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In letzter Zeit wurde eine Reihe von extern gesteuerten
molekularen Kappen oder Ventilen f�r die gesteuerte Frei-
setzung von Gastmolek�len aus mesopor�sem Siliciumoxid
entwickelt.[1–4] Diese steuerbaren Freisetzungsmechanismen
sind in verschiedenen Bereichen, z. B. beim Wirkstofftrans-
port, f�r Polymeradditive oder auch beim Waschmitteldesign,
von großem Interesse. Unter anderem wurden anorganische
Nanopartikel, große Molek�le oder auch Polymere verwen-
det, um verkapselte Gastmolek�le daran zu hindern, das
Porensystem zu verlassen.[5–7] Freisetzungsmechanismen
k�nnen auf Redoxpotential-, pH- und Temperatur�nderun-
gen oder UV-Bestrahlung beruhen.[8–10] Zum Beispiel wurden
Goldnanopartikel mit photolabilen funktionellen Gruppen
versehen und anschließend an der Oberfl�che von MCM-41
adsorbiert. Andere Systeme beruhen auf Enzymen zur kon-
trollierten Freisetzung der Gastmolek�le.[11, 12] Ein Ansatz
verwendet a-Cyclodextrine, die durch Ester-verkn�pfte Ada-
mantylverschl�sse an der Oberfl�che gebunden sind. Ge�ff-
net werden diese Kappen durch Zugabe von Schweineleber-
esterase, wodurch die Verschl�sse entfernt werden.[12] Wir
haben uns auf Systeme konzentriert, die Biomolek�le als
Bausteine f�r die Konstruktion solcher molekularen Ventile
enthalten. K�rzlich haben wir die Eignung des Biotin-Avidin-
Komplexes als biomolekulare Kappe an neuartigen Kern-
Schale-funktionalisierten, kolloidalen, mesopor�sen Silici-
umoxidpartikeln nachgewiesen. Die �ffnung der Protein-
kappen erfolgt dabei durch proteolytische Verdauung des
Avidins oder temperaturinduzierte Denaturierung.[3]

Die bisher bekannten molekularen Ventile sind im All-
gemeinen auf einen bestimmten �ffnungsmechanismus be-
schr�nkt, der durch die chemische Natur des Systems vorge-
geben ist. Hier zeigen wir nun, dass ein molekulares Ventil
programmierbar gestaltet werden kann, indem das ge-
w�nschte Verhalten in einen DNA-Doppelstrang kodiert
wird. Wir illustrieren dieses Konzept anhand der program-
mierbaren �ffnungstemperatur eines molekularen Ventils an
den Poren�ffnungen von Kern-Schale-funktionalisierten,
kolloidalen, mesopor�sen Siliciumoxidteilchen. Die k�rzlich
von uns entwickelte molekulare Kern-Schale-Funktionali-
sierung ist eine wichtige Voraussetzung f�r die Positionierung
unterschiedlicher Funktionalit�ten an verschiedenen Orten
der por�sen Nanopartikel.[13,14]

Wie in der Folge beschrieben, haben wir selektiv Biotin
tragende DNA-Doppelstr�nge an die Poren�ffnungen der
mesopor�sen Siliciumoxidteilchen gebunden. Dies erm�g-
licht im n�chsten Schritt, die Poren mit Avidin-Molek�len zu
verschließen, w�hrend das innere Porenvolumen unfunktio-
nalisiert bleibt. Eine �ffnung des Ventils erfolgt durch Auf-
schmelzen der DNA-Str�nge bei der spezifischen Schmelz-
temperatur der verwendeten Oligonucleotide (Abbildung 1).
Als Verbindungsst�cke zwischen Avidin und der Silicium-
oxidoberfl�che wurden doppelstr�ngige, Alkin-modifizierte
Oligodesoxyribonucleotide (DNA-Oligomere) verschiedener
L�nge (15-mer und 25-mer) verwendet. Die kovalente Im-
mobilisierung dieser Str�nge an der selektiv funktionalisier-
ten, �ußeren Siliciumoxidoberfl�che erfolgte durch Klick-
Chemie. Die verwendeten DNA-Oligomere enthalten ein
Desoxyuridin an ihrem 5’-Ende, das eine C8-Alkin-Kette an
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Abbildung 1. Konzept des programmierbaren Ventilsystems. Die Avi-
dinkappen �ffnen sich durch Aufschmelzen der DNA-Str�nge bei spe-
ziell kodierten Temperaturen.
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k�rzlich von einigen von uns vorgestellt.[15, 16]) Anschließend
wurden die funktionalisierten DNA-Str�nge mit komple-
ment�ren, 3’-Biotin-modifizierten Str�ngen durch kurzes Er-
hitzen einer 1:1-Mischung der Str�nge auf 95 8C und langsa-
mes K�hlen auf Raumtemperatur in einer 500 mm NaCl-
L�sung vorhybridisiert. F�r unsere Experimente wurden ein
15-mer und ein 25-mer synthetisiert. Das 15-mer wurde zu-
s�tzlich mit den Farbstoffen Cy3 und Cy5 modifiziert, und
zwar mit je einem Farbstoffmolek�l an einem Ende eines
Einzelstranges. Dadurch ist es m�glich, mithilfe eines FRET-
Signals (FRET= resonanter Fluoreszenzenergietransfer) den
Hybridisierungszustand der DNA bei verschiedenen Tempe-
raturen zu charakterisieren.[17] Zus�tzlich wurden die syn-
thetisierten DNA-Str�nge mit MALDI-TOF-Massenspek-
trometrie analysiert. Tabelle 1 gibt einen �berblick �ber die

