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Seit den wegweisenden Arbeiten zur Synthese und Cha-
rakterisierung dendritischer Molekiile in den spéaten 1970er
Jahren wurde eine Vielzahl von chemischen Dendrimeren fiir
eine Reihe von Anwendungen in der Sensorik und den Ma-
terialwissenschaft entwickelt.) Im Zusammenhang mit den
Fortschritten bei der Synthese kiinstlicher Desoxyribonuc-
leinsaure(DNA)-Oligonucleotide mithilfe von Festphasen-
Phosphoramidit-Verfahren? erkannten Horn und Urdea,
dass dieser Ansatz die Konstruktion gabel- und kammf&rmi-
ger DNA-Oligomere (1 und 2) erméglicht,”! die als Bausteine
fiir die Herstellung von DNA-Dendrimeren mithilfe spezifi-
scher Watson-Crick-Basenpaarung verwendet werden kon-
nen. Tatsdchlich erwies sich ihr Ansatz als realisierbar und
resultierte in der Entwicklung kommerzieller diagnostischer
Tests fiir Nucleinsduren aus Pathogenen wie HIV (Mensch-
liches Immunschwiche-Virus) oder HCV (Hepatitis-C-Vi-
rus).*! Zur gleichen Zeit wurde durch eine bahnbrechende
Arbeit von Seeman die Entwicklung dendritischer DNA-
Uberstrukturen eingeleitet.’! Seeman erbrachte den Nach-
weis, dass DNA-Kreuzungsmotive, so genannte drei- und
vierarmige Kreuzungen (3 bzw. 4), durch Selbstorganisation
kiinstlicher Oligonucleotide herstellbar sind. Wenn die
Kreuzungsmotive einzelstrangige Uberhiinge (,,klebrige En-
den®, ,sticky ends“) aufweisen, konnen sie als oligovalente
Bausteine fiir den Aufbau Dendrimer-artiger Uberstrukturen
fungieren, die definierte Struktureigenschaften im Nanome-
terbereich aufweisen. Diese Pionierarbeit legte den Grund-
stein fiir das hochinnovative Forschungsgebiet der DNA-
Nanotechnologie,’® in der Motive wie 3 und 4, aber auch
komplexere Motive, vielfach als Bausteine fiir rational kon-
struierte, zweidimensionale Nanoarrays oder dreidimensio-
nale Drahtgitterobjekte eingesetzt werden."! Auch die durch
ein Effektormolekiil ausgeloste, kinetisch kontrollierte
Selbstorganisation dendritischer DNA-Strukturen wurde be-
reits beschrieben.®” Zusitzlich zu reinen DNA-Bausteinen
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wurde auch eine Vielzahl oligovalenter DNA-Molekiile mit
chemischen Verzweigungen als Komponenten fiir die DNA-
Nanokonstruktion hergestellt. Beispiele hierfiir sind Nickel-
cyclamderivate (5),1% Porphyrinderivate (6),!! verzweigte
Phosphoramidite (7)," Trisoligonucleotide (8),* dreiar-
mige Oligonucleotid-funktionalisierte Module (tripoidal oli-
gonucleotide-functionalized modules, TOMs, 9),*! Adeno-
sinbis(phosphat)-Derivate (z.B. 10)!*!7! sowie weitere Lin-
ker' ! fiir die Generierung dendritischer DNA-Struktu-
ren.

