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Chemiker sind sehr kreativ bei der Entwicklung von Strate-
gien zur Synthese organischer Nanopartikel. Oft spielen
dabei Polymere eine wichtige Rolle, wie bei der Herstellung
von Polymerdispersionen[1–3] und Dendrimeren[4,5] sowie bei
der Aggregation von Blockpolymeren.[6,7] Ein interessantes
aktuelles Beispiel f/r die letztgenannte Materialklasse sind
lineare, amphiphile DNA-Blockcopolymere (DBCs), die,
durch Mikrophasenseparation induziert, Nanopartikel mit
einer H/lle aus DNA und einem Kern aus einem hydropho-
ben Polymer bilden.[8–10] Solche DBC-Micellen wurden f/r
den Transport von Antisense-Oligonucleotiden oder Wirk-
stoffen,[11,12] f/r den Aufbau thermoreversibler organisch/an-
organischer Netzwerke[13] und als programmierbare Nanore-
aktoren f/r eine Reihe chemischer Umsetzungen verwen-
det.[14] Hier zeigen wir, dass die Gr<ße dieser DBC-Nano-
partikel mithilfe einer enzymatischen Reaktion durch eine
templatunabh>ngige DNA-Polymerase pr>zise kontrolliert
werden kann. Durch eine unterschiedlich lange Inkubation
sph>rischer DBC-Micellen mit dem Enzym wurde die Gr<ße
der Nanoobjekte auf Durchmesser1 zwischen 10 und 23 nm
eingestellt.

Die Terminale Desoxynucleotidyl-Transferase (TdT) ist
eine templatunabh>ngige DNA-Polymerase, die f/r die Er-
zeugung randomisierter genetischer Information verant-
wortlich ist. Dies ist essenziell f/r die Wirksamkeit des ad-
aptiven Immunsystems von Wirbeltieren.[15] Die physiologi-
sche Rolle der TdT besteht darin, die Addition von Desoxy-
ribonucleotidyl-Triphosphaten (dNTPs) an das 3’-Hydroxy-
ende einzelstr>ngiger DNA zu katalysieren. F/r ihre

Polymeraseaktivit>t ben<tigt die TdT eine Primer-Sequenz,
die mindestens drei Nucleotide lang ist und eine freie 3’-OH-
Gruppe aufweist.[16] Bis jetzt wurde die TdTausschließlich zur
Verl>ngerung von DNA alleine verwendet,[17,18] nicht aber bei
der Herstellung von DNA-Hybridmaterialien. Auch /ber das
Einstellen der Gr<ße von Nanopartikeln mithilfe einer DNA-
Polymerase war bislang nicht berichtet worden.

Wir stellten die Hypothese auf, dass die DBC-Nanopar-
tikel als Substrat f/r die TdT fungieren k<nnten; so ließe sich
mithilfe dieses Enzyms ihre Gr<ße einstellen. Zun>chst
wurden die Blockcopolymere vollautomatisch mithilfe eines
DNA-Synthezisers hergestellt. Diese weisen eine freie 3’-OH-
Gruppe auf, da die organische Polymereinheit an das 5’-Ende
gekuppelt wurde.[19,20] Weiterhin besteht das DNA-b-Poly-
propylenoxid (PPO) aus einer Nucleins>ureeinheit mit 22
Nucleotiden (Sequenz: 5’-CCTCGCTCTGCTAATCCT-
GTTA-3’, Mw= 6.670 gmol�1) und einem synthetischen Po-
lymerblock von 6.800 gmol�1.[14] Von diesem amphiphilen
Blockcopolymer ist bekannt, dass es in w>ssrigen L<sungen
sph>rische Micellen bildet.[9] Diese Nanopartikel wurden mit
der TdT bei 37 8C in Gegenwart von Co2+-Ionen und dTTP
inkubiert (siehe Hintergrundinformationen f/r experimen-
telle Details). Nach unterschiedlichen Zeiten (15, 30, 60, 180,
300, 960 min) wurde die Reaktion gestoppt und die Gr<ßen-
zunahme der Nanopartikel analysiert. Dazu wurde die
r>umliche Ausdehnung der Micellen mit drei voneinander
unabh>ngigen Techniken bestimmt: a) Rasterkraftmikrosko-
pie (AFM), b) Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)
und c) Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE).

