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Amphiphile Blockcopolymere ordnen sich in Losung zu einer
Vielzahl verschiedener Morphologien. Meistens entstehen
Kugeln, Stibchen oder Vesikel,'? gelegentlich wurden aber
auch Lamellen, grole Verbundvesikel, hexagonal gepackte
hohle Ringe, grofe Verbundmicellen und zwiebelformige
Strukturen erhalten.®’! In den letzten Jahren versuchte man,
diese in Losung vorliegenden Morphologien auf unter-
schiedliche Art und Weise zu modifizieren. Fiir bestimmte
Blockcopolymertypen gelang die Reorganisation durch An-
derung des Salzgehaltes, des pH-Wertes,*® der Polymer-
konzentration”®! und der Losungsmittelzusammenset-
zung.” ! Andere Versuche, die Struktur der supramoleku-
laren Aggregate von Blockcopolymeren zu verdndern, be-
ruhten auf der chemischen Modifizierung des Polymers in
situ™ und der thermisch induzierten Schmelze und Kristal-
lisation.!™!

Kiirzlich wurde eine neue Art von Hybridmaterialien
(oder molekularen Chiméren) eingefiihrt, die ein Nuclein-
sduresegment und eine organische Polymereinheit ent-
halt.1*11 - Amphiphile DNA-Blockcopolymere bilden in
wiassriger Losung, genau wie andere Polyelektrolyt-Blockco-
polymere, sphirische Micellen. Diese Micellen mit einer
Korona aus einzelstriangiger (ss-)DNA wurden fiir den
Transport von Antisense-Oligonucleotiden (ODNs),”! fiir
die Hybridisierung mit DNA-beschichteten Goldnanoparti-
keln™ und als programmierbare dreidimensionale Geriiste
fiir DNA-gestiitzte organische Reaktionen verwendet."”]

Hier wird ein neues Konzept zur Steuerung des Aggre-
gationsverhaltens von Blockcopolymeren vorgestellt. Sphé-
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rische DNA-Blockcopolymermicellen werden mit langen ss-
DNA-Templatmolekiilen hybridisiert, die mehrmals die
komplementdre Sequenz der Micellenkorona codieren.
Durch diesen molekularen Erkennungsmechanismus @ndert
sich die Form der Micellen von Kugeln zu einheitlichen
Stabchen. Durch das Templat kann sogar die Lénge der
Stabchenaggregate vorgegeben werden. Visualisiert wird der
supramolekulare Reorganisationsprozess durch Rasterkraft-
mikroskopie (SFM). AuBerdem werden die Form und Ab-
messungen der verschiedenen Blockcopolymeraggregate mit
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) verifiziert.

Das Ziel dieser Studie war es, zu untersuchen, wie die
Struktureigenschaften von DNA-Blockcopolymermicellen
durch Hybridisierung verdndert werden konnen. Dabei wird
die ss-Nucleinsdureschale der Micellen durch Watson-Crick-
Basenpaarung in doppelstriangige (ds-)DNA {iberfiihrt. Fiir
diesen Zweck wurden DNA-b-Polypropylenoxid(PPO)-Po-
lymere ausgewihlt. Die Griinde dafiir sind wie folgt: Erstens
konnen sie im Milligramm-MaBstab, vollautomatisch und in
einem einzigen Prozess mithilfe eines DNA-Syntheseappa-
rates hergestellt werden."”! Zweitens weist der organische
Polymerblock PPO eine niedrige Glasiibergangstemperatur
auf (Tg=-70°C). Dies garantiert, dass die Blockcopoly-
meraggregate einfach in Losung erzeugt werden konnen,
ohne dass organische Cosolventien und eine nachfolgende
Dialyse erforderlich sind. Zusétzlich wird die Bildung von
kinetisch stabilisierten, ,,eingefrorenen“ Micellen verhindert,
wie sie fiir Blockcopolymere mit einem glasigen hydrophoben
Block bekannt sind. Somit ist es moglich, die Micellaggregate
im thermodynamischen Gleichgewicht zu untersuchen. Das
ss-DNA-b-PPO-Polymer wird analog einer publizierten Vor-
schrift synthetisiert."”! Das biologische Segment besteht aus
einem 22-mer ODN (5-CCTCGCTCTGCTAATCCTTG-
TTA-3', M,,= 6670 gmol "), und der organische Block hat ein
Molekulargewicht von 6800 gmol .