verwendeten DNA-Oligomere. Kolloidales, mesopor�ses Si-
liciumoxid (CMS) mit Chlorpropylfunktionen an der �ußeren
Oberfl�che der Nanopartikel wurde nach unserem k�rzlich
entwickelten Konzept der sequenziellen Cokondensation
synthetisiert.[13] Dieser Ansatz verhindert unkontrollierbares
Verstopfen der Poren w�hrend der Anbindung der großen
organischen Molek�le an die Oberfl�che.

In unserem Fall bleiben die inneren Porenw�nde un-
funktionalisiert. Somit ist das gesamte innere Porenvolumen
f�r die Beladung mit Gastmolek�len wie Wirkstoffen oder
Modellverbindungen verf�gbar. Eine reaktive Mischung aus
Tetraethylorthosilicat (TEOS), Cetyltrimethylammonium-
bromid und Triethanolamin f�hrt zur Abscheidung meso-
strukturierter Keime, die radial weiter wachsen. Nach 30 min
wurde eine 1:1-Mischung aus 3-Chlorpropyltrimethoxysilan
und TEOS zur Reaktionsl�sung gegeben, um eine organische
Funktionalisierung ausschließlich an der �ußeren Oberfl�che
der Nanopartikel zu erhalten. CMS mit Partikelgr�ßen um
die 50 nm wurde erhalten und durch Transmissionselektro-
nenmikroskopie charakterisiert. Eine repr�sentative elektro-
nenmikroskopische Aufnahme findet sich in den Hinter-
grundinformationen.

Die funktionalisierten mesopor�sen Partikel haben Po-
rengr�ßen um 3.8 nm und ein Porenvolumen von 0.99 cm3 g�1.
Die Werte wurden durch Auswertung der Stickstoffsorp-
tionsisotherme mit nichtlokaler Dichtefunktionaltheorie er-
halten. Die entsprechende Isotherme findet sich in den Hin-
tergrundinformationen. Die erhaltenen Kolloide wurden an-

schließend in wasserfreies N,N-Dimethylformamid �berf�hrt.
Das verbleibende Wasser im Porensystem wurde unter
milden Bedingungen nach dem von uns beschriebenen
Dampfextraktionsverfahren[18] binnen drei Stunden bei 90 8C
mit Molekularsieb entfernt. Dieser Ansatz sch�tzt die Parti-
kel vor temperaturinduzierter Agglomeration. Die resultie-
rende wasserfreie Suspension wurde anschließend mit Natri-
umazid ges�ttigt und f�nf Stunden auf 85 8C erhitzt, um eine
Azid-funktionalisierte Oberfl�che zu erhalten (Probe CMS-
N3). Die erfolgreiche Reaktion der Oberfl�che wurde durch
IR-Spektroskopie best�tigt, z.B. durch das Erscheinen des
charakteristischen Signals der Azidstreckschwingung bei
2105 cm�1 (Abbildung 2).