Um zu untersuchen, wie die enzymatische Verl>ngerung
des Nucleins>uresegments die Struktureigenschaften der
Micellen beeinflusst, wurden die Partikel im Reaktionspuffer
auf einer Glimmeroberfl>che durch AFM im Soft-Tapping-
Modus sichtbar gemacht. Die AFM-Analyse vor Inkubation
mit TdT ergab sph>rische Nanopartikel (Abbildung 1 A).
Von den H<henverteilungen der Micellen wurden Histo-
gramme erstellt, wobei sich im betrachteten Fall eine Maxi-
malh<he hmax von (4.9� 1.2) nm ergab (Abbildung 1B). Die
Teilabbildungen 1C und 1E zeigen die AFM-Topographie-
aufnahmen derMicellen nach 60 min bzw. 16 h Reaktionszeit.
Histogramme der H<henverteilungen wurden f/r mindestens
100 Nanoobjekte erstellt, wobei sich jeweils ein hmax-Wert von
(6.6� 1.4) bzw. (11.2� 1.9) nm ergab (Teilabbildungen 1D
bzw. 1F). Wie Tabelle 1 zeigt, nimmt die H<he der Nano-
partikel mit der Reaktionszeit zu. Die AFM-Messungen be-
legen, dass sich die sph>rische Form der Nanopartikel durch
das Ankn/pfen der Nucleotide mithilfe der TdT nicht ver-
>ndert. AFM hat sich zwar als Methode zur Visualisierung
amphiphiler DBC-Aggregate bew>hrt,[9,11,13,14] erm<glicht
aber nicht die Bestimmung der exakten Maße der Nanoob-
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jekte. Die Gr<ße der Micellen in L<sung muss daher mit FCS
untersucht werden.

FCS ist eine hochempfindliche Analysemethode, die in
den fr/hen 1970er Jahren eingef/hrt wurde, um chemische
Kinetiken in sehr hoher Verd/nnung in biologischen Syste-
men zu untersuchen,[21] und findet seitdem Anwendung in der
analytischen Chemie und der Biologie: So erm<glichte sie
z.B. den Nachweis von DNA-Hybridisierungsereignissen auf
Einzelmolek/lniveau.[22] Weiterhin wurde FCS eingesetzt, um
die Mobilit>t von Proteinen und DNA- oder RNA-Frag-
menten im Cytosol und in Zellorganellen zu untersuchen. Mit
FCS l>sst sich auch die Umwandlung sph>rischer DBC-Mic-
ellen in st>bchenf<rmige Aggregate beobachten.[9] Die
Durchgangszeit der in Puffer frei diffundierenden fluores-
zenten Micellen durch das Anregungsvolumen von 4.5 fL
wurde mithilfe eines konfokalen Mikroskopaufbaus gemes-
sen.[23] Der translatorische Diffusionskoeffizient D wurde aus
den gemittelten Diffusionszeiten berechnet. Da der Diffusi-
onskoeffizient mit dem Reibungskoeffizienten f der hydrati-

sierten Micellen zusammenh>ngt, konnte mithilfe der Infor-
mation /ber die dreidimensionale Gestalt der immobilisier-
ten DBC-Aggregate der Radius r0 der sph>rischen Micellen
aus den FCS-Diffusionsdaten ermittelt werden (siehe
Hintergrundinformationen). Vor der Reaktion mit TdT
wurden die DBC-Micellen durch Hybridisierung mit der
komplement>ren DNA-Sequenz, die mit Alexa488 (Invitro-
gen, USA) am 5’-Ende funktionalisiert wurde, markiert. Ein
Prozent der DNA-b-PPOs wurde mit dem Chromophor ver-
sehen, sodass die vorherrschende Form der DNA der Corona
einzelstr>ngig blieb. In Gegenwart von TdTund dTTPs f/hrte
die enzymatische Verl>ngerung der Einzelstrang-DNA, wie
aus den Diffusionszeiten berechnet, zu einer Zunahme des
hydrodynamischen Radius der Micellen. Nach 16-st/ndiger
Reaktion mit TdT zeigten die FCS-Daten eine 2.6-fache
Zunahme der mittleren Diffusionszeit tD verglichen mit den
Micellen, die nicht reagiert hatten. F/r eine detaillierte
Analyse der Autokorrelationsfunktionen musste jedoch eine
Anpassung f/r zwei diffundierende Komponenten verwendet
werden.[24,25] Die l>ngeren Diffusionszeiten der markierten
Micellen variierten von tD2� 280 ms bei einer TdT-Reakti-
onszeit von 15 min bis zu tD2� 650 ms bei einer Reaktionszeit
von 16 Stunden. Die kurze Diffusionszeit mit tD1� (60�
12) ms war >hnlich derjenigen des Referenzfarbstoffs Rho-
damin 110 (tD = (43� 1) ms) und r/hrte h<chstwahrscheinlich
von Fluoreszenzverunreinigungen her. F/r die DBC-Micellen
wurden mittlere Durchmesser von (9.9� 1.1), (10.8� 0.6) und
(12.4� 0.8) nm nach entsprechend 15, 30 und 60 min gefun-
den. Mit zunehmender Reaktionszeit vergr<ßerte sich der
Durchmesser der Micellen auf (13.7� 1.3) nm (3 h) und
(17.5� 1.4) nm (5 h). Eine Verl>ngerung mit TdT /ber 16 h
resultierte in einemMicellendurchmesser von (23.0� 0.8) nm
(Abbildung 2A und Tabelle 1). Diese Werte best>tigen die
mit den AFM-Messungen erhaltenen Trends der Gr<ßenzu-
nahme der Micellen (Abbildung 2B). Aus den FCS-Daten
kann geschlossen werden, dass die Micellen durch die Im-
mobilisierung aufgrund von Wechselwirkungen mit der
Oberfl>che und/oder dem AFM-Abbildungsverfahren abge-
flacht werden.