Vor wenigen Jahren erkannten Luo und seine Mitarbeiter
das Potenzial verzweigter Kreuzungsmotive, die sie Y-, T- und
X-DNA (3a, 3b bzw. 4) nannten, fiir die Herstellung Den-
drimer-artiger DNA (dendrimer-like DNA, DL-DNA).? In
einer ersten Demonstration verwendeten sie ein isotropes Y-
DNA-Motiv mit drei identischen klebrigen Enden, um es mit
drei Molédquivalenten eines zweiten, anisotropen Bausteins zu
hybridisieren und zu ligieren. Ein solcher zweiter Baustein
trug ein klebriges Ende, das zu denen des ersten Bausteins
komplementér war, sowie zwei identische nichtkomplemen-
tire klebrige Enden. So wurde DL-DNA der ersten Gene-
ration (G;-DL-DNA) erhalten, die sechs klebrige Enden
enthilt und somit die enzymatische Anbindung von sechs
Moldquivalenten einer weiteren Y-DNA zur Bildung der
zweiten Generation von DL-DNA ermdéglicht. Eine nach-
folgende Kupplung weiterer anisotroper Y-DNA ermdoglichte
den Aufbau von DL-DNA hoherer Generationen (G;-, G-,
G;-DL-DNA). Mithilfe von Gelelektrophorese, TEM
(Transmissionselektronenmikroskopie) und AFM (atomic
force microscopy, Rasterkraftmikroskopie) wurde nachge-
wiesen, dass die in hoher Ausbeute und Reinheit anfallende
DL-DNA definierte molekulare Spezies bildet.””! Das ge-
richtete, schrittweise Wachstum der DL-DNA aus Y-formigen
Bausteinen verhinderte eine Selbstligation und die Bildung
cyclischer Produkte, die teilweise frithere Arbeiten mit Pso-
ralen-vernetzter dendritischer DNA (11) behindert ha-
ben.[21,22]

Wihrend chemische Dendrimere iiblicherweise isotrop
sind, kann DL-DNA sowohl isotrop als auch anisotrop auf-
gebaut werden. Um zu demonstrieren, dass die zweite Vari-
ante zu neuen Anwendungen fithren kann, nutzten Luo und
Mitarbeiter die DL-DNA als fluoreszierende Nanostrich-
codes fiir den Parallelnachweis pathogener DNA (Abbil-
dung 1).?1 Aus Y-DNA-Motiven wurde eine kleine Bi-
bliothek verschiedener DL-DNA-Molekiile hergestellt, die
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jeweils eine unterschiedliche Zahl griiner (Alexa Fluor 488)
und roter (Bodipy 630/650) Fluorophore trugen, sowie eine
Zielmolekiil-spezifische  einzelstringige Sondensequenz
(Abbildung 1a,b). Die Detektion von Verhiltnissen der
Fluoreszenzintensitit von griinen (G) und roten (R) Fluoro-
phoren ermoglichte die eindeutige Identifizierung einzelner
DL-DNA-Nanostrichcodes (Abbildung 1¢) und somit die
gleichzeitige Analyse unterschiedlicher Zielmolekiile. Mit
DNA-Zielmolekiilen, die aus Pathogenen wie B. anthracis,
Ebola- oder SARS-Viren stammten, wurde die Eignung die-
ser Methode fiir die Paralleldetektion anschaulich durch
zielspezifische Sandwich-Hybridisierung auf Polystyrol-Mi-
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kroperlen demonstriert (rechtes Bild in Abbildung 1c). Es
konnte eine rasche Detektion von > 600 attomol des Ziel-
molekiils unter Verwendung von Durchflusszytometrie er-
reicht werden.!

In einer aktuellen Arbeit verbesserten und verallgemei-
nerten Luo und Mitarbeiter die Nanostrichcodemethode
durch Einsatz einer Komponente, die sich photochemisch
vernetzen lisst.™ Aus unterschiedlich vielen Y- und X-DNA-
Motiven schufen sie anisotrope, verzweigte und vernetzbare
Bausteine (anisotropic, branched, and crosslinkable building
blocks, ,,ABC-Monomere*), aus denen multifunktionale
Nanoarchitekturen aufgebaut wurden. Wie in Abbildung 1d
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Abbildung 1. Anisotrope DL-DNA fiir die Biosensorik. a) DL-DNA-Aufbau zur Erstellung einer Bibliothek von Nanostrichcodemolekiilen mit unter-
schiedlich vielen griinen (G =Alexa fluor 488) und roten (R=Bodipy 630/650) Fluorophoren. b) Die Verhiltnisse der relativen Fluoreszenzintensi-
titen Iy . von G zu R unterscheiden sich stark zwischen den fiinf DL-DNA-Molekiilen, was eine eindeutige Identifizierung der Zielsequenz er-
mdglicht. Im linken Bild in (c) wurden die fiinf Strichcodemolekiile 4GTR, 2G1R, 1G1R, TG2R und 1G4R (Bahnen 2-6) mithilfe eines Agarosegels
analysiert, zusammen mit G- und R-markierten Startoligonucleotiden (Bahn 1 bzw. 7). Im rechten Bild in (c) sind Nanostrichcodemolekiile mit
Zielsequenzen hybridisiert, die selbst durch sequenzspezifische Hybridisierung an Polystyrol-Mikroperlen gebunden waren (Maf3stabsbal-