Die DNA-Oligomere wurden durch Klick-Reaktionen an
die Partikel gebunden. Die Anwendbarkeit der Klick-Chemie
auf Siliciumoxidoberfl�chen wurde k�rzlich von uns demon-
striert.[19] Zwei Proben mit jeweils einem der Str�nge aus
Tabelle 1 wurden hergestellt (Proben CMS-DNA15 und CMS-
DNA25). Die Synthesesequenz des DNA-basierten moleku-
laren Ventils kann mit IR-Spektroskopie verfolgt werden
(Abbildung 2). W�hrend die Probe CMS-Cl (Abbildung 2 a)
nur Siliciumoxid-Ger�stschwingungen zeigt, erscheint die
Azidbande der Probe CMS-N3 bei 2105 cm�1 (Abbildung 2b).
Die Intensit�t dieser Bande wird stark verringert, wenn die
DNA durch die Klick-Reaktion gebunden wird; dies ist ein
Hinweis auf die kovalente Anbindung der DNA an die Sili-
ciumoxidoberfl�che. Wie man in Abbildung 2 sehen kann,
zeigt die Probe CMS-DNA15-AVI zus�tzlich zu den Silici-
umoxidschwingungen die typischen Amidsignale bei 1551
und 1650 cm�1 des angebundenen Proteins. Die schwachen
Signale zwischen 1500 und 1300 cm�1 in der Probe CMS-
DNA15-AVI werden den Carbonylschwingungen des Des-
oxyriboseger�stes und den Aminogruppen der angebundenen
DNA zugeordnet. Wie oben beschrieben, tragen die Str�nge
eine Biotinmodifikation, die nun in der N�he der Porenein-
g�nge positioniert ist. Die immer noch intakte Hybridisierung

Tabelle 1: Sequenzen und Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analysen der
verwendeten DNA-Str�nge.[a]

Verwendete DNA-Doppelstr�nge

25-mer

5’-XCACGTCGCATCTTGGCCTAC GCCC-3’
Mber. =7616.4, Mgef. =7617.1
3’-Bio-AGTGCAGCGTAGAACCGGATGCGGG-5’
Mber. =8230.9, Mgef. =8231.4

15-mer

5’-XCACGTCGCATCTTTCy3-3’
Mber. =5404.8, Mgef. =5405.6
3’-Bio-AGTGCAGCGTAGAAA Cy5-5’
Mber. =5902.3, Mgef. =5902.8

[a] X = dU-Alkin, Bio = Biotin-Modifikation.

Abbildung 2. IR-Spektren der Proben: a) CMS-Cl, b) CMS-N3, c) CMS-
DNA15-AVI. Einschub: Vergr�ßerung des Azidstreckschwingungsbe-
reichs; g= Hilfslinien bei ñ = 1551, 1650 und 2105 cm�1.
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der Str�nge nach der Klick-Reaktion wird durch die Messung
eines FRET-Signals in der Probe CMS-DNA15-AVI nachge-
wiesen (Abbildung 3). Wir erwarten, dass sich das l�ngere

und damit stabilere 25-mer nach der Klick-Reaktion ebenfalls
in einem hybridisierten Zustand befindet. Ein entsprechendes
Referenz-FRET-Experiment mit der reinen DNA findet man
in den Hintergrundinformationen. Die Proben CMS-DNA15

und CMS-DNA25 wurden im Anschluss mit Fluorescein als
Modellsubstanz f�r Gastmolek�le beladen. Um die Beladung
zu erreichen, wurde ein Milligramm jeder Probe in einem
Milliliter einer w�ssrigen L�sung von Fluorescein
(2 mgmL�1) zwei Stunden bei Raumtemperatur ger�hrt.
Anschließend wurde 1 mg Avidin aus Eiweiß zugegeben und
die Mischung weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur
ger�hrt. Dies f�hrt zu einer Koordination der Biotin-modifi-
zierten DNA mit den Avidinmolek�len und sollte somit einen
Verschluss der Poren der kolloidalen Partikel zur Folge
haben. Die anschließende Freisetzung von Fluorescein kann
leicht mit Fluoreszenzspektroskopie detektiert und quantifi-
ziert werden, wie wir bereits fr�her belegt haben.[3] Nach dem
Einschluss des Farbstoffes wurden die Partikel in einem 1.5-
mL-R�hrchen zentrifugiert und in Wasser redispergiert
(pH 7). Danach wurde die Probe dreimal durch Zentrifuga-
tion gewaschen, um freien Farbstoff aus der Suspension zu
entfernen (Proben CMS-DNA15-AVI und CMS-DNA25-AVI).
Die Proben wurden dann in eine zweigeteilte Fluoreszenz-
k�vette mit 200 mL Probenvolumen, das durch eine Dialyse-
membran von 3 mL Wasser abgetrennt ist, �berf�hrt.[3] Ein
Bild der K�vette findet sich in den Hintergrundinformatio-
nen. Mit dieser temperaturkontrollierten Fluoreszenzk�vette
l�sst sich die Freisetzung von kleinen fluoreszierenden Mo-
lek�len erfassen. Die Siliciumoxidnanopartikel sind zu groß,
um durch die Dialysemembran zu diffundieren (Molekular-
gewichtsgrenze 16000 gmol�1). Der �ffnungsmechanismus
des molekularen Ventils wurde mit FRET-Experimenten
untersucht. Wie oben beschrieben, ist die Probe CMS-DNA15-
AVI mit dem FRET-Paar Cy3/Cy5 an den DNA-Str�ngen

