kénnen
aus dem Anteil cyclisierter Produkte Riickschliisse auf die Va-
riabilitit des Valenzwinkels zwischen den Ligationsarmen der
Molekiile gezogen werden. Auch in nachfolgenden Experimen-
ten mit vier-,!'2" fiinf- und sechsarmigen Junctions!'?! wurde
die hohe Flexibilitit der Bausteine deutlich. Somit sind diese
»einfachen* Motive fiir die Herstellung repetitiver Strukturen
nicht geeignet.

Kiirzlich wurde iiber die Ligation von Double-crossover-Mo-
tiven berichtet.[*2¢) Diese Molekiilklasse enthilt zwei iiber dop-
pelhelicale DNA verbundene Junctions und wird eingeteilt an-
hand der relativen Orientierung der Helixachsen und der Zahl
der Doppelhelix-Halbwindungen zwischen den Kreuzungs-
punkten. Die Polymerisation der Modellverbindung 5 (ein
..DAE-Molekiil*), deren zweite Doméne mit dT,-Schleifen ge-
schlossen ist, fithrt nahezu ausschlieBlich zu linearen Oligome-
ren. Dies ist auf die eingeschrinkte Flexibilitdt der Ligationsar-
me zuriickzufiihren und trat beim Kontrollaggregat 6 nicht auf.
Hier fiihrt die Liicke im Riickgrat der zweiten Helix zu einer
hoheren Beweglichkeit. Die Starrheit der DAE-Molekiile be-
wirkt auch die Bildung relativ langer Oligomere aus bis zu 17
Monomeren, widhrend die Ligation der flexibleren Junctions
(z. B. 3) kaum iiber die Bildung von Heptameren hinausgeht.
Mit strukturverwandten DAE-Motiven, die einen zusitzlichen
Ligationsarm enthalten, sollte die Herstellung periodischer Git-
ter ermdglicht werden.!!2¢!

Geometrische Objekte!'3! lassen sich aus DNA-Bausteinen
herstellen, deren Valenzarme unterschiedliche kohdsive Enden
aufweisen. Die Synthese eines DNA-Molekiils mit vier Eck-
punkten™* gelingt z. B. aus dreiarmigen Bausteinen (3a in
Schema 3) glatt in etwa 15% Ausbeute.'3¥! Der Aufbau einer
komplexeren DNA-Raumstruktur mit acht Eckpunkten!*3"
fuhrte hingegen nur noch zu etwa 1% des Endproduktes. In
dieser kovalent geschlossenen, wiirfelfdrmigen!#! Struktur mit
einer Kantenléinge von etwa 7 nm wird jede der sechs Flidchen
von einem cyclisierten Oligonucleotid gebildet, das iiber zwei
Windungen Doppelhelix mit den vier benachbarten Stringen
verkniipft ist. Mit einer Festphasenmethode!!3°! kénnen ganze
Segmente von DNA-Objekten an Teflon-Oberflichen syntheti-
siert werden. Abgesehen von der deutlichen Ausbeutesteigerung
ist insbesondere die Automatisierbarkeit hervorzuheben. Die
Leistungsfahigkeit dieser Methode wurde bei der Synthese eines
Polyeders mit 24 Eckpunkten deutlich."**¢ Dieser ,,abge-
stumpfte Oktaeder”, ein komplexes [14]Catenan mit sechs qua-
dratischen und acht hexagonalen Flichen, dessen Masse ca.
790 kDa betrigt, konnte immerhin in etwa 1% Ausbeute erhal-
ten werden.

DNA konnte als Werkstoff fiir biotechnische Anwendungen
im Bereich elektrischer, optischer, katalytischer oder numeri-
scher!?®! Funktionseinheiten weitere Vorteile haben: DNA ist
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im wiBrigen Milieu prozessierbar, einfach (z. B. biologisch) ab-
baubar, und die Reversibilitit der Watson-Crick-Basenpaarung
wird ergdnzt durch die Méglichkeit, die Strukturen durch selek-
tives Crosslinking zu fixieren.['®! Auch rechtfertigen die Hoff-
nungen auf hohe dkonomische Gewinne der Nanotechnolo-
gie!® den zur Zeit notwendigen finanziellen Aufwand. Die
stirmischen Entwicklungen im Bereich der Synthese von DNA-
Derivaten!' ™ und -Liganden,!*®! verbesserte Mikroskopie- und
Manipulationstechniken!'®! und die Elektroneniibertragung in
DNARY geben AnlaB, der weiteren Entwicklung der DNA-
Technologie mit Spannung entgegenzusehen.