ken=5 pum). Da jede Perle viele Zielmolekiile trug, konnte die Anbindung der Nanostrichcodes einfach durch Fluoreszenzmikroskopie beobachtet
werden. d) Zielmolekiil-gesteuerte Photopolymerisation von ABC-Monomeren, die zwei Arten von Quantenpunkten (rote und griine Kugeln), eine
photochemisch vernetzbare PEGA-Einheit (schwarzes Symbol, =) und eine Zielerkennungssequenz (blaue und magentafarbene, leiterartige Sym-
bole) enthalten. Zwei ABC-Monomere werden in Gegenwart der Ziel-DNA durch Hybridisierung verbunden, und die resultierenden Dimere kénnen
zu Polymernanopartikeln photopolymerisiert werden. Diese kénnen spezifisch durch Zwei-Farben-Fluoreszenzmikroskopie (rechts im Bild) anhand
des Farbverhiltnisses der beiden Quantenpunkttypen identifiziert werden (Mafistabsbalken =5 um). Wiedergabe aus Lit. [24,25] mit Genehmi-

gung. Copyright Nature Publishing Group.

gezeigt, enthielt ein exemplarisches ABC-Monomer vier
funktionale Teile, einen griinen und einen roten Quanten-
punkt, eine photovernetzbare Poly(ethylenglycol)monoacry-
lat(PEGA)-Einheit sowie eine zielspezifische Erkennungs-
sequenz. Zwei solcher ABC-Monomere, die beide Erken-
nungssequenzen fiir ein bestimmtes Zielmolekiil tragen,
werden in Gegenwart des Zielmolekiils durch Hybridisierung
verbunden und bilden so einen Diacrylatblock — ein ABC-
Dimer —, der photopolymerisiert werden kann, um ein ma-
kroskopisches Polymermaterial zu bilden. Interessanterweise
war die Polymerisationseffizienz sehr hoch und fiihrte zur
Bildung von nahezu kugelférmigen Partikeln mit Durch-
messern um 400 nm. Da die Photovernetzung nur in Gegen-
wart der komplementdren Verbindungsmolekiile effizient
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war, konnte die Zielmolekiil-gesteuerte Polymerisation fiir
den Nachweis pathogener DNA verwendet werden. Des
Weiteren kann das Verhiltnis der beiden Fluorophore in den
ABC-Monomeren beliebig gedndert werden, wodurch die
Paralleldetektion verschiedener Zielmolekiile moglich wird.
Bemerkenswert ist auch das Bestiicken von ABC-Nanoku-
geln mit Modellwirkstoffen und ihre Inkorporation in HeLa-
Zellen, in denen die Kugeln geringe Zytotoxizitit aufwie-
sen.?!

AuBer diesen eher bioanalytisch orientierten Arbeiten
sind auch noch weitere Entwicklungen auf dem Gebiet der
DNA-Dendrimere zu verzeichnen, die ausgehend vom
schrittweisen Aufbau endlicher dendritischer Strukturen hin
zur einstufigen Synthese potenziell unendlicher dreidimen-
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sionaler Materialien aus reiner DNA fiihrten. Dazu verwen-
deten Luo et al. 3 und 4 als Bausteine zur Herstellung aus-
gedehnter Polymermaterialien.? 3 und 4 wurden mit selbst-
komplementiren (palindromen) klebrigen Enden zur
Selbstorganisation und enzymatischen Ligation ausgestattet,
um stark hydrierte, geladene, gallertartige Materialien
(DNA-Hydrogele) zu bilden. Wegen der mechanischen Fle-
xibilitdt der Bausteine an ihren Verzweigungspunkten sind
diese Polymere hochgradig irreguldr, was normalerweise bei
der Herstellung von DNA-Nanokonstrukten mit definierter
Form und definierten Oberflichenmustern vermieden wird.[!
In ihrem ersten Bericht?® wiesen die Autoren nach, dass
physikalische FEigenschaften des Polymers wie Zugmodul,
Zugfestigkeit und Porositidt durch die Wahl des DNA-Motivs,
das als Monomer fungieren soll, beeinflusst werden. Dies
ermoglicht ein gewisses Maf3 an Kontrolle iiber die Material-
eigenschaften. Da die Gelbildung unter physiologischen Be-
dingungen stattfindet, sind DNA-Hydrogele besonders in-
teressant fiir biologische Anwendungen. Es wurde gezeigt,
dass sie fiir das Zufiihren und Freisetzen von Wirkstoffen