Micellen aus diesem Material wurden mit der komple-
mentdren  Sequenz  (5-TAACAGGATTAGCAGAGC-
GAGG-3') hybridisiert. Dabei wurden DNA-Blockcopoly-
mermicellen mit einer ds-DNA-Schale gebildet (Abbil-
dung 1a). Um zu untersuchen, ob die Hybridisierung die
Struktureigenschaften der Micellen beeinflusst, wurden diese
mit SFM visualisiert. Die Messungen wurden im Soft-Tap-
ping-Modus im Hybridisierungspuffer auf einer Glimmer-
oberfliche durchgefiihrt. Obwohl die Immobilisierung und
der Abbildungsprozess die Morphologien der Micellen
andern konnen, hat sich die SFM zur Untersuchung amphi-
philer DNA-Blockcopolymer-Aggregate bewihrt.'™! Vor
und nach der Doppelhelixbildung zeigen die SFM-Topogra-
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Abbildung 1. Die Hybridisierung von ss-DNA-b-PPO-Micellen mit ver-
schiedenartigen DNA-Molekiilen (schematisch). a) Basenpaarung mit
einer kurzen komplementiren Sequenz fiihrt zu Micellen mit einer ds-
Korona, verandert die Gestalt der Aggregate aber nicht. b) Hybridisie-
rung mit einem langen DNA-Templat resultiert in stibchenférmigen
Micellen aus zwei parallelen Doppelhelices.

phiebilder sphérische Micellen (Abbildung 2a,b). Von den
Hohenverteilungen der Micellen vor und nach der Basen-
paarung wurden Histogramme erstellt (Abbildung2c); in
beiden Fillen variierte die maximale Hohe von 2 bis 11 nm.
Fiir ss-Micellen wurde eine durchschnittliche Hohe von (5.2 4+
1.8) nm erhalten (aus 117 Micellen in 5 SFM-Bildern), fiir ds-
Micellen betrug der Wert (5.8 +1.6) nm (aus 116 Micellen in 9
SFM-Bildern). Die SFM-Messungen zeigen, dass eine Hy-
bridisierung von ss-DNA-Blockcopolymermicellen mit der
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Abbildung 2. a,b) SFM-Bilder von sphirischen DNA-b-PPO-Micellen
vor (a) und nach (b) der Hybridisierung mit einer kurzen komplemen-
tidren Sequenz. (Die Héhe wird durch die Farbskala an der linken Seite
angezeigt.) c) Héhenprofile von sphirischen ss- und ds-DNA-b-PPO-
Micellen.
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komplementéiren Sequenz die sphérische Form der Micellen
nicht verandert. Die Abweichungen der Durchschnittshéhen
bei ss- und ds-Micellen konnen aus unterschiedlichen La-
dungsdichten in der Korona und Micellendeformationen re-
sultieren, die durch Anderungen in den Soft-Tapping-Modus-
Parametern herbeigefiihrt werden. Um Oberflicheneffekte
auszuschlieBen, ist es wichtig, die Struktureigenschaften der
Micellen in Losung zu untersuchen. Hierzu wurden ss- und
ds-Micellen mit einer Farbstoffmarkierung (Alexa-488) in
FCS-Experimenten studiert.

FCS ist eine hochempfindliche Analysemethode,?”! die
zur Bestimmung der Bindungsaffinitdten von fluoreszenz-
markierten Biomakromolekiilen verwendet wird. Auf diese
Weise konnte zum Beispiel die DNA-Hybridisierung einzel-
ner Molekiile verfolgt werden.”!! Ferner wurde FCS ange-
wendet, um Konformationsinderungen bei Enzymen® oder
Polymeren™! durch Anderung der Diffusionseigenschaften
zu detektieren. Hier wurde die Durchgangszeit von frei dif-
fundierenden fluoreszierenden Micellen durch ein Anre-
gungsvolumen von 4.5 fLL in Puffer mit einem konfokalen
Mikroskop gemessen.” Der Diffusionskoeffizient D wurde
aus den durchschnittlichen Diffusionszeiten berechnet. Da
der Diffusionskoeffizient mit dem Reibungskoeffizient f der
hydratisierten Micellen zusammenhéngt, konnte mithilfe der
Information iiber die dreidimensionale Form der immobili-
sierten DNA-Blockcopolymer-Aggregate der Radius r, fiir
die sphérischen Micellen aus den FCS-Diffusionsdaten (siche
Hintergrundinformationen) berechnet werden. Fiir die ss-
DNA-Micellen wurde ein durchschnittlicher Radius von
(5.6 £0.5) nm ermittelt, bei den ds-DNA-Micellen betrug der
Radius (5.3 +£0.5) nm. Diese Werte stimmen mit den Ergeb-
nissen der SFM-Messungen gut iiberein. Auflerdem deuten
die FCS-Daten darauf hin, dass die Micellen durch die Im-
mobilisierung abgeflacht sind. Dies rithrt méglicherweise von
Wechselwirkungen mit der Substratoberflache her oder wird
durch das SFM-Abbildungsverfahren verursacht.