Zur Bestimmung der Zahl der Nucleotide, die bei zu-
nehmenden Inkubationszeiten mit dem Emzym angef/gt
werden, wurden die mit Thymidin(T)-Resten verl>ngerten
DBCs durch PAGE analysiert (Abbildung 3). F/r eine m<g-
lichst genaue Absch>tzung war die Synthese von DBCs mit
definierten Molekulargewichten erforderlich. Dazu wurden
DNA-b-PPO-Blockcopolymere aus der 22mer-Sequenz und
zus>tzlichen, an das 3’-Ende gebundenen Thymidin-Ab-
schnitten unterschiedlicher L>nge (0, 10, 20, 40 und 60 T-
Reste) hergestellt. Die Synthese der Molekulargewichts-
standards erfolgte gem>ß einer publizierten Vorschrift.[14] Aus
der gelelektrophoretischen Analyse geht hervor, dass die
Inkubation mit TdT f/r 15, 30, 60, 180, 300 und 960 min zu
einer Ankn/pfung von 6� 4, 11� 3, 22� 5, 35� 8, 43� 7 bzw.
62� 11 T-Resten f/hrte. Außerdem erm<glichte dies die
Korrelation der Micellengr<ße mit der durch das TdT-Enzym
erreichten L>ngenzunahme der Nucleins>ure-Abschnitte der
DBCs (Tabelle 1). So nahm z.B. der Durchmesser der Ag-
gregate bei einer durchschnittlichen Anheftung von 62 T-
Resten an die DNA-Micellencorona um 13.4 nm zu.

Abbildung 1. Rasterkraftmikroskopische Untersuchung von DNA-Block-
copolymer-Nanoobjekten, deren Enden durch TdTmit Thymidinresten
verl<ngert wurden. A, C und E zeigen Topographieaufnahmen mit glei-
cher Skala nach unterschiedlichen Reaktionszeiten. B, D und F sind
die dazugeh9rigen Histogramme der H9hen h der Nanostrukturen.

Tabelle 1: Charakterisierung von DNA-Blockcopolymer-Micellen, die
durch die TdT-Reaktion vergr9ßert wurden.

t [min] 1[a] [nm] hmax
[b] [nm] angef/gte T-Segmente[c]

0 9.6�0.9 4.9�1.1 –
15 9.9�1.1 5.1�1.4 6�4
30 10.8�1.6 5.2�1.3 11�3
60 12.4�0.8 6.6�1.4 22�5
180 13.7�1.3 7.2�1.5 35�8
300 17.5�1.4 8.3�1.6 43�7
960 23.0�0.8 11.2�1.9 62�11

[a] Auf Grundlage der FCS-Analyse ermittelt, [b] aus AFM-Messungen
abgeleitet und [c] /ber PAGE bestimmt.
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Die Synthese von linearen Blockcopolymeren durch eine
Kombination „konventioneller“ Polymerisierungstechniken
mit enzymatischen Polymerisationen ist bereits demonstriert
worden.[26–28] Dabei wurde der eine Block durch radikalische
Atomtransferpolymerisation generiert, w>hrend der andere,
ein Polyesterblock, durch Lipasen erzeugt wurde. Diese

Blockcopolymere wurden zwar hinsichtlich ihrer chemischen
Zusammensetzung charakterisiert, aber eine weiterf/hrende
Analyse des Aggregationsverhaltens dieser Materialien
wurde nicht vorgenommen. Gew<hnlich wird die Gr<ße der
resultierenden Micellen /ber die L>ngen der einzelnen Po-
lymerbl<cke bestimmt. Im hier vorgestellten Beitrag wurde
eine Verl>ngerung der Blockcopolymere nach deren Aggre-
gation erreicht. Unsere Methode erm<glicht eine einfache
Kontrolle der Gr<ßenzunahme von Nanopartikeln, indem
eine templatunabh>ngige DNA-Polymerase unter milden
isothermen Bedingungen in w>ssriger L<sung eingesetzt wird.
So war es m<glich, die Micellengr<ße auf das bis zu 2.4-Fache
zu erh<hen. Weitere Studien werden sich auf die Verwendung
der TdT f/r andere Nanopartikel konzentrieren, z.B. DNA-
Nanopartikel mit einem anorganischen Kern.

Eingegangen am 31. Juli 2007
Online ver<ffentlicht am 21. Dezember 2007
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Abbildung 2. A) Autokorrelationsfunktionen der DBC-Nanopartikel
nach unterschiedlichen Inkubationszeiten mit TdT. B) Die Graphen re-
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(*) und die aus den AFM-Daten gewonnenen mittleren Maximalh9hen
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Abbildung 3. Gelelektrophoretische Analyse der DBCs nach unter-
schiedlichen Reaktionszeiten mit TdT. Aufgetragen wurden: DNA-b-
PPO-Molekulargewichtsstandards (1) und die Produkte nach Inkubati-
on mit TdT f/r 15 min (2), 30 min (3), 60 min (4), 3 h (5), 5 h (6) und
16 h (7).
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