oder auch zur Stabilisierung lebender Zellen durch Einkap-
selung genutzt werden konnen.”*

Kiirzlich wurden solche DNA-Hydrogele als Template fiir
die zellfreie Proteinproduktion verwendet (Abbildung 2).”"!
Hierzu wurden X-DNA-Motive mit palindromen klebrigen
Enden und Plasmidvektoren, die ein Protein codierendes

X-Monomer sl Hydrogelplétichen

w DNA-Ligase
Gen

» RNA-Polymerase
Ribosom @ Protein

Abbildung 2. Herstellung und Aktivitit eines zellfreien, Protein produ-
zierenden Gels. a) Vierarmige DNA-Kreuzungen (X-DNA 4; schwarz)
und linearisierte genomische DNA-Fragmente (griin) werden mithilfe
von DNA-Ligase (magenta) enzymatisch polymerisiert, um ein Gen-
haltiges Hydrogelpolymer zu bilden. Der Gelierungsprozess findet in
Mulden statt, sodass sich Gelplattchen bilden kénnen (hellblau).

b) Reprisentatives Elektronenmikroskopiebild von einem Proteinpro-
duktionsgel, das aus X-DNA und Genfragmenten in einem Molverhilt-
nis von 3000:1 hergestellt wurde (Maf3stabsbalken=100 um). c) Die
Gelplittchen werden in einen Reagentiencocktail aus Zellextrakt gege-
ben, der RNA-Polymerase (rot), Ribosomen (gelb) und andere Kompo-
nenten fiir die In-vitro-Proteinbiosynthese enthilt, wo sie als Matrize
fiir die Proteinproduktion fungieren. Wiedergabe aus Lit. [28].
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Gen enthalten und die gleichen klebrigen Enden tragen, en-
zymatisch ligiert, um ein DNA-Hydrogel herzustellen (Ab-
bildung 2). Die Gelierung wurde in mikrostrukturierten For-
men durchgefiihrt, wodurch Gelplédttchen mit Abmessungen
von 1 mmx 1 mmx20 um produziert werden konnten. Die
Pldttchen wurden anschliefend in einen zellfreien Reagen-
tiencocktail mit den fiir die Proteinsynthese notwendigen
Komponenten (wie RNA-Polymerase und Ribosomen) ge-
taucht, um als Templat fiir die In-vitro-Proteinproduktion zu
fungieren. Die Expression verschiedener funktionaler Pro-
teine zeigte, dass das Gelpldttchensystem bis zu 300-mal ef-
fizienter war als die 16sungsbasierte Synthese, das Standard-
verfahren der In-vitro-Proteinsynthese. Bemerkenswerter-
weise konnte die Porositit des Gels durch Anderung des
stochiometrischen Verhiltnisses von Genen zu X-DNA-Mo-
nomeren variiert werden, was auch die Produktivitit des Gels
beeinflusste. Allerdings sind die Ursachen fiir die Effizienz
noch nicht vollstédndig klar. Zusétzlich zu hohen Konzentra-
tionen und rdumlicher Nédhe der Gene im Hydrogel, die den
Umsatz des Biosyntheseapparats erhohen, scheinen die Gene
auch durch die kovalente Vernetzung mit den X-DNA-Mo-
tiven gegen Abbau geschiitzt zu sein.””) Es ist zu vermuten,
dass hohe Ionenstédrken in der Hydrogelmatrix eine wichtige
Rolle bei der Erhchung der Polymeraseaktivitit spielen.
Die Klirung der grundlegenden Mechanismen bedarf noch
weiterer Studien, es ist aber bereits jetzt eine Reihe von
Anwendungsmoglichkeiten abzusehen. Diese konnten sich
z.B. bei kommerziellen Baukasten-artigen Produkten fiir die
zellfreie Proteinsynthese sowie im aufstrebenden Feld der
synthetischen Biologie finden, das sich mit der Herstellung
,minimaler Zellen“ befasst.””) Da die zellfreie Proteinex-
pression einer Vielzahl von Proteinen bereits zur Konstruk-
tion metabolischer Pfade in vitro verwendet wurde,?” kénn-
ten Hydrogel enthaltende Vesikel ein moglicher Ersatz fiir
genomische DNA in synthetischen Systemen werden, sodass
bei diesen eine hohere funktionale Komplexitit erreicht
werden kann.”®! Insgesamt versprechen diese Fortschritte auf
dem Gebiet der DNA-Dendrimere die Entwicklung neuarti-
ger Materialien in der Nanobiotechnologie, die bioanalyti-
sche und biomedizinische Anwendungen finden konnten.