Nach der Hybridisierung von ss-Micellen mit der kom-
plementiiren Sequenz wurde die Anderung der Morphologie
der DNA-Blockcopolymer-Aggregate untersucht, wenn lange
DNA-Molekiile verwendet werden. Die Sequenz dieser
Template wurde so gewéhlt, dass sie die komplementére Se-
quenz von DNA-b-PPO mehrmals codieren. An die Template
T110 (5-TAACAGGATTAGCAGAGCGAGG)s-3') und
T88 (5-TAACAGGATTAGCAGAGCGAGG),-3') konnen
5 bzw. 4 DNA-b-PPO-Polymere angelagert werden. Fiir die
Hybridisierungsexperimente wurde das Verhiltnis von
Blockcopolymer zu langen DNA-Molekiilen so eingestellt,
dass die Template vollstdndig hybridisiert wurden. Die ent-
standenen Strukturen wurden mit SFM auf einer Glimmer-
oberfliche untersucht. Fiir das Hybridisierungsprodukt aus
DNA-b-PPO und T110 konnten keine sphérischen Objekte
mehr detektiert werden, statt dessen wurden stdabchenartige
Strukturen mit einer durchschnittlichen Hohe von (1.95+
0.1) nm und einer Linge von (29.1+6.5) nm beobachtet
(Abbildung 3a—f). Die Form und Grofe dieser Strukturen
entsprechen dem Modell in Abbildung 1b. Nach der Hy-
bridisierung 16sen sich die sphirischen DNA-Blockcopoly-
mermicellen auf, und die DNA-b-PPOs werden linear entlang
des Templatmolekiils ausgerichtet. Dabei ist das Nuclein-
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Abbildung 3. a) SFM-Topographiebild der Hybridisierungsprodukte von
DNA-b-PPO und T110. b—e) Nahaufnahmen von stibchenférmigen
Micellen aus zwei DNA-Helices, die parallel zueinander ausgerichtet
sind und ein Dimer bilden. b) und c) sind Nahaufnahmen und wurden
mit einer hoheren Auflésung aufgenommen als (a). d) und e) sind to-
pographische Abbildungen, die bei anderen Experimenten unter dhnli-
chen Bedingungen aufgenommen wurden. f) Histogramm der Hohe
der stibchenférmigen Aggregate. g) Hohenprofil entlang der einge-
zeichneten Linie in (b).

sduresegment des DNA-Blockcopolymers an der Bildung der
Doppelhelix mit dem Templat beteiligt, wéhrend der hydro-
phobe Block aus der ds-DNA herausragt. Induziert durch
hydrophobe Wechselwirkungen der PPO-Reste, dimerisieren
die DNA-PPO-Hybride bei diesem Prozess, sodass stidb-
chenférmige Micellen gebildet werden (Abbildung 3b-e).
Die parallele Anordnung zweier Doppelhelices in einem
Abstand von 3-4 nm kann durch eine Querschnittsanalyse
senkrecht zur Langsachse der supramolekularen Anordnung
nachgewiesen werden (Abbildung 3g). Die Hohe der stidb-
chenformigen Aggregate entspricht Werten, die vorher fiir ds-
DNA erhalten wurden.”” Die stibchenformigen Micellen
sind ein wenig kiirzer als erwartet fiir ds-DNA, welche die-
selbe Anzahl an Nucleotiden enthilt wie das Templat T110
(37.4 nm), wenn man von einem Beitrag von 0.34 nm pro
Basenpaar ausgeht.

Zwei unterschiedliche Kontrollexperimente wurden
durchgefiihrt: Zum einen wurden DNA-H-PPO-Micellen mit
einem 110-mer ODN inkubiert, das nicht zur Sequenz der
Micellen komplementér ist. Dabei blieben die Strukturei-
genschaften der sphirischen Micellen unveriandert (nicht ge-
zeigt). Zum anderen wurde das Templat T110 mit einem nicht
polymermodifizierten ODN hybridisiert, das die komple-
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mentédre Sequenz der Micelle codiert. Durch SFM wurden
erwartungsgeméf ds-DNA-Molekiile detektiert, aber keine
Dimerbildung.