Stichworte: DNA-Hybridisierung + Nanostrukturen -
molekulare Chemie
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Integrinantagonisten und andere niedermolekulare Verbindungen als Inhibitoren
der Angiogenese — neue Wirkstoffe in der Tumortherapie**

Athanassios Giannis* und Frank Riibsam

Die Angiogenese (Neovascularisation) ist der ProzeB der Bil-
dung neuer Blutkapillaren aus einem bereits existierenden Blut-
gefdl. Sie ist von fundamentaler Bedeutung bei physiologischen
und pathologischen Vorgingen, z. B. bei Embryonalentwick-
lung, Wundheilung, chronischen Entziindungen und malignen
Prozessen.l!! Da fiir das Tumorwachstum eine addquate Blut-
versorgung notwendig ist, wurde von Folkman Anfang der sieb-
ziger Jahre die Ansicht vertreten, daB Angiogenese-Inhibitoren
ein Potential in der Krebstherapie aufweisen.?’ Nachfolgende
Untersuchungen ergaben, dafl nicht nur das Tumorwachstum,
sondern auch die Metastasenbildung von der Angiogenese ab-
hingt.’! In den letzten Jahren wurden viele endogene Regulato-
ren der Angiogenese isoliert und identifiziert. Zu den wichtigen
positiven Regulatoren zdhlen Wachstumsfaktoren wie der
Fibroblastenwachstumsfaktor (basic Fibroblast Growth Fac-
tor, bFGF), der Wachstumsfaktor fiir das vasculidre Endothel
(Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) und der Tumor-
nekrosefaktoro (TNF-o). Ein weiteres Protein, das den Fort-
schritt der Neovascularisation auf verschiedenen Stufen kon-
trolliert, stammt von den Endothelzellen (secreted protein,
acidic, cysteine-rich, SPARC); die Proteolyse von SPARC fiihrt
zu Fragmenten, die die Sequenz Gly-His-Lys enthalten und so-
wohl in vivo als auch in vitro die Angiogenese stimulieren.!*! Zu
den negativen Regulatoren gehoren unter anderem Thrombo-
spondinl, Angiostatin, Thrombozytenfaktor4 und Interfe-
rona. Der komplexe Proze3 der Angiogenese umfa3t folgende
Phasen (Abb. 1): a) Aktivierung von Endothelzellen (EC) und
Perizyten durch die Wachstumsfaktoren, b) Abbau der Basal-
membran des BlutgefiBles durch Proteinasen (Collagenasen,
Plasminogen-Aktivator), ¢) Migration (und Proliferation) von
EC und Perizyten in Richtung des angiogenen Stimulus, d) Bil-
dung eines neuen Kapillarlumens, ) Auftreten von Perizyten

[*] Priv.-Doz. Dr. A. Giannis, Dr. F. Rilbsam
Institut fiir Organische Chemie und Biochemie der Universitit
Gerhard-Domagk-Straie 1, D-53121 Bonn
Telefax: Int. + 228/737778
E-mail: giannis@ uni-bonn.de
[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Gi 204/1-2)
und dem Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt.
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Angio- B
genese. A) Durch einen angiogenen Stimulus P e et
(Pfeil) werden von den Endothelzellen Pro- =/
teinasen (Collagenasen und Plasminogen-Akti- MEC

vator) sezerniert, die die Basalmembran des
BlutgefiBes abbauen (B). C) Die Endothelzellen
proliferieren und wandern anschlieBend inner- X @ @"
halb der extrazelluldren Matrix in Richtung des v 4
angiogenen Stimulus. Die Migration innerhalb
der extrazelluliren Matrix wird durch die anhal-
tende Sekretion von Proteinasen ermoglicht. c
P: Perizyt, EC: Endothelzelle, BM: Basalmem-
bran, PEC: proliferierende Endothelzelle,
MEC: wandernde Endothelzelle.

um das sich formierende GefdB3, f) Bildung einer neuen Basal-
membran, g) Vereinigung der vorderen Enden zweier sich neu
bildender Gefale (Anastomose), so dal3 der BlutfluB ermdglicht
wird.

Beachtliche Fortschritte wurden in den letzten Jahren in der
Erforschung der biochemischen Grundlagen der Angiogenese
erzielt. Der Mechanismus der Migration von Endothelzellen
innerhalb der extrazelluldren Matrix wurde eingehend unter-
sucht: So wird die Adhésion von Endothelzellen an der extrazel-
luldren Matrix durch die Wechselwirkungen des membranstin-
digen Integrins a0, (Vitronectin-Rezeptor) mit der Tripeptid-
sequenz RGD (Arg-Gly-Asp) vermittelt.'! Die Bindung des in
multivalenter Form existierenden Liganden durch das Integrin
fiihrt zur Bildung von Integrinclustern!®! (Abb. 2). Dadurch
wird eine intrazelluldre Signalkaskade initiiert, durch die so-
wohl die Wanderung der Endothelzellen aufrechterhalten als
auch die Zellen vor dem programmierten Zelltod (Apoptosis)
geschiitzt werden. Wird das o, ,-Integrin dagegen mit loslichen
monovalenten RGD-Liganden oder mit ihren Analoga besetzt,
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