Eingegangen am 29. April 2009
Online veroffentlicht am 27. Juni 2009

[1] E Vogtle, G. Richardt, N. Werner, Dendrimer Chemistry, Wiley-
VCH 2009.

[2] M. H. Caruthers, Science 1985, 230, 281 -285.

[3] T. Horn, M. S. Urdea, Nucleic Acids Res. 1989, 17, 6959 —6967.

[4] G.J. Tsongalis, Am. J. Clin. Pathol. 2006, 126, 448 —453.

[5] N. C. Seeman, J. Theor. Biol. 1982, 99, 237-247.

[6] N. C. Seeman, Nature 2003, 421, 427-431.

[7] U. Feldkamp, C. M. Niemeyer, Angew. Chem. 2006, 118, 1888 -
1910; Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 1856 -1876.

[8] P.Yin, H. M. T. Choi, C. Calvert, N. A. Pierce, Nature 2008, 451,
318-322.

[9] U. Feldkamp, C. M. Niemeyer, Angew. Chem. 2008, 120, 3933 -
3935; Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 3871 -3873.

[10] K. M. Stewart, L. W. McLaughlin, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126,

2050-2057.

www.angewandte.de

Chemie

6113


http://dx.doi.org/10.1126/science.3863253
http://dx.doi.org/10.1093/nar/17.17.6959
http://dx.doi.org/10.1309/90BU6KDXANFLN4RJ
http://dx.doi.org/10.1016/0022-5193(82)90002-9
http://dx.doi.org/10.1038/nature01406
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200502358
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200502358
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200502358
http://dx.doi.org/10.1038/nature06451
http://dx.doi.org/10.1038/nature06451
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200800675
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200800675
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200800675
http://dx.doi.org/10.1021/ja037424o
http://dx.doi.org/10.1021/ja037424o
http://www.angewandte.de

(Righlights

[11] M. Endo, N. C. Seeman, T. Majima, Angew. Chem. 2005, 117,
6228-6231; Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 6074 —6077.

[12] M. S. Shchepinov, 1. A. Udalova, A.J. Bridgman, E. M. Sou-
thern, Nucleic Acids Res. 1997, 25, 4447 —4454.

[13] M. Scheffler, A. Dorenbeck, S. Jordan, M. Wiistefeld, G.
von Kiedrowski, Angew. Chem. 1999, 111, 3513-3518; Angew.
Chem. Int. Ed. 1999, 38, 3311-3315.

[14] J. Zimmermann, M. P. Cebulla, S. Monninghoff, G. von Kie-
drowski, Angew. Chem. 2008, 120, 3682 -3686; Angew. Chem.
Int. Ed. 2008, 47, 3626 —3630.

[15] K. V. Gothelf, A. Thomsen, M. Nielsen, E. CI6, R. S. Brown, J.
Am. Chem. Soc. 2004, 126, 1044 -1046.

[16] R. H. E. Hudson, M. J. Damha, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115,
2119-2124.