Um zu beweisen, dass sphédrische DNA-Blockcopoly-
mermicellen generell in amphiphile Stdabchen umgewandelt
werden konnen, indem man lange DNA-Template verwendet,
wurde DNA-b-PPO mit T88 hybridisiert. Die SFM-Analyse
bestédtigte das Verschwinden der sphérischen Micellen und
die Bildung der stibchenférmigen Strukturen, die aus zwei
parallelen Doppelhelices von (22.7+5.1) nm Léinge und
(1.724+0.2) nm Hohe bestehen (siche Hintergrundinforma-
tionen). Die Lingenausdehnung ist wiederum etwas geringer
als fiir ds-DNA mit 88 Nucleotiden (29.9 nm).

Die SFM-Resultate wurden durch FCS-Experimente er-
génzt, um die Bildung von stébchenférmigen Micellen auch in
Losung nachzuweisen. Zu diesem Zweck wurden sphérische
ss-DNA-Blockcopolymermicellen mit T110-Templaten hy-
bridisiert, die den Fluorophor Cy3 tragen. Als Kontrolle
wurde das markierte Templat T110 mit der DNA-Sequenz aus
DNA-b-PPO, allerdings ohne Polymereinheit, hybridisiert,
was zur Bildung eines ds-DNA-Molekiils fiihrte.

Die dreidimensionale Form der Micellen und der ds-
DNA-Kontrolle wurden in Pufferlosung mithilfe von Diffu-
sionsmessungen untersucht. Ahnlich wie bei den sphérischen
Micellen hingt der Reibungskoeffizient f,, der stibchen-
formigen Micellen mit dem effektiven Radius dieser Objekte
zusammen. Werden nun die gemessenen Liangenverhéltnisse
Ppimer = 6.3 des Dimers und Ppy, = 19 des ds-DNA-Molekiils
verwendet, so sollten die Diffusionszeiten von der Kontrolle
zu den amphiphilen Stibchen um den Faktor 1.16 ansteigen
(siehe Hintergrundinformationen). In Abbildung 4 sind die
Autokorrelationsfunktionen der stdbchenférmigen Micellen
und der ds-DNA-Kontrollen abgebildet. Diese zeigen eine
durchschnittliche Diffusionszeit von 7, =(1.9+0.1) ms fiir
die Hybridisierungsprodukte aus DNA-b6-PPO und T110
sowie 7, =(1.47+0.1) ms fiir die Kontrolle. Das Verhiltnis
der Diffusionszeiten (1.29) bestitigt die Erwartungen, dass
die Stdbchenform der hydratisierten Micellen und der ds-
DNA-Molekiile auch in Losung erhalten bleibt.
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Abbildung 4. Normalisierte Autokorrelationsfunktionen der Hybridisie-
rungsprodukte von DNA-b-PPO und T110 in Lésung (durchgezogene
Linie), der ds-DNA von T110 und Oligonucleotiden ohne PPO-Funktio-
nalisierung als Kontrolle (gestrichelt-gepunktete Linie) und Rhoda-
min 6G in Wasser (gestrichelte Linie) als Standard. t,,, = Korrelations-
zeit.
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Hier wurde ein konzeptionell neuer Ansatz auf der
Grundlage der molekularen Erkennung prisentiert, um se-
lektiv die Struktureigenschaften von Polyelektrolyt-Block-
copolymermicellen zu verdndern. Die Hybridisierung von
DNA-Blockcopolymer-Aggregaten mit kurzer DNA-Einheit
hat keinen signifikanten Einfluss auf die Struktureigenschaf-
ten, die Basenpaarung mit langen DNA-Templaten resultiert
hingegen in einer Umwandlung von sphirischen zu stib-
chenféormigen Micellen. Das Watson-Crick-Motiv richtet die
hydrophoben Polymersegmente entlang der DNA-Doppel-
helix aus, was zu einer selektiven Dimerbildung auf der
Oberflache fiithrt. Auch die Lange der entstehenden stdb-
chenformigen Micellen konnte durch die Anzahl der Nucle-
otide in den Templaten eingestellt werden. Charakteristisch
fiir diese neuartige Strategie sind die Sequenzspezifitdt und
die einheitliche Struktur der entstehenden Micellen. Diese
Studie zeigt zum ersten Mal, dass DNA-Nanostrukturen, die
normalerweise durch Basenpaarung von komplementéren ss-
ODN-Sequenzen® ¥ erzeugt werden, auch mithilfe von hy-
drophoben Wechselwirkungen aufgebaut werden konnen.
Damit steht der DNA-Nanotechnologie ein neues Verfahren
zur Strukturbildung zur Verfiigung.
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