ausgestattet (siehe Tabelle 1). Cy3 zeigt ein Absorptionsma-
ximum um 550 nm und eine Emission bei 570 nm, die bis ins
Rote reicht. Cy5 wird bei 650 nm maximal angeregt und
emittiert bei 670 nm.

Mit dem gebundenen Doppelstrang im hybridisierten
Zustand kann bei einer Anregung von 550 nm eine Emission
um 670 nm wegen des Energietransfers zwischen den beiden
benachbarten Farbstoffen beobachtet werden (Abbil-
dung 3).[17, 20] Nach der thermoresponsiven Freisetzung (siehe
unten) wurde die Probe abzentrifugiert und in 2 mL Wasser
redispergiert. Wie man in Abbildung 3 erkennen kann, ist die
FRET-Emission bei 670 nm in ihrer Intensit�t stark verrin-
gert, was ein Indikator f�r die �ffnung des molekularen
Ventils durch das Aufschmelzen des DNA-Strangs ist.

Abschließend wurde die programmierte, thermorespon-
sive �ffnung des DNA-Ventils durch eine fluoreszenzspek-
troskopische Untersuchung der freigesetzten Fluorescein-
molek�le in der oben beschriebenen, zweigeteilten Fluores-
zenzk�vette nachgewiesen und quantifiziert (Abbildung 4).

Alle Intensit�tswerte sind auf eine relative Freisetzungs-
menge von 100 % normiert. Die temperaturabh�ngigen
Freisetzungskurven zeigen die starke Wirkung der DNA-
Oligomere auf das Freisetzungsverhalten der Proben: W�h-
rend sich das 15-mer bereits bei 45 8C �ffnet, verbleibt das 25-
mer bei dieser Temperatur noch in einem dicht geschlossenen
Zustand und h�lt die Avidinmolek�le an den Poren�ffnungen
fest. CMS-DNA25-AVI geht erst bei einer weiteren Erhitzung
auf 65 8C in einen ge�ffneten Zustand �ber. Eine UV/Vis-
spektroskopische Quantifizierung der freigesetzten Farb-
stoffmenge ergibt �hnliche Mengen an freigesetztem Fluo-
rescein in beiden Proben: 0.033 mg Farbstoff pro mg CMS bei
CMS-DNA15-AVI und 0.040 mg Farbstoff pro mg CMS bei
CMS-DNA25-AVI (Details in den Hintergrundinformatio-
nen).

Wir haben hier gezeigt, dass der Einbau von doppel-
str�ngiger DNA in ein neuartiges molekulares Ventil eine
programmierbare thermoresponsive Freisetzung bei mode-

Abbildung 3. FRET-Messung der Probe CMS-DNA15-AVI im geschlosse-
nen (c) und offenen Zustand (g).

Abbildung 4. Freisetzungskurven (normalisierte Fluoreszenzintensit�t)
der Proben CMS-DNA15-AVI (~) und CMS-DNA25-AVI (&).
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raten Temperaturen erlaubt. Dieses multifunktionelle Nano-
system erm�glicht es, die Temperatur f�r die Freisetzung
eingeschlossener Gastmolek�le pr�zise auf die gew�nschte
Anwendung abzustimmen. Das Konzept der programmierten
Freisetzung ist beispielsweise von Bedeutung bei Waschmit-
teln oder der Verkapselung von Polymeradditiven.[21] Weitere
potenzielle Anwendungen findet man bei der zielgerichteten
Freisetzung von Wirkstoffen, wobei hier jedoch auch toxi-
kologische Aspekte zu ber�cksichtigen sind.
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