[17] R. H. E. Hudson, S. Robidoux, M. J. Damha, Tetrahedron Lett.
1998, 39, 1299 -1302.

[18] M. Beier, J. D. Hoheisel, Nucleic Acids Res. 1999,27,1970-1977.

[19] Y. Suzuki, T. Otomo, H. Ozaki, H. Sawai, Nucleic Acids Symp.
Ser. 2000, 44, 125-126.

[20] Y. Li, Y. D. Tseng, S. Y. Kwon, L. D'Espaux, J. S. Bunch, P. L.
McEuen, D. Luo, Nat. Mater. 2004, 3, 38 -42.

[21] T. W. Nilsen, J. Grayzel, W. Prensky, J. Theor. Biol. 1997, 187,
273-284.

[22] J. Wang, M. Jiang, T. W. Nilsen, R. C. Getts, J. Am. Chem. Soc.
1998, 720, 8281 -8282.

[23] Y. G.Li, Y. T. H. Cu, D. Luo, Nat. Biotechnol. 2005, 23, 885 —889.

[24] S. H. Um, J. B. Lee, S. Y. Kwon, Y. Li, D. Luo, Nat. Protoc. 2006,
1, 995-1000.

[25] J. B. Lee, Y. H. Roh, S. H. Um, H. Funabashi, W. Cheng, J. J.
Cha, P. Kiatwuthinon, D. A. Muller, D. Luo, Nat. Nanotechnol.
2009, DOI: 10.1038/nnano.2009.93.

[26] S.H. Um,J. B. Lee, N. Park, S. Y. Kwon, C. C. Umbach, D. Luo,
Nat. Mater. 2006, 5, 797 -801.

[27] N. Park, S. H. Um, H. Funabshi, J. Xu, D. Luo, Nat. Mater. 2009,
8, 432 -437.

[28] K. S. Rabe, C. M. Niemeyer, Nat. Mater. 2009, 8, 370-372.

[29] A.C. Forster, G. M. Church, Genome Res. 2007, 17, 1-6.

[30] A.Meyer, R. Pellaux, S. Panke, Curr. Opin. Microbiol. 2007, 10,
246-253.

SciCareer

WILEY-VCH

www.angewandte.de

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

... the ultimate global JobMachine
for scientists and engineers.

Online vacancies worldwide in physics,
chemistry, materials science and life sciences.

Angew. Chem. 2009, 121, 6110—6114


http://dx.doi.org/10.1002/ange.200501034
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200501034
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200501034
http://dx.doi.org/10.1093/nar/25.22.4447
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1521-3757(19991115)111:22%3C3513::AID-ANGE3513%3E3.0.CO;2-7
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1521-3773(19991115)38:22%3C3311::AID-ANIE3311%3E3.0.CO;2-2
http://dx.doi.org/10.1002/(SICI)1521-3773(19991115)38:22%3C3311::AID-ANIE3311%3E3.0.CO;2-2
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200702682
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200702682
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200702682
http://dx.doi.org/10.1021/ja038333u
http://dx.doi.org/10.1021/ja038333u
http://dx.doi.org/10.1021/ja00059a004
http://dx.doi.org/10.1021/ja00059a004
http://dx.doi.org/10.1016/S0040-4039(97)10871-1
http://dx.doi.org/10.1016/S0040-4039(97)10871-1
http://dx.doi.org/10.1093/nar/27.9.1970
http://dx.doi.org/10.1038/nmat1045
http://dx.doi.org/10.1006/jtbi.1997.0446
http://dx.doi.org/10.1006/jtbi.1997.0446
http://dx.doi.org/10.1021/ja980619p
http://dx.doi.org/10.1021/ja980619p
http://dx.doi.org/10.1038/nbt1106
http://dx.doi.org/10.1038/nprot.2006.141
http://dx.doi.org/10.1038/nprot.2006.141
http://dx.doi.org/10.1038/nmat1741
http://dx.doi.org/10.1038/nmat2419
http://dx.doi.org/10.1038/nmat2419
http://dx.doi.org/10.1038/nmat2434
http://dx.doi.org/10.1016/j.mib.2007.05.009
http://dx.doi.org/10.1016/j.mib.2007.05.009
http://www.angewandte.de

